UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
CARRERA DE BIOLOGIA

CREACION DE UN BANCO CELULAR DE TRABAJO DE LA LINEA
MRC-5 PARA LA DETERMINACION DE LA POTENCIA DE
VACUNAS CONTRA VARICELA-ZOSTER.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
LICENCIADO EN BIOLOGIA
PRESENTA:
NARCIA SANCHEZ FERNANDO ENRIQUE

JURADO DE EXAMEN

DIRECTORA: DRA. GABRIELA FIGUEROA GONZALEZ
ASESOR: DR. OCTAVIO DANIEL REYES HERNANDEZ
ASESORA: M. EN C. MARIA CRISTINA ALVARADO DOMINGUEZ
SINODAL: DRA. ROSA LINARES CULEBRO
SINODAL: MTRO. EDGAR IVAN CORIORILES TORRES

CIUDAD DE MEXICO, ABRIL 2023




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

De pequefio mi familia me ensef6 a dar las gracias por todas las cosas que me llegaron a
pasar en mi vida, sean buenas o malas. Por eso, en esta tesis quiero darles un
agradecimiento.

Quiero agradecer profundamente a la Universidad Nacional Autébnoma de
México y a la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza por dejarme ser parte de esta
gran comunidad como estudiante ya que fue una etapa de mi vida muy bonita y decir
orgullosamente que sali de la maxima casa de estudios que es la UNAM.

Agradezco a la Comisién de Control Analitico y Ampliacion de Cubertura de la
COFEPRIS, en especial a la ingeniera Alicia De la Rosa y al quimico Edson Torres por
dejarme llevar a cabo parte de este proyecto. También quiero darle las gracias al
quimico Fernando Cruz y al quimico Luis Castillo por compartir sus conocimientos en el
laboratorio, esas grandes charlas que teniamos dia a dia y por dejarme ser parte de su
equipo de trabajo el cual me siento orgulloso de haberlos apoyado en todo momento.

Quiero darle las gracias a toda mi familia por haberme apoyado en el transcurso
de la carrera. A mi madre Irma por apoyarme y demostrarle que se pudo salir adelante
en los momentos mas dificiles de mi vida, a mi abuelita Tita que estuvo conmigo en
todo momento. A todos mis tios; Nicolas, Elizabeth, Yolanda, Melchor y Lorena que me
dieron ese aliento de apoyo que necesite en su momento y ayudarme a ser el
licenciado que soy ahora.

A mi pareja Azucena Morales por ser mi equipo desde hace dos afios, no
hubiera logrado muchas cosas importantes sin su apoyo, por formar parte de esta
etapa de mi vida y por no dejar de creer en mi.

Muchas gracias a la familia Barrera Rodriguez, Sra. Guadalupe, Sr. Braulio,
Monserrat y a Karina por ser parte fundamental en mis inicios como estudiante. En
verdad valoro mucho el tiempo y esfuerzo que me dedicaron para salir adelante.

Agradecimiento al proyecto PAPIIT-IA208422 por el apoyo académico y
financiero durante la elaboracién del presente proyecto.

Gracias a mis sinodales: a la Dra. Rosa Linares, al M. en C. Edgar Torres, a la
profesora Cristina Alvarado y en especial a la Dra. Gabriela Figueroa y al Dr. Octavio
Reyes por nunca dejar de creer en mi y apoyarme en todo momento tanto
académicamente como personalmente.



indice general

INAICE GENEIAL ...t [
indice de figuras, cuadros y tablas ...............cccccc.coooieiioieceeceeeceeeeeeee e ii
ADBFEVIALUIAS ..ottt e e te e s te e s bb e et e eabe e beesbeesseesabesabeenteenteentens iii
RESUMEN ...ttt e e et e e e e et e e e e e e e e e e e eaa e e eeeasaaaaeees 1
INErOdUCCION ... oo et e e e e e e e e e e e e e e e eeees 2
MArCO TEOFICO ...ttt e et e e e et e e e e et e e e e e s b e e e eeasaaeeeees 3
VIFUS A€ 1@ VAFICEIA ...t et e e e e e s e b et e e e e e e e e nnnbeeeeeeee s 3
V2= T U = T S E 4
Nuevas tecnologias en el desarrollo de VACUNAS.............eeeiiieiiiiiiiiieiieee et e e 5
Cultivos celulares y su aportacion en el desarrollo de Vacunas ............cccceevviiiiiiieeie e 6
Lineas celulares para el desarrollo y produccion de vacunas: banco de la linea celular MRC-5 ........... 6
(07 gTo] o (T T=T V2= Vel o] o PSP PUPT PR 8
Planteamiento del problema...................ooo 9
Pregunta de investigacion ..................ooooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 10
[ 1T oo 1 =7 1RSSR 10
Objetivos ESPeCIfiCOS ........ccooiiiiiiieeeceeeeeee e 1
Material y MELOAOS ............cooiiiiiee e aanas 1
Descongelacion de 1as CAIUIAS. ..... ... e e e e e e e e e e e s 1
SUD-CURIVO INMICIAL ...t e e e e et e e e e e s e st aeeeeeeesaassstaneeaaeessanssssanenaeeensnnns 13
(07T a1 (ST Jet=) (01 F=1 SRS 14
SUD-CUIIVO FINAI ... ..o e e e e e et e e e e e e e e ta e e e e e e e e e seaababaeeeaeeaeanns 17



(O ol o] = 1-T=T V= Tor (o] o KU RO PRPUPRRR 19

[RUTT1] =To [0 =TT 21
(076101 (81T TeI = Wel=1 (V1 F=1 cHUr RSP RTRR 21
(07601 (=To Je1=1 (V1 =1 SRR 21
Discusion y analisis de resultados ... 26
09013 1o V11 [o ] 4 1= 1= TR 32
RETFEIENCIAS ... ..o e e 33

indice de figuras, cuadros y tablas

Figuras

Figura 1. Generacion de un Banco Celular Maestro (BCM) y un Banco Celular de Trabajo (BCT) a partir

Lo LU T oW 1110 TN T (o = | SRS 7
Figura 2. Diagrama del proceso para la descongelacién de un criotubo de la linea celular MRC-5. .......... 13
Figura 3. Representacion de la colocacion del cubreobjetos en la camara de Neubawer. ..............cccc........ 15

Figura 4. Representacién de la colocacion del azul de tripano por capilaridad en la camara de Neubawer.15

Figura 5. Representacion del area de cuantificacion en la cadmara de Neubauer. ............cccccccvveeiiieeenee 16
Figura 6. Diagrama del proceso para la creacion del banco de la linea celular MRC-5. ..........ccccooccieennee 20
Figura 7. Confluencia de los cultivos celulares de la linea MRC-5 ..o 21
Cuadros

Cuadro 1: Sub-cultivo de una caja de cultivo de 75 cm? a dos cajas de cultivo (75 cm? y 150 cm?)......... 18
Cuadro 2: Sub-cultivo para cultivar dos cajas de 75 cm? y 150 cm? a 4 cajas de cultivo de 150 cm?. ...... 18
Cuadro 3: Sub-cultivo para cultivar las 4 cajas de 150 cm? a 12 cajas de 150 cm?2. .......cccceeevcivveeeviiieeeenns 18



Tablas

Tabla 1. Datos obtenidos a partir de las formulas y el pase del criotubo con 1 mL de células MRC-5 a una
Foz= 1= [N o101 LAY/ 0 Jo [ST024 o o7 o 1 SO 22

Tabla 2. Datos obtenidos a partir de las férmulas y del pase de una caja de 25 cm?a una de 75 cm?.......... 23

Tabla 3. Datos obtenidos a partir de las férmulas y del pase de una caja de cultivo de 75 cm? a dos cajas de
CUIEIVO (75 CMZ Y 150 CMP). oooiiiiiiiieieeee ettt e e e et e e e e e e e et e et e eeeeeesan b e saeeeeeeaesassteaaeeaeeeaaasnbaaneeaeeesannnes 23

Tabla 4. Datos obtenidos a partir de las férmulas y del pase de dos cajas de 150 cm?y 75 cm? a 4 cajas de
LoIN ]| 1)Y o T [T K50 I o o 1 PSPPI 24

Tabla 5. Datos obtenidos a partir de las formulas y del pase de 4 cajas de 150 cm? a 12 cajas de 150 cm?.25

Tabla 6. Datos obtenidos a partir de las férmulas y del pase de 12 cajas de cultivo de 150 cm? a 37
CHOtUDOS A 1 ML oo 26

Abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

ATCC: American Type Culture Collection.
BCT: Banco Celular de Trabajo.

BCM: Banco Celular Maestro.

CO2: Diéxido de Carbono.

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium.
DMSO: Dimetilsulfoxido.

EE. UU: Estados Unidos.

HHV-3: Human herpesvirus 3.

MEM: Minimum Essential Medium.

rpm: Revoluciones Por Minuto.

SUIVE: Sistema Unico de Informacién de Vigilancia Epidemioldgica.

SFB: Suero Fetal Bovino.



Sl: Suspension Intermedia.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

VVZ: Virus de la Varicela Zoéster.



Resumen

El virus de la Varicela Zéster (VVZ) ha representado una problematica de salud
publica a nivel global, esto se ve reflejado en que 4.2 millones de personas
requieren hospitalizacién y 4,200 personas mueren por esta enfermedad. El
sintoma principal en manifestarse es la erupcion en la piel, ademas de estar

acompanado de fiebre y malestar general.

Para tratar de solucionar este problema se ha optado por crear y desarrollar
vacunas. Parte del proceso que tiene que pasar es por una prueba de calidad y
eficacia. Ciertamente, una de las pruebas para evaluar la potencia de la vacuna
es mediante el uso de las lineas celulares. Con la finalidad de conservar y
mantener las propiedades de estas lineas, se ha optado por crear bancos de
lineas celulares para asegurar la pureza, calidad y estabilidad de las mismas,

que podran ser utilizadas para futuras investigaciones.

Una de las lineas celulares para poder evaluar la eficacia de las vacunas contra
la varicela zoster es la linea celular MRC-5, las cuales son células humanas
diploides derivadas de tejido pulmonar con morfologia fibroblastica. Cabe
mencionar que varios autores han reportado que son ideales para pruebas

viroldgicas.

Es por ello que el presente proyecto tuvo como objetivo crear un banco celular de
la linea MRC-5 con el propésito de poder utilizar las células para la determinacién
de la potencia de las vacunas contra la varicela zo6ster. Para cumplir dicho
objetivo se aplicaron las condiciones establecidas en el laboratorio de cultivo
celular. Como resultado de este trabajo se obtuvieron confluencias entre el 93% y
99%, generando un numero final de 37 criotubos de 1 mL con una cantidad de
5x10° cel/mL en cada criovial.

Con estos resultados se concluye que siguiendo y manteniendo las condiciones
se puede crear un banco celular en un estado 6ptimo y por tanto viable para su

uso en la determinacién de la potencia de las vacunas contra la varicela zoster.

Palabras clave: Cultivo celular, banco celular, MRC-5, vacuna y varicela zéster.
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Introduccion

Las técnicas de cultivo celular han evolucionado a lo largo de la historia de
manera exponencial, con la finalidad de mejorar las condiciones para que las
células puedan crecer de forma favorable controlando ciertos factores criticos; lo
que lo convierte en uno de los descubrimientos mas importantes para la

investigacion en todo el mundo (Orta, 2013).

Para llevar a cabo estas investigaciones, se han desarrollado diferentes
herramientas, una de ellas son los bancos celulares, los cuales garantizan que
exista una fuente apropiada de células equivalentes para emplear a través del
tiempo conservando la calidad de las células y sus propiedades fisioldgicas

(Farmacopea Argentina, 2003).

Estos bancos celulares pueden conformarse por diversas colecciones de células
tanto procariontes como eucariontes, un ejemplo son las lineas celulares. Se
entiende como linea celular a las células que se pueden dividir de manera infinita
de forma in vitro, siempre y cuando se conserven las condiciones adecuadas

para preservar el cultivo (Orta, 2013).

En cuanto a sus aplicaciones, en el sector salud, las lineas celulares han sido
empleadas con fines experimentales. Tal es el caso de la linea celular MRC-5, la

cual ha sido utilizada en el desarrollo de vacunas (Yang, 2021).

Particularmente, la enfermedad hacia la cual van dirigidas estas vacunas es para
el VVZ, sin embargo, no se ha logrado erradicar esta enfermedad, por lo que
sigue el proceso para la generacion de una vacuna Optima. En algunos
experimentos se ha optado por utilizar la linea MRC-5 con resultados positivos, lo
que se traduce en la necesidad de propagar constantemente grandes cantidades

de células de dicha linea para continuar con estos experimentos.

El presente trabajo esta orientado hacia la exploracién y la aplicacion de los
conocimientos para la propagacién y conservacion de la linea celular MRC-5, con
la potencial generacion de un banco de células que, de ser necesario, sera

utilizado con fines de disefio y produccidon de una vacuna eficaz contra el VVZ.
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Marco Teorico

Virus de la varicela

El virus de la varicela zoster (VVZ) pertenece al género de los Varicellovirus,
familia de los herpesvirus, siendo Human herpesvirus 3 (HHV-3) la especie. Al
ser un virus ubicuo, puede encontrarse en cualquier lugar ademas de que posee
la capacidad de causar dos enfermedades diferentes. La primera es una
infeccidén por varicela y la segunda el herpes zoster. El sintoma principal que se
manifiesta de la varicela es la erupcion en la piel, y puede estar acompafado de
fiebre y malestar general, resultado de una reactivacion del virus latente. Este
virus tiene un patréon de expresion al ser mas frecuente entre las estaciones de
invierno y primavera. La enfermedad por varicela es altamente infecciosa con
una tasa de infeccion aproximadamente del 90% y se considera un virus
neurotropico que afecta exclusivamente a los seres humanos al transmitirse
especialmente por contacto directo con vesiculas (Galenus Med, s.f.; Warren-
Gash, 2017).

El mecanismo de infeccién empieza con la transmision de una persona infectada
a un huésped susceptible, el VVZ prolifera en la orofaringe ubicada en la parte
media de la garganta, situado atras de la boca. Durante la fase virémica inicial;
las células T que se encuentran infectadas transportan el virus a la piel, en donde
da inicio la fase de replicacién epidérmica del virus para que pueda producir VVZ
libre de células. Una vez superadas las respuestas antivirales, aparecen las

lesiones representativas de la varicela (Warren-Gash, 2017).



Es clasificada como una enfermedad de la infancia que afecta principalmente a
nifos entre 1 y 9 afnos donde el cuadro clinico esta conformado por fiebre y
lesiones cutaneas caracterizadas por maculas, papulas y vesiculas. Cuando se
presentan complicaciones, las mas frecuentes son la infeccién de piel y tejidos
blandos, resultado del rascado constante de las lesiones; otras complicaciones
son neumonia, encefalitis y cuagulopatias, que requieren hospitalizacién; sin
embargo, existen medidas preventivas para disminuir el riesgo de contagio y
complicaciones, por ejemplo, las vacunas (Porras & Bejarano, 2017; Vazquez,
2017).

Vacunas

Se define como vacuna a la sustancia o conjunto de sustancias que estimulan al
sistema inmune para mandar una respuesta ante un microorganismo patogeno,
como un virus o una bacteria, esto le sirve para reconocer y destruir a los
sistemas biologicos que dafian al cuerpo humano (Instituto Nacional del Cancer,
s.f.).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la composicion de

una vacuna para asegurar la eficacia e inocuidad debe incluir:

Antigeno: Se define como la sustancia que se adquiere a partir de un fragmento
de un virus o una bacteria y prepara a nuestro organismo para generar
anticuerpos que sean capaces de protegernos contra cierta enfermedad en

especifico en el futuro (Observatorio de vacunas, s.f.).

Adyuvantes: Apoya con el incremento de respuesta al sistema inmune para

facilitar la accion de la vacuna (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2021).
Conservantes: Ayuda a mantener la eficacia de la vacuna (OMS, 2021).

Estabilizantes: Sirve para proteger en el transporte y almacenamiento a la
vacuna (OMS, 2021).



La creacion de la primera vacuna viva atenuada contra la varicela se realizé en
Japon en el aino 1974 con el nombre de vOka, teniendo como objetivo disminuir
las complicaciones graves o mortales que provocaba la varicela en nifios
inmunocomprometidos. En el transcurso del tiempo se han desarrollado varias
vacunas contra la varicela, entre las mas comunes estan Varilix, Varivax y
Zostavax (Warren-Gash, 2017).

Las vacunas han podido neutralizar varias enfermedades que provocan el
deceso de millones de personas a nivel global, considerado un importante
descubrimiento tanto en la medicina como en los sistemas de salud (Instituto
Nacional de las Personas Adultas Mayores [INAPAM], 2021).

Nuevas tecnologias en el desarrollo de vacunas

El desarrollo tecnolégico en vacunas crecid rapidamente a partir de 1960,
principalmente en cultivos celulares, gracias a sus grandes ventajas como su
rapido proceso de produccién (bajo costo, rapido desarrollo, un alto rendimiento y
proteccion efectiva), se ha convertido en la principal forma de combatir una gran
variedad de virus. De acuerdo con Yang y cols. (2021), en la actualidad, la linea
celular MRC-5 se ha convertido en la principal fuente de varias vacunas, entre
ellas, las vacunas inactivadas contra la varicela-zoster, donde su principal ventaja
es la eliminacion de impurezas en el ADN de las células huésped en las vacunas
(Yang, 2021).

Actualmente, se ha tenido la necesidad de reintroducir una nueva generacion de
vacunas contra la varicela debido a que puede ser utilizada como un arma
bioldgica potencial, amenazando a la humanidad. Desde su erradicacion, gran
parte de la poblacién es vulnerable a infectarse por varicela, y, por ende, se teme
que se propague rapidamente el virus. Es por ello que se han desarrollado varios
métodos para probar las vacunas mencionadas, uno de ellos es la técnica de
cultivo celular (Wu et al., 2005).
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Cultivos celulares y su aportacion en el desarrollo de vacunas

El cultivo celular es el conjunto de condiciones en forma in vitro que sirven para
la propagacion de las células de mamiferos y otros tipos, con el propésito de la
propagaciéon y el mantenimiento de las propiedades bioquimicas vy fisiolégicas de
estas. Estos cultivos pueden proveer un control, mayor reproducibilidad y

coherencia a los resultados (Thermo Fisher Scientific, s.f.).

Para mantener estas propiedades de las células, es necesario realizar pases
celulares, también conocidos como sub-cultivos. Este procedimiento consiste en
tomar una fraccion del grupo de células que se cultivaron previamente para

propagarlas en otra caja de cultivo (Beltran & Gonzalez, 2016).

En el mundo de la biologia molecular y celular, los cultivos celulares tienen

diversas aplicaciones, como:

» Investigacion y desarrollo de farmacéuticos para pruebas de toxicologia y

metabolismo de los farmacos.
» Desarrollo de bioprocesos/biorreactores de vacunas.

» Otras aplicaciones: cultivo de células madre, terapia celular e

inmunoterapia.

Las células que son cultivadas pueden utilizarse como huéspedes para la
propagacion de diversos virus con fines para desarrollo de vacunas antivirales,
con la condicion de que estas células expresen todos sus factores que permitan

el ciclo de replicacion viral completo (Faisst, 1999).

Lineas celulares para el desarrollo y producciéon de vacunas: banco de la
linea celular MRC-5

Un banco celular se define como un grupo de colecciones de diferentes células
para asegurar la pureza, calidad y estabilidad en las investigaciones. El objetivo
principal de un banco celular es afianzar un lote de células adecuado para

aprovechar al maximo la linea celular en futuras investigaciones (Orta, 2013).



En la actualidad, existen dos tipos de bancos celulares:

Banco Celular Maestro (BCM): Se desarrolla a partir de un vial original y las
células que lo constituyen, se encuentran en un numero de pases temprana, es
decir, una coleccidén de células a partir de una célula o un tejido (Farmacopea
Argentina, 2003).

Banco Celular de Trabajo (BCT): Se genera de un vial que pertenece a un
banco celular maestro y este lote se utiliza para protocolos de rutina. Estas
células estan divididas en volumenes equitativos dentro de crioviales individuales

para su almacenamiento en nitrégeno liquido (Farmacopea Argentina, 2003).
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Figura 1. Generacion de un Banco Celular Maestro (BCM) y un Banco Celular de Trabajo (BCT) a
partir de un cultivo inicial.

Para las condiciones de almacenamiento de los BCM y BCT es necesario
guardar los criotubos en ultracongeladores con una temperatura de -70°C o en
criotanques de nitroégeno liquido. En ambos casos se recomienda que se tenga la
ubicacion y la informacién exacta de cada linea celular con el objetivo de prevenir

la desaparicion de la linea celular (Orta, 2013).



Particularmente la linea celular MRC-5 representa células humanas diploides
derivadas de tejido pulmonar con morfologia fibroblastica, que son capaces de
duplicarse de 42 a 46 veces en poblacion. Se utilizan para el desarrollo y
produccion de vacunas, en pruebas de eficacia, asi como huésped de
transfeccion en investigaciones virolégicas y pruebas de citotoxicidad in vitro

(American Type Culture Collection, 2022.; Olympus, s.f.).

La linea celular MRC-5 se puede utilizar en pruebas virolégicas. Wu y cols.
(2006), mencionan que se desarrolld6 un proceso derivado del cultivo celular
MRC-5 a través de una cepa del virus vaccinia en el Instituto de Investigacion
Médica de Enfermedades Infecciosas del Ejército de EE. UU; esto sucedid
porque a principios de la década de 1980 se termind la produccién de la vacuna
(Wu et al., 2005).

Actualmente existen varias organizaciones en todo el mundo consideradas como
banco celular, esto por tener una extensa lista de lineas celulares. Una de ellas
es el American Type Culture Collection (ATCC) fundada en 1914 y establecida en
1925, ubicado en el estado de Virginia, Estados Unidos. Hoy en dia es uno de los
almacenes de lineas celulares, microorganismos e hibridomas mas importantes
del mundo (Orta, 2013).

Criopreservacion

La criopreservacion tiene como objetivo principal conservar la viabilidad de las
células a temperaturas bajas por lo que es de suma importancia realizar buenas
practicas de laboratorio para llevar a cabo la creacion de bancos celulares. Una
de las principales técnicas es preparar medio de cultivo con un agente
crioprotector, agregar el medio preparado a las células para posteriormente
resguardarlas en ultracongeladores o en criotanques de nitrégeno liquido (Avila-
Portillo et al., 2006).

Existen diferentes agentes crioprotectores y se dividen en dos grupos debido a la

permeabilidad celular que tiene cada uno, estos grupos son:



Crioprotectores no penetrantes: Estos reactivos tienen un alto peso molecular,
ademas de que son muy eficaces a velocidades elevadas de congelacién. Dichos
crioprotectores son importantes por su funcién ya que deshidratan las células y
comunmente este tipo de sustancias se llegan a usar con agentes penetrantes.
Los mas usados son la glucosa, la sacarosa, el dextrano y la dextrosa (Avila-
Portillo et al., 2006).

Crioprotectores penetrantes: En contraste con los crioprotectores no
penetrantes, estas sustancias tienen un peso molecular muy bajo, sin embargo,
tienen la misma funcidon de deshidratar a la célula y evitar la formacion de
cristales en el interior con el objetivo de no activar un estrés osmoético. Los mas
utilizados son el glicerol, el dimetilsulféxido (DMSO) y el 1-2 propanediol (Avila-
Portillo et al., 2006).

Uno de los crioprotectores mas usados actualmente es el DMSO, debido a que
su funcion principal es evitar el almacenamiento excesivo de electrolitos y otras
sustancias dentro de la célula en el transcurso de la etapa de congelaciéon y asi
evitar la formacién de cristales de hielo que danan la estructura de la membrana
(Avila-Portillo et al., 2006).

Planteamiento del problema

El padecimiento de la varicela afecta aproximadamente a 4.2 millones de
personas que requieren hospitalizacion y 4,200 personas mueren a causa de
esta enfermedad a nivel mundial. (Asociacion Espanola de Vacunologia [AEV],
2018).

De acuerdo con el Sistema Unico de Informacion de Vigilancia Epidemioldgica
(SUIVE), en México se registraron 357,878 casos que acudieron al sector salud
en el afo 2000. Desde el afo 2013 hasta la semana 39 del afio 2017 se

reportaron 866,686 casos (Porras y Bejarano, 2017).



Ademas, se han informado tasas de complicaciones que van del 40.7% al 83.3%
y tasas de mortalidad que son de 2 a 3 personas por cada 100,000 enfermos en

diferentes hospitales, principalmente pediatricos (Vazquez, 2017).

Es por ello, que se requiere producir vacunas a gran escala que puedan combatir
esta enfermedad y a la vez que sean accesibles y eficaces para todas las
personas afectadas (Porras y Bejarano, 2017). Para alcanzar esta meta, se
necesitan diversos recursos, cabe sefalar que una de las herramientas

principales para la evaluacion de vacunas, son los bancos de lineas celulares.

La alta demanda de lineas celulares se ha incrementado en los ultimos afios, por
lo que se ha vuelto indispensable la generacién y conservacion optima de los
bancos celulares, pues se obtienen distintos beneficios, el mas destacado es la
preservacion de las propiedades de la célula, para que posteriormente sean
distribuidas a distintos institutos y laboratorios para investigaciones génicas, en el
campo de la virologia para la creacién de vacunas, ademas de la medicina
aplicada que se lleva a cabo en la actualidad (Perpifia et al., 2020; Yang, 2021;

Somiari y Somiari, 2015).

Pregunta de investigaciéon

¢ Es posible el mantenimiento de la linea celular MRC-5 bajo las condiciones
establecidas en el Ilaboratorio de cultivo celular, para la resiembra,
mantenimiento, criopreservacion y posteriormente la generacion de un banco

celular de la linea para ser utilizada en pruebas con vacunas para el VVZ?

Hipoétesis

Si se utilizan de manera adecuada las técnicas de criopreservacion, resiembra y
mantenimiento de la linea celular MRC-5, se conservaran las caracteristicas
propias de la linea, de tal forma que podra obtenerse un banco celular de la linea
MRC-5 para posteriormente ser utilizada para pruebas con vacunas para la

varicela zo6ster.



Objetivo General

e Crear un banco celular de la linea MRC-5 para ser utilizada en pruebas

con vacunas para la varicela zéster.

Objetivos Especificos

= Resembrar la linea celular MRC-5 para iniciar la expansion de las células.

= Mantener la linea celular MRC-5 en las condiciones adecuadas para

incrementar el numero de células y poder crear un banco celular.

= Criopreservar la linea celular MRC-5 para la creacion de un banco celular.

Material y Métodos

Antes de realizar cualquier pase celular, se debe etiquetar la nueva botella de

cultivo con un plumén indeleble incluyendo los siguientes datos:

1. Nombre de la linea celular.
2. Numero de sub-cultivo.

3. Fecha de cultivo.
4

Iniciales del responsable de realizar el sub-cultivo.

Descongelacion de las células.

Para la descongelacién de las células, se retird del nitrégeno liquido un criotubo
ya existente de 1 mL que contiene 5 * 10°cel/ml del banco celular MRC-5,
posteriormente se descongeldé en un vaso de precipitado con agua destilada a
temperatura ambiente. Una vez que las células fueron descongeladas, se

desinfectod el criotubo con alcohol al 70%.



A continuacién, dentro de un Gabinete de Seguridad Biologica clase Il en
condiciones asépticas, se abrid el criotubo con el apoyo de una gasa estéril y se
sustrajo lentamente el contenido celular con una pipeta de 1 mL. Se paso la
suspension a una botella de cultivo de 25 cm? y se enjuago el criotubo con 1 mL

de medio de crecimiento para permitir el arrastre total de células.

El proceso a partir de la descongelacidon hasta colocar la suspensién celular en
una botella de cultivo, se realizé de la manera mas rapida posible para evitar que

las células perdieran su viabilidad.

Posteriormente, sin tocar la boquilla de la botella se agregaron 8 mL de medio de
crecimiento el cual estuvo constituido por 90% de medio DMEM y 10% de SFB,
por ejemplo, para preparar 40 mL de medio de crecimiento, se deberia mezclar
36 mL de medio DMEM y 4 mL de SFB.

Después se dejo incubar la botella a 37°C con 5% de CO2, con un tiempo
minimo de 6 horas y un maximo de 24 horas, con la finalidad de verificar que las
células se encontraran fijas en la superficie de la botella de cultivo. Al momento
de observarlas en el microscopio y posterior a este tiempo de adhesién, se hizo
un cambio de medio de cultivo, de tal forma que fuera medio fresco y asi eliminar
residuos de dimetilsulfoxido (DMSO).
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Figura 2. Diagrama del proceso para la descongelacién de un criotubo de la linea celular MRC-5.

Sub-cultivo inicial

Partiendo de una botella de 25 cm? que se tenia que sub-cultivar, primero se
observd a través del microscopio para detectar y descartar cualquier
contaminacién microbiana en la linea celular y que tuviera un pH aceptable,

indicado por el color.

Para desprender de la botella la monocapa de células, se realizé el siguiente

procedimiento:

Se elimind el medio de cultivo de la botella por el lado opuesto al que se
encuentra la monocapa celular, a continuacion se agregaron 1.5 mL de verseno-

tripsina, haciendo movimientos circulares para que se pudiera lavar la monocapa.
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Posteriormente se elimind rapidamente por vertido el exceso del medio de
lavado, para este paso se realizaron dos repeticiones con el objetivo de asegurar

la limpieza de las células vivas y evitar restos de células muertas.

A continuacion, se agregaron 0.5 mL de verseno-tripsina, se cerro la caja de
cultivo y se coloco en la incubadora con una temperatura de 37°C durante dos
minutos para que diera inicio la disgregacién enzimatica, la cual generd el

desprendimiento de la monocapa celular de la caja de cultivo.

Una vez que transcurrio el tiempo establecido, se observo a contra luz la caja de
cultivo para comprobar si la monocapa se desprendiéo completamente. Se dieron
unos ligeros golpes en las caras laterales de la caja para facilitar el

desprendimiento conservandolo en posicién horizontal.

Cuando finalizé la digestion enzimatica, se llevé la caja de cultivo al gabinete de
seguridad y se adicionaron 10 mL de medio de crecimiento y se midio el volumen
total. Por ultimo, se resuspendieron las células suavemente con ayuda de una
pipeta, evitando formar espuma, a esta mezcla se le denominé Suspension

Intermedia (SI).

Se tomo6 0.1 mL de la Sl y se agreg6 en un criotubo que contenia 0.9 mL de
solucion de azul de tripano (dilucion 1:10), el cual tiene la funcion de tefir las

células muertas. Esta solucion sirvio para hacer el conteo celular posteriormente.

Conteo celular

Para contar las células presentes en la suspension, se utilizé la camara de
Neubauer, donde primero se coloco el cubreobjetos de la camara sobre la parte

central de esta misma (Figura 3).



Cubreobjetos

a7

Figura 3. Representacién de la colocacion del cubreobjetos en la camara de Neubauer.

Con ayuda de una pipeta Pasteur, por capilaridad se adicion6 en ambos
extremos una gota de la suspension de células teiidas con azul de tripano
(Figura 4).
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Figura 4. Representacién de la colocacion del azul de tripano por capilaridad en la camara de
Neubauer.

Usando el microscopio, se contabilizaron tanto las células vivas como las células
muertas que aparecieron en las 8 secciones de los 16 cuadros cada una, de

arriba hacia abajo, de izquierda a derecha (Figura 5).
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Figura 5. Representacion del area de cuantificacion en la camara de Neubauer.

Al finalizar el conteo de células vivas y muertas, se hicieron los calculos
correspondientes para determinar el numero de cajas de cultivo que se utilizarian
para cosecharlas, porcentaje de confluencia, células viables por mililitro, células
totales viables y células cosechadas por centimetro cuadrado. Las férmulas

utilizadas fueron:
- % de viabilidad

Total de células vivas
% de viabilidad =

100
Total de células vivas + Total de células muertas *



- Células viables/mililitro

Células vivas

Células viables/mL = 3 x 10 % 10,000

- Células totales viables

Células totales viables = cél/mL * Suspension intermedia (mlL)

* La S| se mide al momento de disgregar las células de la caja de cultivo con el

medio de cultivo indicado anteriormente.

- Células cosechadas/cm?

Células totales viables

cél 2=
él/cm Superficie sembrada (tamafio de la botellas en cm?)

Por ultimo, se afiadio el volumen de medio de cultivo requerido, este volumen

dependio de la cantidad de células que existian aproximadamente en la Sl.

Se dejo incubar la botella a 37°C con 5% de CO: hasta el siguiente sub-cultivo.

Se revis6 cada dia la confluencia celular y la morfologia de la monocapa.

Sub-cultivo final

A partir de este sub-cultivo se realizé un procedimiento similar al mencionado
anteriormente para lavar las células, la digestion enzimatica, obtener la Sl, el
conteo celular, y agregar el medio de crecimiento para la incubacion de las

células.



Diferenciandose en el numero de cajas obtenidas que se cosecharon y las
concentraciones que se utilizaron para realizar cada paso a excepcion del conteo

celular, estas modificaciones se muestran en los siguientes cuadros.

Cuadro 1: Sub-cultivo de una caja de cultivo de 75 cm? a dos cajas de cultivo (75 cm? y 150 cm?).

Lavado de las Digestion Medio de crecimiento No. De cajas
células enzimatica para incubar las células obtenidas
Caja de 75 cm? Caja de 75 cm? Caja de 75 cm? = 28.8 mL 1 caja de 75 cm?

=3 Mi =1mL Caja de 150 cm?=41.2 mL 1 caja de 150 cm?

Cuadro 2: Sub-cultivo para cultivar dos cajas de 75 cm?y 150 cm? a 4 cajas de cultivo de 150 cm>2.

Lavado de las Digestion Medio de crecimiento No. De cajas
células enzimatica para incubar las células obtenidas
Caja de 75 cm? Caja de 75 cm?
=3 mL =1mL Para cada caja de 4 cajas de
Caja de 150 cm? Caja de 150 cm? 150 cm? = 48 mL 150 cm?
=6.5mL =1.5mL

Cuadro 3: Sub-cultivo para cultivar las 4 cajas de 150 cm? a 12 cajas de 150 cm>2.

Lavado de las Digestion Medio de crecimiento No. De cajas
células enzimatica para incubar las células obtenidas
Para cada caja de Para cada caja de Para cada caja de 150 cm? 12 cajas de
150 cm? = 6.5 mL 150 cm?=1.5mL =48 mL 150 cm?




Criopreservacion

Se retiraron de la incubadora las cajas de cultivo en 4 series de 3 cajas y se
colocaron en el gabinete de bioseguridad esterilizado previamente; al comenzar,
para cada caja se elimin6 el medio de cultivo para después realizar dos lavados
de 6.5 mL de verseno-tripsina y se desecho por decantacion el medio de lavado.
A cada caja se agregaron 1.5 mL de verseno-tripsina y se colocaron en la
incubadora para desprender las células, posteriormente para inhibir la solucion,

se afiadieron 10 mL de medio de cultivo a cada una y se midio la Sl.

A continuacion se paso la Sl a unos tubos cénicos y se centrifugaron a 4500 rpm
durante 5 min, posteriormente se llevaron al gabinete de bioseguridad, se
deshecho el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 37 mL de medio de
cultivo con 10% de DMSO; por ultimo, se dispensé en crioviales de 1 mL y se
colocaron en un contenedor con alcohol isopropilico absoluto en el congelador a
-80°C con el objetivo de que bajara la temperatura de los viales 1°C por hora, con
un periodo minimo de 24 horas para que posteriormente se pudieran guardar en

un tanque de nitrogeno liquido hasta el momento de su descongelacion.
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Figura 6. Diagrama del proceso para la creacion del banco de la linea celular MRC-5.



Resultados

Confluencia celular

En la imagen de la izquierda, se observa el dia 1 al momento de sembrarse en la
caja de cultivo, teniendo una confluencia aproximada del 10%. En la imagen de la
derecha se visualiza el dia 7 de las células cultivadas, donde se aprecia un 90%
de confluencia percibiéndose escasos huecos. Ambas imagenes fueron tomadas
a través de un microscopio con un aumento de 10x. Al detectar el 90% de
confluencia, se realizo el pase celular. Posteriormente, se calculé el porcentaje
de confluencia, células viables por mililitro, células totales viables y células

cosechadas por centimetro cuadrado con las formulas descritas anteriormente.

o

Figura 7. Confluencia de los cultivos celulares de la linea MRC-5. En la imagen de la izquierda se
observa la inicial y en la imagen de la derecha la confluencia final.

Conteo celular

A continuacién, se muestran las tablas y las férmulas aplicadas con los
resultados obtenidos de cada sub-cultivo que se realiz6 a partir de la

descongelacion del criotubo hasta el ultimo realizado:
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» Sub-cultivo a partir de la descongelacién del criotubo de 1 mL de células

MRC-5 a una caja de cultivo de 25 cm? realizado el 17 de marzo del 2022.

Se realiz6 el pase con 9 mL de medio de crecimiento para tener un volumen final
de 10 mL. 24 horas después se le hizo un cambio de medio con otros 10 mL de

medio de crecimiento.

Tabla 1. Datos obtenidos a partir de las formulas y el pase del criotubo con 1 mL de células MRC-5
a una caja de cultivo de 25 cm?.

Conteo 1 2 Promedio
Células vivas 5 112 8
Células muertas 3 9 6
Viabilidad (%) 57.14%
Volumen de Suspensién Intermedia (S.1) en mL 10 mL
Células viables / mL 100 000
Células totales viables 1 000 000
Células sembradas / cm? 40 000
Foérmulas
% de viabilidad = 3 :3_ G * 100 Células viables/mlL = g* 10 « 10,000
i ) 1000000
Células totales viables = 100 000 = 10 Cél/cm® = 25

» Sub-cultivo a partir de una caja de 25 cm? a una de 75 cm? realizado el 08
de abril del 2022.

Se elaboraron 27 mL de medio, el cual se usé 2 mL para bajar las células de la

caja de cultivo y 25 mL para cultivarlas en una caja de cultivo de 25 cm?2.



Tabla 2. Datos obtenidos a partir de las formulas y del pase de una caja de 25 cm? a una de 75
cm?2,

Conteo 1 2 Promedio
Células vivas 22 | 22 22
Células muertas 1 1 1
Viabilidad (%) 95.65%
Volumen de Suspensién Intermedia (S.1) en mL 3 mL
Células viables / mL 275000
Células totales viables 825 000
Células cosechadas / cm? 33 000
Férmulas
% de viabilidad = 711 * 100 Células viables/mL = % * 10 = 10,000
Células totales viables = 275 000 * 3 ) , _ 825000
Cél/cm~ = T

» Pase celular de una caja de cultivo de 75 cm? a dos cajas de cultivo (75
cm?y 150 cm?) realizado el 18 de abril del 2022.

Se prepararon 90 mL de medio de crecimiento donde se utilizaron 10 mL para
bajar las células, 30 mL para cultivarlas en la caja de 75 cm? y 50 mL para

cultivarlas en la caja de 150 cm?.

Tabla 3. Datos obtenidos a partir de las formulas y del pase de una caja de cultivo de 75 cm? a dos
cajas de cultivo (75 cm? y 150 cm?).

Conteo 1 2 Promedio
Células vivas 26 | 28 27
Células muertas 1 3 2
Viabilidad (%) 93.10%
Volumen de Suspension Intermedia (S.1) en mL 10 mL
Células viables / mL 337 500
Células totales viables 3375 000
Células cosechadas / cm? 45 000
Formulas
% de viabilidad = 712 * 100 Células viables/mL = 28_7 * 10 % 10,000
Células totales viables = 337 500 = 10 i , 3375000
Cél/cm* = —

>T= 1<



» Pase celular a partir de dos cajas de cultivo de 150 cm? y 75 cm? para

obtener 4 cajas de cultivo de 150 cm? realizado el 27 de abril del 2022.

Se prepard 220 mL de medio de crecimiento de los cuales: 20 mL se usaron para
bajar las células, es decir, 10 mL para cada caja. Y para cultivarlas se usaron en

cada caja 50 mL.

Tabla 4. Datos obtenidos a partir de las formulas y del pase de dos cajas de 150 cm?y 75 cm? a 4
cajas de cultivo de 150 cm>.

Conteo 1 2 Promedio
Células vivas 124 1110 117
Células muertas 0 4 2
Viabilidad (%) 98.31%
Volumen de Suspension Intermedia (S.1) en mL 21 mL
Células viables / mL 1462 500
Células totales viables 30712 500
Células cosechadas / cm? 136 500
Férmulas

% de viabilidad = 117+ 2 x* 100 Células viables/mlL = 1;7 x 10 % 10,000

Células totales viables = 1462 500 * 21 C6ljem? = 30712 500
150 + 75

» Sub-cultivo a partir de 4 cajas de cultivo de 150 cm? para cosechar 12

cajas de 150 cm? realizado el 04 de mayo del 2022.

Se elaboraron 640 mL de medio de crecimiento, utilizando 40 mL para bajar las
células, es decir, 10 mL para cada caja y se emplearon 50 mL en cada caja al

momento de cultivarlas.



Tabla 5. Datos obtenidos a partir de las féormulas y del pase de 4 cajas de 150 cm? a 12 cajas de
150 cm?2.

Conteo 1 2 Promedio
Células vivas 131|106 118
Células muertas 3 2 3
Viabilidad (%) 97.52%
Volumen de Suspension Intermedia (S.1) en mL 48.6 mL
Células viables / mL 1475 000
Células totales viables 71 685 000
Células cosechadas / cm? 119 475
Férmulas
% de viabilidad = * 100 Células viables/mL = 118 x 10 % 10,000
118 + 3 8
) ,_ 1475000
Células totales viables = 1475 000 * 48.6 Cél/em® = T@r)

» Sub-cultivo de 12 cajas de cultivo de 150 cm? a 37 criotubos de 1 mL

En este paso se prepararon 200 mL de medio usando 120 mL para bajar las
células, es decir, 10 mL en cada caja y los otros 80 mL resto se utilizd para la

prueba de esterilizacion.

Ademas, se prepararon 100 mL de medio de congelacion con la finalidad de
emplear 1 mL en cada criotubo y los 63 mL se usaron para la prueba antes

mencionada.

Con el medio que quedo de las 12 cajas, se rescataron 80 mL para la misma

prueba que se menciond anteriormente.




Tabla 6. Datos obtenidos a partir de las férmulas y del pase de 12 cajas de cultivo de 150 cm? a 37

criotubos de 1 mL.

Conteo 1 2 Promedio
Células vivas 103 | 100 101
Células muertas 1 0 1
Viabilidad (%) 99%
Volumen de Suspension Intermedia (S.I) en mL 142 mL
Células viables / Mi 1262 500
Células totales viables 179 275 000
Células cosechadas / cm? 99 597

Formulas
101 101
% de viabilidad = ———— = 100 Células viables/mL = * 10 % 10,000
101 + 1
Células totales viables = 1262 500 * 142 Céljem? = 179 275 000
~150(12)

Una vez colocando las células en los criotubos, se introdujeron en contenedores
con alcohol isopropilico y se guardaron en el ultracongelador a -80 °C con la
finalidad de que bajara la temperatura de las células 1 °C por hora durante 24

horas.

Transcurrido el lapso antes mencionado, se transfirieron rapidamente los
criotubos en cajas de plastico para posteriormente colocarlos en canastillas, se
aseguraron firmemente con una varilla y por ultimo se introdujeron en el

criotanque con nitrégeno liquido.

Discusidén y analisis de resultados

Como se ha mencionado en el presente trabajo, la creacién de un banco celular
es esencial para llevar a cabo diversos proyectos, con la finalidad de tener varios
lotes de diferentes lineas celulares manteniendo en condiciones 6ptimas sus
caracteristicas.




Una de las lineas celulares ampliamente trabajadas, es la linea celular MRC-5,
que ha sido importante en las investigaciones para crear vacunas contra la
varicela-zoster y otras aplicaciones mencionadas anteriormente, entre ellas, las
investigaciones virologicas, por ejemplo, algunos autores utilizaron las células
MRC-5 para inocular en ellas el VVZ y otros virus, haciendo el cultivo en tubos
convencionales (Woods y Mills, 1988; Brinker y Doern, 1993). En cambio, en los
ultimos afos se ha optado por usar botellas de cultivo celular optimizando los
resultados, es por ello que en la actualidad se prefiere el uso de esta técnica para

tener un mejor manejo de las células (Wu et al., 2005).

Asi por este motivo, se decidio utilizar botellas de cultivo con un sistema de filtro
en la tapa roscada con el objetivo de que la caja se encontrara sellada y por
medio del filtro se lograra el intercambio de CO:2 entre las células y el medio de
cultivo, estas condiciones promovieron la usencia de microorganismos que
pudieran afectar negativamente a las células como se puede observar en las

imagenes de las confluencias celulares.

Para la parte de cultivo y proliferacion celular, existe un protocolo estandarizado
que ha cambiado en el transcurso de los anos, principalmente en el tipo de medio

de cultivo, el volumen y el tipo de suero y el tipo de congelacion de las células.

En este proyecto, se obtuvieron resultados favorables con respecto al objetivo del
mismo, esto indica que las condiciones fueron éptimas para el crecimiento y
desarrollo de las células, es asi que se obtuvieron confluencias celulares
elevadas en cada sub-cultivo, ademas de presentar en su mayoria una viabilidad
que variaba entre el 93% y el 99%, cabe mencionar que el unico porcentaje bajo
obtenido fue al momento de descongelar el criotubo y pasarlo a una caja de

cultivo.



A pesar de que estos resultados pudieron verse influido por diversos factores,
podemos descartar la formacién de cristales por descongelacion lenta debido al
uso de DMSO vy el dafio por exposicion a tiempo prolongado de este crioprotector
ya que estaba dentro de los limites de tiempo recomendados. Lo que sugiere que
las células se encontraban en un periodo de latencia y necesitaban adaptarse a

las nuevas condiciones de cultivo.

Dentro de las condiciones para el crecimiento de las células se considero el
medio de cultivo, los medios mas comunmente utilizados son el medio MEM vy el
medio DMEM. Algunos autores como Honda y Munakata (2004), y Schrader y
colaboradores (2012) han seleccionado el medio DMEM en sus respectivas
investigaciones con buenos resultados y otros autores como Woods y Mills, y
Brinker y Doern, (1993) han optado por usar medio MEM obteniendo productos

similares.

Por otra parte, Wu y cols. (2005), realizaron un estudio comparando el uso de
ambos medios de crecimiento en el cultivo celular de la linea celular MRC-5
concluyendo que no se observo algun efecto significativo, sugiriendo que el uso
del medio MEM en este proyecto no fue un factor determinante para la

conservacion y reproduccion de las células.

Otro factor a considerar para la propagacién adecuada de las células es el uso
de suero, cabe mencionar que el SFB es un complemento del medio de cultivo ya
que hay nutrimentos que el medio no puede ofrecer, pero el suero si. Su
importancia radica en que otorga los nutrimentos a las células para que puedan

proliferar adecuadamente.

En la investigacion presente se utilizo6 SFB con una concentracion al 10%,
obteniendo resultados positivos similares a los reportados previamente por otros
autores (Brinker y Doern, 1993; Honda y Munakata, 2004; Hyun-Seok et al.,
1999).



Al darle los nutrimentos y factores adecuados a la linea celular MRC-5, se obtuvo
una tendencia a presentar una morfologia fibroblastica como se muestra en las
imagenes de la confluencia celular. En donde se pueden observar ramificaciones
en las células, nucleos grandes, con una buena confluencia, sugiriendo que uno
de los factores que contribuy6 a estos resultados fue el porcentaje utilizado de
SFB, ya que se han reportado estudios en los que se menciona que la falta de
este reactivo puede promover un cambio morfologico en las células cultivadas, al

presentar forma de huso (Schrader et al., 2012).

Ademas del SFB, otro elemento importante en el cultivo celular son los
antibidticos, ya que su funcion es proteger a las células y evitar una posible
contaminacién. Sin embargo, Sun (2016), menciona que, para la creacion de un
banco celular, se puede emplear el uso de un antibioético, pero no se recomienda
ya que puede producir algun efecto inhibidor en el crecimiento de las células
(Sun et al., 2016).

Por otro lado, en ausencia de antibiotico, el crecimiento de microorganismos no
deseados (hongos, micoplasmas, bacterias o levaduras) en el cultivo celular,
puede considerarse como un indicador de contaminacién; en ese caso, se
recomienda desechar el cultivo y revisar los reactivos empleados para poder
descartar alguna posible contaminacion en ellas, por ultimo, se debe limpiar y
desinfectar el area de trabajo y el gabinete de bioseguridad para descongelar un
nuevo criovial e iniciar de nuevo el proceso (Cobo et al., 2005). Por consiguiente,
en este proyecto se decidié no utilizar antibiético en la creacion del banco celular
MRC-5 con la finalidad de evitar consecuencias negativas a largo plazo en la
aplicacion de futuras pruebas para la generacién de vacunas contra la varicela-

zoster.

Esto se ve reflejado en las imagenes de las confluencias celulares, donde se
aprecian las células limpias y sanas, esto quiere decir que, las células se
encontraban en ausencia de contaminantes, lo que sugiere que se llevaron a

cabo buenas practicas de laboratorio.



Otros factores que influyen para que puedan crecer diferentes lineas celulares de
manera in vitro es la temperatura y el porcentaje de Dioxido de Carbono (CO.),
ya que, dependiendo del origen de las células, estas necesitaran diferentes
condiciones de cultivo. Por lo que se han descrito varios protocolos

especializados en cada una de ellas.

En cuanto a la temperatura, de acuerdo con la ATCC mencionan que la
temperatura para que las células crezcan adecuadamente es de 37 °C; sin
embargo, si sufren un cambio en este factor, entrarian en una condicion de
estrés y, por lo tanto, ocurriria la muerte celular, por ejemplo, las lineas celulares
pueden vivir algunos dias a 4 °C, pero si sube 2°C arriba de la temperatura
optima (37 °C), unicamente sobrevivirian unas horas (American Type Culture
Collection [ATCC], s.f.).

Con respecto al COzen el cultivo celular, de acuerdo con la Agencia de Seguridad
de la Salud del Reino Unido, menciona que esta condicibn no es un
requerimiento metabdlico, pero si es un factor que influye en la regulacién del pH,
ya que hay un intercambio de CO:2 entre las células y el medio de cultivo (UK
Health Security Agency, 2019).

Por otro lado, el pH puede verse afectado por la interaccién entre la
concentracion del CO2 con la temperatura y pueden ser considerados como
factores de estrés externos (Kattipparambil Rajan et al., 2017). Por consiguiente,
las condiciones antes mencionadas, se tomaron en cuenta como referencias
importantes para realizar el cultivo celular en esta investigacion, a través del
monitoreo constante de la incubadora en la que se encontraban las células de la
linea celular MRC-5. Para ello se revisé la incubadora dos veces al dia
verificando que estuviera a una temperatura de 37 °C y a una atmosfera del 5%
de CO:a.

Por otra parte, la crioconservacion es importante al momento de crear un banco
celular, ya que este método sirve para almacenar por un tiempo prologado
organos viables, tejidos y células en nitrégeno liquido, mismos que no se pueden

resguardar con otras técnicas de conservacion convencionales (Benson, 1999).



Para la congelacién de las células MRC-5, se utilizé un crioprotector muy comun
que es el dimetilsulféxido (DMSO) con el objetivo de mantener vivas a las células
al estar congeladas en nitrégeno liquido, para ello se afadié en el medio de

cultivo con una concentracion al 10%.

Para realizar el proceso de crioconservacion adecuadamente, de acuerdo con la
investigacion de Ohno y colaboradores, Stacey & Masters y con el protocolo
estandarizado por la ATCC, la concentracion adecuada de DMSO en el medio de
cultivo es entre el 5% y 10%; dichos autores han reportado que en este rango de
concentracion el DMSO tiene beneficios como disminuir la pérdida de agua, el
tamafio y la viabilidad de las células. No obstante, las desventajas de usar DMSO
en la congelacion es que puede llegar a producir efectos toxicos si las células se
exponen a este reactivo por un tiempo prolongado, lo que podria repercutir en los

resultados.

Para reducir estos efectos, en este proyecto se realizaron las siguientes medidas
preventivas: tener las células preparadas en el criotubo, agregar el DMSO, cerrar
correctamente el envase y llevar directamente el contenido celular al
ultracongelador; todo esto llevado a cabo de la manera mas agil y rapida posible
(Ohno et al., 1991; Stacey & Masters, 2008; ATCC, s.f.).

Por ultimo, para proteger los crioviales en donde se encuentran resguardadas las
células, es necesario contar con un contenedor para mantener la temperatura
requerida y evitar la muerte celular. Stacey y Masters (2008), mencionan que
para almacenar pocos crioviales, sugieren usar cajas de congelacion comerciales
como Mr. Frosty o Invitrogen. En caso contrario, cuando hay una gran cantidad
de muestras, se opta por usar contenedores de nitrégeno liquido, sin embargo,
uno de los efectos adversos es la contaminacion cruzada al guardar diferentes

células en el mismo criotanque y podria afectar drasticamente los resultados.

Para solucionar el problema antes mencionado, en este trabajo se realizé como
medida de precaucion, sellar los crioviales con un material llamado crioflex, con
el objetivo de evitar la contaminacion cruzada y mantener las células aisladas

dentro del criotanque de nitrégeno liquido.
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Conclusiones

Como producto de este proyecto, se logré la obtencion de un banco celular de la
linea MRC-5 que consta de 37 viales que se encuentran resguardados en un

criotanque de nitrégeno liquido a una temperatura de -196 °C.

Gracias a los resultados obtenidos, se puede concluir que al aplicar las buenas
practicas de laboratorio y tener los conocimientos necesarios de cultivo celular
para el mantenimiento de lineas celulares, se pueden tener resultados optimos y
favorables, que pueden ir evolucionando a través del tiempo por lo que hay que
mantener una actualizacion constante para estar a la vanguardia e innovar en
nuevos procedimientos de cultivo celular. Ademas de adquirir una
concientizacién de la importancia que puede llegar a tener el uso de bancos
celulares en diferentes proyectos de investigacion para encontrar la cura de

alguna enfermedad como en el caso de la varicela-zoster.
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