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Resumen

El objetivo de este trabajo fue analizar el Tiempo de Duplicacion (TD) y la
Fase de Latencia (Lag) de una linea celular con 2 concentraciones de Sue-
ro Fetal Bovino (SFB) y 2 indculos celulares iniciales. Se realizaron 4 cur-
vas de crecimiento de células adherentes RK13 (rabbit kidney) en Minimal
Essential Medium (MEM) suplementado con glutamina, penicilina, estrep-
tomicina y SFB no inactivado al 5% y 7%. Los indculos iniciales fueron de
3 x 104y 6,8 x 104 células viables/mL. El TD fue de 24 h para el cultivo
con 7% de SFB con ambos indculos y de 16,36 h para el cultivo con 5% de
SFB con el mayor inoculo. El cultivo con 5% de SFB y 3 x 104 viables/mL
presento escaso desarrollo. Se observaron diferencias significativas en el TD
(p = 0,0055) cuando se utilizo el inéculo de 6,8 x 104 viables/mL y se va-
ri6 el SFB (5% y 7%). La diferencia no fue significativa al utilizar los inécu-
los de 3 x 104y 6,8 x 104 viables/mL manteniendo constante la concentra-
cion de suero fetal (7%).

Palabras clave: tiempo de duplicacion * RK13 * cultivo celular * suero fe-
tal bovino * inéculo celular.

Summary

RK13 CELLS: INFLUENCE OF FETAL BOVINE SERUM CONCENTRATION
ON DOUBLING TIME

The aim of this study was to analyze the Doubling Time (DT) and the Lag
phase of a cell line with two concentrations of fetal bovine serum (FBS) and
two initial inocula. Four growth curves of RK13 cells in Minimal Essential
Medium (MEM) supplemented with glutamine, penicillin, streptomycin and
5% and 7% non-inactivated FBS were performed. The initial inocula were
3 x 104 and 6.8 x 104 viable cells/mL. DT was 24 h for the culture with 7%
FBS with the two inocula and 16.36 h for the culture with 5% FBS with the
greatest inoculum. The culture with 5% FBS and 3 x 104 viable cells/mL had
limited growth. There was significant difference in DT (p = 0.0055) when the
inoculum was 6.8 x 104 viable cells/mL with the two concentrations of FBS.
There was no significant difference with the 7% FBS and the two inocula
(3 x 104 and 6.8 x 104 viable cells/mL).

Key words: doubling time * RK13 * cell culture * fetal bovine serum * cell
inoculum.
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Introduccion

Las técnicas de cultivo celular se han convertido en
herramientas fundamentales para la investigacion basi-
ca y aplicada, para algunos procesos industriales e in-
cluso para diversas técnicas diagndsticas. Durante las
ultimas décadas, numerosos sistemas de produccién de
sustancias de interés econémico han incorporado los
cultivos de células a sus procesos, entre ellos, la indus-
tria farmacéutica y el transplante de tejidos. En la ac-
tualidad, son una herramienta fundamental para la in-
vestigacion. Su aplicacién es amplia, abarcando diver-
sas disciplinas como la inmunologia, virologia, biologia
molecular, ingenieria genética y farmacologia (1-3).

Las técnicas actuales de cultivo de células permiten
un control preciso del medio ambiente celular ya que
utilizan concentraciones conocidas de nutrientes y re-
gulan los parametros fisico-quimicos y fisiologicos del
cultivo. Evitan el grave problema de la heterogeneidad
de las muestras asociada al uso de animales, sin olvidar
las motivaciones éticas respecto al sacrificio de anima-
les de experimentacién. Suponen una economia en el
uso de reactivos o drogas a estudiar pues los cultivos se
realizan en volimenes reducidos, asegurando un acce-
so directo de la droga a las células.

El cultivo celular ha sido fundamental para numero-
sos avances cientificos alcanzados en distintas ramas de
las ciencias biomédicas. En el campo de la microbiolo-
gia, el cultivo celular permite estudiar las relaciones en-
tre la célula huésped y los microorganismos intracelu-
lares (virus, bacterias y parasitos) (4)(5), desarrollar
reactivos inmunolégicos de diagnéstico, confirmar una
infeccién, evaluar la eficiencia de antimicrobianos, rea-
lizar estudios de infectividad, estudiar nuevas especies y
obtener gran cantidad de microorganismos no cultiva-
bles para optimizar técnicas moleculares.

En este estudio, se realizaron curvas de crecimiento
con dos concentraciones de Suero Fetal Bovino (SFB)
y dos indculos iniciales para evaluar el desarrollo de
células RK13 (rabbit kidney) en cultivo y seleccionar las
condiciones celulares 6ptimas para realizar futuros en-
sayos de infeccion con pardsitos intracelulares, en par-
ticular, los microsporidios (5).

Materiales y Métodos

Se cultivaron células adherentes RK13 (rabbit kid-
ney) en botellas plésticas de 25 cm3 (provenientes del
Laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, UNLP). El medio utilizado fue Minimun
Essential Medium (MEM) autoclavable (Cat. N° 410-
1700, Gibco), preparado segin protocolo del fabrican-
te (6), suplementado con L-glutamina (2 mM), penici-
lina (200 U/mL), estreptomicina (350 pg/mL) y SFB
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no inactivado al 5% y 7% (v/v). Se ajusté el pH a 7,4
con COsHNa (7,5%) (2)(6). Los indculos iniciales
fueron 3 x 10*y 6,8 x 104 células viables/mL (v/mL)
(2) (7). Se incubaron en estufa seca y sin CO, con las
tapas firmemente cerradas para evitar la evaporacion
del medio (2) (3). A diario, las botellas de cultivo fue-
ron inspeccionadas visualmente, en busca de cambios
de color y al microscopio buscando posibles contami-
naciones bacterianas o fungicas. Cada subcultivo fue
sometido a controles mediante inoculacién de una ali-
cuota en agar sangre, agar Sabouraud y caldo cerebro
corazon.

Preparacion de Células Adherentes. bajo flujo laminar
se retiré el medio MEM envejecido y se lavo 2 veces
con PBS estéril (sin calcio ni magnesio, pH = 7,2), eje-
cutando movimientos de vaivén antes de retirarlo por
completo. Al cultivo se le incorporé 1 mL de tripsina
(0,05%, 1/250) - EDTA (0,02%) durante 1 min. Se re-
tir6 todo el volumen y se incub6 a 37 °C por 3 a 5 min
verificando el desprendimiento de la monocapa con
microscopio invertido con o6ptica de contraste de fa-
ses. Se corté la reaccién con 5 mL de MEM fresco, as-
pirando varias veces con el fin de despegar las células
entre si y de la superficie (2) (6) (7).

Recuento de Células: se contaron en Camara de Neu-
bauer con una dilucién 1:2 de la suspensién celular en
Azul Tripan (0,5%), por duplicado, diferenciando las
transparentes (viables) de las azules (no viables) (7). Pa-
ra los célculos se utilizaron las siguientes férmulas (2):

N° Cél. totales/mL = [N° T] x 2 x 104 =
N° Cél. viables/mL = [N° V] x 2 x 104=

Donde N° T es el niumero de células totales prome-
dio por cuadrado mediano de la cimara (0,1 mm3) y
N° V es el nimero de células viables promedio en la
misma superficie.

El porcentaje de células viables se calcul6 de la si-
guiente manera:

% V = [N° Cél. viables/mL/ N° Cél. totales/mL] x 100 =

Realizacion de la Curva de Crecimiento: con el dato de
la concentracion de células viables, se prepararon dilu-
ciones apropiadas con MEM fresco para obtener indcu-
los de 3 x 104y 6,8 x 104 v/mL en un volumen final de
10 mL por botella. Se iniciaron 12 cultivos el dia cero.
Durante 4 dias, se tripsinaron 3 cultivos diarios, regis-
trandose la concentracion celular y el tiempo (2) (3).

Protocolo de variacion del SFB: 1as células fueron culti-
vadas hasta la confluencia. A continuacién se dividié
en 2 alicuotas (botellas A y B). La botella A se cultivd



con 10% de SFB y la B recibi6é una mezcla en partes
iguales de medio original (10%) y medio con 7% de
SFB, y se evalu6 el crecimiento celular con microsco-
pio invertido. Una vez que las células de la botella B al-
canzaron la confluencia, se despegaron las células y se
repitié el mismo procedimiento (botellas C y D). En
consecuencia, el cultivo D recibié la cuarta parte del
medio original (10%) y el resto del medio adicionado
fue MEM con 7% de SFB. Cuando se alcanzé la con-
fluencia en esta botella, se realizé el cultivo con el me-
dio al 7% en su totalidad. Idéntico procedimiento fue
el utilizado para adaptar las células al medio con 5%
de SFB (8).

Analisis estadistico: Los datos fueron evaluados apli-
cando Prueba de T para medias de dos muestras em-
parejadas.

Resultados

Los recuentos celulares obtenidos se volcaron a un
grafico de Log del N° de células viables/mL vs Tiem-
po (horas), calculandose la fase de reposo (Lag), el
tiempo de duplicacién (TD) y el porcentaje de célu-
las viables en las distintas condiciones de cultivo
(2) (3). Los resultados se muestran en la Figura 1. El
porcentaje de células viables fue superior al 92% en
todos los casos, excepto en el cultivo con 5% de SFB y
3 x 10* v/mL donde el desarrollo de la monocapa fue
muy escaso.

El Tiempo de Duplicacién (TD) fue de 24 h para
los dos cultivos con 7% de SFB y ambos indculos celu-
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lares. El cultivo con 5% de SFB y el mayor in6culo pre-
sent6 un TD de 16,36 h (Fig. 1).

Los datos evaluados estadisticamente demostraron
una diferencia significativa en el TD (p = 0,0055)
cuando se utilizé el in6culo de 6,8 x 104 v/mL y se va-
ri6 el SFB (5% y 7%) y la diferencia no fue significati-
va al utilizar los in6culos 3 x 104y 6,8 x 104 v/mL de-
jando constante la concentracion de SFB (7%).

Discusion y Conclusiones

Las curvas de crecimiento permiten caracterizar el
desarrollo de las células in vitro. Bajo condiciones rigu-
rosamente controladas brindan valiosa informacién so-
bre la frecuencia de subcultivos, el nimero de viables
en un determinado momento, el tiempo de duplica-
cién y la fase de reposo, entre otros parametros. La ca-
racterizacion de las células permite optimizar los reque-
rimientos nutricionales y fisiol6gicos, mejorar el rendi-
miento y estandarizar las condiciones del cultivo (2) (3).

La cuantificacién de las células es importante para
decidir el momento 6ptimo del subcultivo. Ademas, el
testeo de nuevos medios de cultivo, de distintas con-
centraciones o tipos de suero requiere de una cuida-
dosa cuantificacién celular a fin de evaluar posibles
efectos toxicos, o por el contrario, estimulantes del
crecimiento. Si bien el conteo en cdmara posee un
error del 10%, presenta varias ventajas sobre los conta-
dores electrénicos: permite observar la morfologia ce-
lular, conocer la viabilidad, comprobar la homogenei-
dad de la suspension y detectar posibles contaminan-
tes del cultivo (3).

Curvas de cultivo celular
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Figura 1. Crecimiento de células RK13 con dos concentraciones de SFB (5y 7%)
y dos indculos iniciales (3 x 104 y 6,8 x 104 células viables/mL).
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Segun la bibliografia, la velocidad de crecimiento
celular es inversamente proporcional a la concentra-
cién de células, siempre que su densidad inicial sea ma-
yor de 103 0 104 cél/cm?, en consecuencia, los inéculos
iniciales mas bajos crecen mds rédpido que los in6cu-
los mayores (7). En concordancia con lo expuesto
por otros autores, se observo que al mantener cons-
tante el SFB en 7%, el cultivo con menor inéculo (3
x 104v/mL) tuvo una fase de latencia menor y una ve-
locidad inicial de crecimiento mayor, comparado con
el in6culo de 6,8 x 104v/mL (6) (7). No se demostré
variacion en la fase de reposo de los cultivos cuando
se vario el SFB (5% y 7%) manteniendo el inéculo
constante (6,8 x 104v/mL) (6) (7).

El escaso desarrollo en el cultivo con 5% de SFB y
3 x 104 v/mL podria deberse a que se cultivaron en es-
tufa seca, con bajo contenido de buffers séricos (s6lo bi-
carbonato) y sin CO,, lo que provocaria una mayor va-
riacién de pH y osmolaridad, afectando negativamen-
te el crecimiento y dando un cultivo mds inestable a
bajas concentraciones celulares (2) (6).

El tiempo de duplicacién del cultivo permite prede-
cir la concentracion probable en cualquier momento de
la curva y es una caracteristica intrinseca de cada linea
celular bajo esas condiciones de crecimiento (2) (3). En
estos cultivos, con 7% de SFB, el TD se mantuvo cons-
tante, independientemente del indculo inicial.

Al evaluar la velocidad de crecimiento para 6,8 x
104v/mL, se observo que fue claramente mayor cuando
se cultivaron con 5% de SFB que con 7%, lo que podria
deberse a sustancias inhibidoras presentes en el suero
no inactivado (8). Algunos autores sefialan que la inacti-
vacién elimina sustancias perjudiciales para el desarrollo
pero otros indican que el proceso también reduce el
efecto promotor sobre el crecimiento celular (9-11).

Distintos estudios realizados sobre el crecimiento de
las células indican la necesidad de estandarizar los pro-
tocolos de cultivo para descartar variaciones inherentes
al desarrollo y limitar las variables aleatorias que lleven
a una interpretaciéon errénea de los resultados
R B)(7).

Debido a que las células son el sustrato indispensable
para el cultivo de microorganismos intracelulares, la
normatizacién de las variables del cultivo permite estu-
diar el crecimiento microbiano sobre un soporte vivo,
en condiciones reproducibles para evaluar los hallazgos
obtenidos.

Los cultivos celulares utilizan medios de cultivo
complejos con el agregado de suplementos no total-
mente definidos, como el SFB, por lo que se hace in-
dispensable el estudio del crecimiento para cada siste-
ma de cultivo a implementar. Los resultados obtenidos
en este trabajo contribuyen al conocimiento del TD
frente a distintas concentraciones de SFB en células
RK13 y ponen en evidencia la importancia de determi-
nar el comportamiento de cada linea celular bajo las
condiciones de trabajo seleccionadas.
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