LA COLECCION DE LIMEAS CELULARES DEL
LABORATORIO CONMEMORATIVO GORGAS™

Lic. Gladws Oro*»

Se describe la coleccidn de |-
neas celulares del Laboratorio
Conmemorativoe Gorgas (LCG).
Iniciada hace 22 anos, la colec-
cidn consta de mas de 40 lineas
celulares, originadas de 15 espe-
cies diferentes v preservadas en
nitrageno liguido,

Grracias a los avances obteni-
dos cn las tltimas dos décadas,
el cultive de tejpdo o el cultive
de células se ha convertido enun
instrumento valioso de ayuda en
diversas arcas de las clencias
biomédicas, tales como en Citolo-
gia, Histologia, Embriclogia, I
siologia Celular, Patologia, Bac-
teriologia, Inmunoclogia, Parasi-
tologia, Virologia v Oncologia.
Ademas tiene una gran aplica-
ciom en la agricultura v en la
producciom de vacunas, tanto de
veterinario

LS come  de uso
humano,
Las téonicas de cultive de

tejido han pemmitide el creci-
miento  de
Los  cultives

celulas im0 witro™.

de ecflulas o de

tejidos tomades directamente de
un organismo se denominan cul-
tivos primarios. El subcultivo de
un cultive primario se denomina
linea celular. Si esa linea puede
ser subcultivada indefinidamente
se dice que es una linca continua,

A medida que ha ido aumen-
tando el namero de lincas celu.
lares v la utilizacion de las mus-
mas en las dilerentes dreas bio-
s¢ ha hecho necesaria
la preservacion de las células,
a bajas temperaturas, por medio
de técnicas de congelacion, Este
procedimiento permite mantener
una reserva de lineas celulares
en varias etapas de su desarrollo
antes de que hayan
propiedades  descables o
hayan adquirido propicdades in-
descables, a traves
de “translormaciones’. Ademis,
constituye un seguro contra la
perdida de las celulas, por conta
minacién o por accidentes de
laboratorio; vy ahorra tiempo v
OLra  maneri,

medicas

perdido
que

de crisis o

cshuerzo que, de

s Presonipde pard publicacion ea mave de 1984,
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habria gue invertir para mante-
ner las lincas de eélulas en cullivo
durante  periodos los
ner 5 Necesitan,

©n que

La prescrvacion de las oflulas
por congelacion es actualmente
un procedimiento de rutina (1),
en el cual se utilizan
crioprotectores como el glicerol
(5-10%) o el dimetil sulféxido
(DMSO) (5-15%) v el suero sun-
guineo a una concentracion del
2 al 25% en ¢l medio de conge-
laciom. La tecnologia modema
nos ha provisto de equipo sofis-
ticado, con controles de tempe-
ratura. para la congelacion de
las  cclulas, que estin por su
costo fuera del alcance de los
luboratorios pequeiios. Afortuna-
damente, existe una variedad de
métodos, menos costosos v téeni-
camente faciles, que pueden ser
utilizados  rutinariamente para
congelar las lineas celulares {2, 3,
4} v que ofrecen un alto porcen-
taje de viabilidad celular, win
despucs de varios afos de alma-
cenamien to.

arenbes

Un gjemplo muy ilustrativo es
el métado que hemos estado uti-
lizando en el Departamento de
Culuve de Tejido del LCG v
con el cual hemos lograde
resultados excelentes, porque en
nuestra coleccion existen células
congeladas desde hace mis de 20
anos que todavia conservan un
alto  porcentaje  de  viabilidad
(= 70%). Basicamente, la téc-
nica que  usamos
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1. Preparar una suspensidén de
cielulas (= 2 100 células/ml)
en un medio de crecimiento
al que se le ha adicionado 10%
de gliceral o DMSO v 20%
de suero fetal bovina,

[

- Distribuir la suspension en
allcuotas de 1 ml en ampo-
llas que posteriormente son se-
lladas una  antorcha  de
propanc v colocadas en un
vase de polistireno, con una
cubierta del mismo material
fijada con cinta engomada.

Con

3. Se coloca ¢l recipiente de po-
istireno en la parte superior
de un refrigerador para nitro.
gene liquido, en donde el va
por que se forma sobre ol
nitrogeno Iiquido congela ara-
dualmente las ampollas. Dos
dias despucs, se sumergen las
ampollas en el nitrogeno, Una
alternativa es la colocacion del
recipiente con ampollas en un
congelador {-70°C} v su inmer-
sion directa al dia siguiente
en nitrogenao lquida.

La recuperacion de las célu-
las se logra transfiriendo ld ampo-
lla del nitrogene liquido directa-
mente a un bafo de Marfa (37°
a 45°C), con agitacidn constante
hasta que se haya descongelado;
v luego se pasa el contenido de
la ampolla a una botella con
medio de crecimiento, para el
cultive de las celulas. Es aconse-
Jable  practicar un cambio de
medio al dia siguiente, para re-
mover ¢l agente criopreservativi,
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51 se ha usado DMSO es prefe-
rible removerlo inmediatamente
por centrifugacion (a2 800 pm,
durante 10 min) o tan pronto
coma las células se havan adheri-
do a la superficie de [a botella.

La captacion de células del
LCG =g inicio en 1962 en el
Laboratorio Middle America Re-
search Unit (MARU) ubicado en
Ancon, Panama, con la obtencidn
de 6 lineas celulares continuas,
que fueron impertadas de los
Fstados Unidos. Thicha coleccion
se¢ ha ido aumentande graduoal-
mente, a traves de los anos, hasta
incluir lineas celulares tante de
origen vertebrado como de origen
invertebrado. Actualmente cons-

ta de mas de 40 lineas celulares,
derivadas de 15 especies dife-
rentes  aproximadamente, e in-
cluye lineas originadas en nues-
tro propio laboratorio. Esta co-
leceion consiste de 1550 ampo-
llas aproximadamente, preserva-
das en nitrogeno liguido (-196°
C) v ha suministrado células a
laboratorios en Panam:i, Norte,
Centro v Sur
como en Europa.

Amirica,  asi

L] Cuadro No, 1 presenta las
diferentes lineas que
integran esta coleccion, el orga-
nismo v el tejido de origen, v
alpunos ejemplos de las malu-
ples aplicaciones que tienen estas
ctlulas (5 a 13).

celulires

CURLRO Mo, ]

LIMEAS CELULARES PRESERVADAS BN NITROGEND LIQUIDOD
EN  EL LADORATCRIO CONMEMORATIVD GORGAS

LINEA CELULAR CHRIGEN

APLICAZICN

Ma-111 CONEIS, ®IRON ESTUDIOS CON LO& WIRDS TE
RUBEOLA, HERPES ¥ VACCINIA

LLO-3E1 CONEID, RIROK ESTUEDIOS CON LOS WIRUS ©DE
AUBEOLA, HEXPES ¥ VACCINIA

HEE-21 "EAMSTER", RIAON APTOEA, RARIA ¥ ARBOVIZUS

¥-1 BATON, 'TUMOE ADREMAL HERFES SIMPLEX, wACCINIA,
ESEUDOZARTA ¥ ESTOMATITIS
VESTOULAR [IRDEANA)

L) RATON, TEJIDQ COMEC-  VIRUS DE WASCTHIA

TIV

L-F EATON, FIBROBLASTOS ARBOVIRDS

LLZ10 RATCH, TEQCEMIA ZATURIOS EN LEUCEMIA E
IEMURCLOGT A TUMORAL

M S0y RATON CLAMIDIA
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LIHER CRLULAR CRIGEN ARLICARCION
L-180 RATON,  SARCOMA QUIMICTERAPIA DE CANCER
rE-15 CERIG, RIMODN COLERA PORCINA, AFTOSA,

EXAKTEMA VESICULAR DE YVIRUS
FOACIHG, FIESRE PORCIMNA
AFRICANA, SUSTEPTIRLE A
ESTOMATITIS YESICULAR
CIHDTANAY , VROCINIA,
REQVIRDS, ADENOVI RS
CCAEMIKIE, VIRUS DE LA
ENFEZRMEDAL DE NENCASTLE

MIOK [KBL-2) FEERG, RINOY

ESTOMATITIE VESTCULAR,
HEPATITES 1M TEA
CANINA, WADCTIMIA, COXKEARIE,
ADENOVIRNE . INFLUENZES

Lo BERM CHAHALLD, DERMIS HERPES SIMFLEMX, REOWIRUS,
VACCTIHTA, BESTOMATITIS
VESICULAR [INDIANA]

FEE CARALIL, RIHON FETAL REROV TS

OML-CHE-2 MOMS BRREZGSNH, RIFON ARHDTTRUS

FREh-1.-5 MORS RHESOS, PULMON ARROVTRUSE

LLC=KKZ MHG REESUS, RIROK MARBCVIROS

M= 10k MORG REESDS, RIAOH AREOVT ROE

BMERIGHARLO

MA=1 34 HOMND WEHDE AFRICARHO, ARBOYIEHIES
EIAODY EMBRIGHARTO
pE-C-1 MOHD VERDE RFRICARNG PGLID, Sv=40, ESTOMATITIS
RIH0OM WEELCULAR
WERD MOHD VERDE AFPRICARD ARAFOVIRES . 5VW-q0, 5W-3,

HTHOM SARAMPION, RUHEALS, POLIC

=1 HIIMAMD, POLMON FETAL AHZTRUS

T HIIMAND, AMIGDALAS HERFES, CITOMEGALOVIRUS

WI-34 MAARD,  FULMGK EM- VACUNAS HEUMAMAS, ATSLA-
BRICGHARID MIERTO DE CITCMEGALOVI-

B3, RINGVIRUS, SZUSCER-
TIBLE & POLIC, HERPES

SIMPLE, FSEULORARLILA, ES-
TOMATITIS VESICULRR {IN-

CIANAY
ARL.N EUMANRG, CAKCER CERVL POLIO, ADENOVIRUS
TRL
HEP-2 IUMAND, CAMCER LARTH ARECVIRDS, SARAMEIOH,
[MARC RS - GE VIRUS RESPIRATORIOS, ES
BES HELM] TUDIZS DE PRODOCIION DE

TUMGRE EX 5ATARS, HAMSTDHE,
HATOKES, ETC.
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LIMER CELULAR SRIGEM APLICACION
YR (MARCH EUMMIC, CAMCER ORAL TIIMICOTERAP LA DE CANCER.
DORES HE TUMOROGERICIDAD, BETU-
LA LIOS VIRODOGICOS
MA-160 TIMANO, PROSTATA, TAMUHG LGN TUMDRRL
[ HARCATH HIPERPLASIN DENIGKA
RES HELA)
13y TRIMANO, MOROMUCLEC- BESTULISE EM LINFOMAS E IN
SIS INFECCIOSA MUMOLOGIR TUMORAL
(ENe | HUIMANG, LINFCOML DE ESTUDINE EM LIMFOMAS E IN
BURET'TT MUMOTOGTN TUMIEAL
PIR HiuMARD, Liwedsh OF ESTURINS EM LINFGMAS E IN
BURKITT MURCLOGLA TUMDEAL
RATI HIMAaMD, LINFOMA 1IE FSTLUZIOS EM LIMNFOMAS E ILHN-
OURKITT MUKOLEGLA TUMIHAL
RPMI=41 HUMARKD, SARCOMA 05 HETULIDS BN LHMUONOLOGIA
TEOGENICS TUMORAL
REMI-L7HE HUMAND, LEFCODOITOS SUSCRPTIBLE & POLIO ¥ A
HNORMAL DETOMATITIS VESICULAR
REMI-6410 HUMAND, LEUCEMIA ESTULINSE EM LEUCEMIA ¥ EW
ITHMUKOLOSIA TUMORAL
RPMI-AZ26 [EUFMAES . HIELOMA SUSCEPTISLE A ESTOMATITIS
VESICOLAR [(INDIRNA], HEIR-
FES SIMPLEX v VACCINIA VI
RIS : ESTEDIOS ER LINFOMAS
E IEMUMOLOGIA TUMURAL
CE-44 EUMARD, LEUIEMIA ESTUDTOS IN VITRG S0RRE
|CETALAS T MECAMIZMOS CELULARES Y
MOLECULARES DE TRANSPOR-
MACION WEQPLRSICA EN CE-
LULNE HUMANAS
Cl0 M2 HUMAMD,  LINFOMA FETUREGS SORRE ETIDLOGIN
{CELULRE T} DZ LEUCEMIA Y LIKNDOMA
CalSEL HUMAND, LIMPOMA ESTUNTOS [H WITRD SORRE
LIFUSL, MIXTT MECANISMIE CELULARES ¥
MOLECOLARES DE TEAKSFOR-
MACION NESPLASICH EZE CE-
LULAS HIMAKAS
AEDES ABGYFTI ®MOSCAITD, LARVA ARBCVIRDS
REBES ALBOFIC- MOSQUITD, LARVA ARBCVIRDE
TuS
AEDES ALSOFIC- MOSQUITD, CLOND DENGUE, FIERRE AMARILLA

TOS 36

AEGES PSEULDE-

COTELLARIS
GML-1E-12
F-P-10

CE/36 DE AR. ALRG-
BICTUS (RINGH S

MOSQUITO, LARWVA

MOEQUITO, HG.
BOUTHLIS LARVA

FLERCFDGMD, LARVAS

ARBOIVIRUE (DENGUE,
GRE AMARILLA, ETC]

FIE-

AR BOWIRDS

ARRBOVIRDS
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Debido a que algunas lineas
celulares pierden suscepltibilidad
0 cambian su patron de creci
miento, se ha adoptade la medi-
da de llevar las lineas en cultivo
continue por un maximo de 4 a
5 meses solamente. Al término
de este perfodo se retira una nue-
va ampolla de la reserva congela-
da en nitrégeno liquide v sepone
a crecer cn botellas. General-
mente, celulas estan
para  ser  subcultivadas en
periodo de 7 a 10 dias.

las lisLas

L1l

Actualmente, ¢l Departamento
de Cultivo de Tejido del LCG
mantiene 8§ lineas celulares en
cultivo continue (Vero, McGoy,
FT. GML-CHK-2, GML-HE-12,
[lep-2, MDCK y P-P-%) para uso
en sus programas de investigacion,
Lntre las tltimas adquisiciones sc
cncuentran las lineas de linfoci-
tos C3-44, C10/M]2 y CO1/PL,
gque fueron obtenidas del Institu-

to Nacional del Cincer (Bethesda,
Marvland) v que actualmente es-
tan siendo utilizadas en diferentes
laboratorios de investigacién en
estudios sobre leucemia v el sin-
drome de inmunodebleciencia ad-

quirida {14, 16).

Nuestro proposito es conti-
muar aumentando esta coleccion
para gue sirva como un nstru-
mento basico en la realizaciom
de  proyectos de investigacion
cientilica.

SUMMARY

This paper describes the frozen
cell culture collection at the
Gorgas  Memorial Laboratory.
The collection was initiated more
than 20 years ago and consists of
over 40 different cell lines of 15
different species and a total of
maore than 1500 ampules preser-
ved in liquid nitrogen,
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