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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados de las pruebas bioldgicas realizadas para
evaluar la funcionalidad y desempefio del suero fetal bovino de fabricacién nacional
sobre el crecimiento de cultivos celulares con diversos requerimientos nutricio-
nales. Realizando ensayos de eficiencia de clonaje, eficiencia de plaqueo y curvas
de crecimiento sobre lineas celulares y fibroblastos, se demostré que el suero de
fabricacién nacional puede ser empleado en el cultivo continuo de las lineas A549,
PC-3, HT-29, MDA-MB231 con un buen desempefio; y en fibroblastos, las células
LSPG8G, MDBK ¢ hibridomas puede ser usado siempre y cuando se emplee al 10%
y se realicen cambios de medio al menos cada 48 horas. En ninguno de los ensayos
se observé un efecto téxico o adverso sobre el crecimiento de las células empleadas,
aunque en algunos casos se observé una menor funcionalidad frente al crecimiento
celular comparando los resultados con otros sueros calificados. Los resultados obte-
nidos destacan la utilidad del sFB nacional en la aplicacién para la propagacién de
células poco exigentes en ensayos de corta duracién, asi como en procedimientos
transitorios tales como la inactivacion de la actividad enzimdtica de la tripsina y crio-

preservacion.
Palabras clave: cultivo celular, crecimiento celular, bioensayos, suero fetal.
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SUMMARY

Implementation of in vitro strategies to evaluate the functionality
of a Colombian fetal bovine serum

In this work, we present the results of biological tests performed to evaluate the
functionality and performance of fetal bovine serum produced in Colombia, on
the growth of cell cultures with different nutritional requirements. Performing
cloning efficiency tests, plating efficiency and growth curves of cell lines and fibro-
blasts, showed that the Colombian serum can be used with a good performance, in
continuous culture of cell lines A549, PC-3, HT-29, MDA-MB231, in fibroblasts
LSPGSG cells, MDBK and hybridomes can be used in a minimum concentration of
10% and medium every 48 hours. It should be noted that none of the treatments
showed a toxic or adverse effect on the growth of the cells used, although in some
cases had less functionality compared to cell growth by comparing the results with
other qualified serum. Therefore, the Colombian showed to be suitable for the prop-
agation of short-term culture cells, as well as transitional procedures such as trypsin

inactivation, and cryopreservation.

Key words: cell culture, cell growth, bioassays, bovine serum.

INTRODUCCION

El suero fetal bovino (SFB) es uno de los productos biolégicos mas empleados en el
mantenimiento de cultivos celulares con aplicacion en las dreas de inmunologfa, viro-
logia, ingenieria genética, farmacologia y otras dreas de investigaciéon biomédica. Este
aporta factores de crecimiento, hormonas, minerales, lipidos y otros micronutrientes,
que al ser usados en concentraciones apropiadas en el medio de cultivo, suplen satisfac-
toriamente los requerimientos metabdlicos que garantizan la proliferacién y adhesiéon

celular (1-3).

En muchas de estas aplicaciones, la experimentacién exige contar con un SFB altamente
calificado, con control de calidad en todos sus procesos de obtencidn, comercializa-
cién, y que garanticen que el suero esté libre de agentes contaminantes que puedan
representar riesgos para los diferentes tipos celulares a los cuales es aplicado de manera
continua.

Aunque actualmente existen medios de cultivo libres de suero que permiten el creci-
miento de algunos tipos celulares, éstos requieren ser suplementados con hormonas y
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otros factores que estin involucrados en diferentes procesos celulares. Sin embargo,
la adicidn de estos suplementos aumenta los costos del cultivo y hace poco rentable el
cultivo a gran escala en condiciones libres de SFB.

Ademis, muchos de los agentes que se emplean actualmente como suplemento en estos
medios libres de suero son purificados a partir SFB, lo que impide su reemplazo defini-

tivo (4).

Diferentes ensayos se han validado para controlar la calidad y probar la funcionali-
dad de sueros. Pruebas de estabilidad, pruebas para endotoxinas, de carga viral y and-
lisis microbioldgicos, han sido consistentemente empleadas para evaluar la calidad del
suero, asi como los ensayos de eficiencia de clonaje, de crecimiento y de plaqueo suge-
ridos para evaluar la funcionalidad (s, 6). Soportados en lo anterior, este trabajo se
centrd en implementar ensayos para evaluar y comparar la funcionalidad y desempeno
del suero fetal de fabricacién en Colombia, empleando como modelo de estudio lineas
celulares con diferentes requerimientos nutricionales.

MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

La pruebas de funcionalidad del suero se realizaron empleando lineas celulares con
diferentes requerimientos nutricionales y que proliferan formando monocapa o en
suspension. Estas se listan a continuacién: adenocarcinoma de colon HT-29 (aTcc:
HTB-38), carcinoma anaplisico de célula grande de pulmén LSPG8G, adenocarci-
noma de mama MDA-MB231 (arcc: HTB-26), adenocarcinoma de préstata PC-3
(atcc: CRL-1435), un adenocarcinoma de pulmén A549 (arcc: CCL-185), un
cultivo de fibroblastos normales de pulmén humano MRC-5 (atcc: CCL-171), una
linea derivada de rifién bovino normal MDBK (aTcc: CCL-22) y un hibridoma, deri-
vado de linfoblastos de bazo de ratén Sp2/0-Agl4 (aTcc: CRL-1581). Todas las lineas
se importaron de la ATCC, excepto las células LSPG8G que se aislaron en nuestro labo-
ratorio. Todas las células se emplearon de forma independiente para realizar ensayos de
crecimiento, de plaqueo y de eficiencia de clonaje.

Sueros fetales bovinos

Para algunos ensayos, las células se propagaron en medios suplementados con dife-
rentes SFB calificados, empleados y comercializados de manera continua en el pais;
estos se denotaron aleatoriamente: Suero 1, Suero 2 y Suero 3. En otros ensayos, las
células se propagaron en medios suplementados con diferentes lotes de SEB fabricado
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en Colombia; el consecutivo de los lotes y las fechas de vencimiento se reportan en la
tabla 1. En todos los casos, el suero Gibco se usé como suero de referencia.

Tabla 1. Lotes de SFB nacional empleados para realizar pruebas de funcionalidad.

Nimero de 1 2 3 4 5 6 7 8
registro
Lot L024- L032- L147- L141- L138- L125- L166- L076-
ote 07 08 07 07 06 07 06 10
Fechade ene- mar- dic- nov- ago- oct- sep- julio
vencimiento 2009 2010 2009 2009 2008 2009 2009 2012

Mantenimiento general de cultivos celulares

Los cultivos celulares se mantuvieron en medio minimo esencial (MEM) (Sigma),
suplementado con 5% a 10% de suero fetal bovino respectivo, penicilina 100 UI/mL
y estreptomicina 100 pg/mL, en frascos de cultivo estériles de 75 cm?* e incubadas en
condiciones estandar (5% CO, en el aire, 37 °C y 100% de humedad relativa) (1). Las
células A549, HT-29 y LSPG8G se propagaron en medio RPMI-1640 bajo las mismas

condiciones anteriormente descritas.

Conteo y comprobacién de viabilidad por azul de tripano

Para realizar cada una de las pruebas de funcionalidad del s¥B colombiano, se cuanti-
fic6 el nimero de células en cada cultivo y se verific la viabilidad celular por azul de tri-
pano. Para esto, los cultivos en 70% a 80% de confluencia se trataron con una solucién
de tripsina 0,025%-EDTA 0,03% (4cido etilendiamino tetracético) durante S minutos
a37°C. De la suspension obtenida por este tratamiento, se tomé una alicuotay se llevd
a cabo una tincidn con solucién de azul de tripano al 0,4%. Usando una cimara de Neu-
bauer se determind la viabilidad celular y el niimero de células en cada cultivo.

Curvas de crecimiento celular

Para realizar este ensayo se emplearon las lineas celulares HT-29, PC-3, LSPG8G,
MDBK y MDA-MB231. Todas las lineas inicialmente se deprivaron de suero, por al
menos 48 horas (SFB 0,5%). Transcurrido este tiempo, las células se tripsinizaron,
contaron y sembraron en placas de 96 pozos (una placa por cada 24 horas de cultivo)
aunadensidad de 1.500 cé¢lulas por pozo. Cadalinea celular se inoculé por cuadripli-
cado en 200 pL/pozo de medio suplementado con SFB referencia o el de fabricacién
nacional evaluando dos concentraciones, 5% y 10%. La influencia de los sueros 1, 2 y
3 también se evalud, pero s6lo sobre las lineas PC-3 y MDBK. Como control interno
del ensayo, se monitored y comparé el crecimiento celular con suero de referencia al
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0,5% (condicién de deprivacién). Para generar las curvas se realizé un seguimiento
del crecimiento celular durante 96 y 144 horas, dependiendo de la linea.

Para cuantificar el crecimiento celular se empled el método fluorométrico de tincién
con resazurina descrito (7) y previamente adaptado al laboratorio por Escobar ez 4l.
(8). Para este ensayo, el medio con los diferentes sueros se reemplazé por una solucién
de resazurina, luego cada placa se incub6 por 4 horas a 37 °C. La intensidad de fluores-
cencia emitida por cada pozo se cuantificé usando un lector de placas TECAN GENios.
Este mismo procedimiento se repitié cada 24 horas hasta completar las 96 y 144 horas
de cultivo. Los resultados obtenidos se graficaron en funcién del tiempo y a partir de la
ecuacién de la grafica se calcularon los tiempos de duplicacion para las lineas celulares
cultivadas con los diferentes sueros.

Ensayo de promocién de crecimiento en fibroblastos diploides

Con el propdsito de cuantificar la influencia de los lotes de SFB nacional en la prolife-
racion de células con una alta exigencia de nutrientes, se cultivé por duplicado la linea
celular MRC-5 en frascos de cultivo de 25 cm?* a una densidad celular de 200.000 célu-
las/caja. Se realiz6 un cambio de medio MEM suplementado al 5% SFB cada tres dias y
una tripsinizacién cada siete dias, siguiendo el procedimiento anteriormente descrito.
En cada tripsinizacién se contaron las células en cdmara de Neubauer. Estas mismas
células se subcultivaron en cajas nuevas de 25 cm? estériles, sembrando la densidad
celular inicial (200.000 células/caja). La misma metodologfa se empled hasta cumplir
con un tiempo de subcultivo de 21 dias (10). El ritmo relativo de crecimiento se calculé
asi:

(promedio de células en crecimiento con cada lote de SFB nacional) 100
be

(promedio de células en crecimiento con SFB de referencia)

Con el fin de determinar el aumento o disminucién en la proliferacion celular ejercida
por cada uno de los lotes, se realizé un andlisis de varianza y se compararon los lotes
mediante una prueba de Dunnet, comparando todos los lotes frente al suero de refe-
rencia.

Ensayo clonogénico

Para evaluar la eficiencia clonogénica, definida como la capacidad de cada lote de sFB
para promover el crecimiento de lineas celulares formadoras de clones, se mantuvieron
cultivos del hibridoma Sp2/0-Agl4 en dos densidades celulares: cinco y una célula por
pozo, en placas de 96 pozos, de fondo plano, estériles. Sobre cada densidad celular se
evalué cada lote de SFB nacional y suero de referencia bajo dos concentraciones: 5% y
10% v/v en medio MEM. Las placas se incubaron por 21 dias, al cabo de los cuales se
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colorearon con resazurina y se ley6 la intensidad de fluorescencia en el lector TECAN
GENios. La eficiencia clonogénica para cada tratamiento se calculé de la siguiente
manera:

Intensidad de fluorescencia en el pozo tratado con el lote de SFB nacional 100

Intensidad de fluorescencia en el pozo tratado con SFB de referencia

Con el fin de determinar diferencias en el aumento o disminucién de la formacién de
clones ejercida por cada uno de los lotes, se realizé una prueba de Kruskal-Wallis.

Ensayo de plaqueo

Para complementar los andlisis de funcionalidad, se realizé un ensayo en el que se eva-
lué y comparé la capacidad que tiene la linea A549 para formar colonias en presencia
de diferentes lotes del suero colombiano y el suero de referencia (11). Para realizar el
ensayo, las células A549 se propagaron hasta confluencia en medio suplementado con
sFB al 10% y antibiéticos. Antes de comenzar el ensayo, el medio de propagacion las
células se deprivaron durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, las células se tripsi-
nizaron, contadas en cdmara de Neubauer ¢ inoculadas en placas de 6 pozos con fondo
plano a una densidad de 200 células /pozo. Cada lote de suero nacional se evalué en
dos concentraciones: 5% y 10% en un volumen final de 5 mL de medio. Las placas
luego se incubaron durante 12 dias. Cumplido este tiempo de incubacidn, el medio se
retir6 y las colonias presentes en cada pozo se fijaron y se colorearon con una solucién
de azul de metileno. El nimero de colonias observado para las células propagadas con
los diferentes lotes de suero nacional y el suero de referencia se comparé empleando una
prueba Tukey. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se expresa-
ron en eficiencias de plaqueo relativas (EPR), las cuales se calcularon asi:

Porcentaje de eficiencia de plaqueo suero nacional

EPR

- Porcentaje de eficiencia de plaqueo suero de referencia

Numero de Colonias/pozo
x100

P j ficienci 1 =
orcentaje de eficiencia de plaqueo Numero de células viables inoculadas/pozo

Cuantificacién de proteina total

Para determinar el contenido de proteina total se usé el kit Quant-iT™ Protein Assayy el
fluorémetro Qubit” fluorometer (Invitrogen) empleado segtin protocolo del fabricante
(12). Para la cuantificacién de la proteina total de cada muestra se empled la siguiente
formula:
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200
Concentracién de la muestra = (medida obtenida en Qubit)(T)IOO

Donde, X = nimero de mL adicionados al tubo de ensayo.

Todas las mediciones se realizaron por triplicado para cada lote de suero nacional y
para una muestra del suero 1, suero 2, suero 3 y de referencia. Los valores obtenidos se
expresaron en g/L.

RESULTADOS Y DISCUSION

Curvas de crecimiento celular.

Losresultados de esta prueba mostraron que laslineas celulares HT-29, PC-3, LSPG8G,
MDBK y MDA-MB231 bajo nuestras condiciones de ensayo proliferan satisfactoria-
mente en medios suplementados con suero nacional. Ademds, se comprobd que las
células crecen sin que se presenten cambios en su morfologfa, dafios a nivel celular o
alteraciones en su capacidad metabdlica.

Para generar las curvas de crecimiento, cada 24 horas se hizo una lectura de la fluo-
rescencia emitida por las células que metabolizaron la resazurina, y el aumento en las
unidades relativas a la fluorescencia (URF) se tomé como una medida indirecta del cre-
cimiento celular (7). Al graficar la URF en funcién del tiempo de cultivo, las curvas se
ajustaron a una tendencia exponencial, aunque la pendiente de las gréficas difirié entre
lineas, marcas de suero y concentracion evaluada.

Enlafigura 1 se graficaron los resultados obtenidos paralaslineas celulares HT-29,PC-3
y LSPGS8G propagadas con el suero de referencia y suero nacional al 10%. Los resulta-
dos obtenidos para las lineas MDBK y MDA-MB231 se compararon con los observados
para el resto de las lineas. La ecuacién de las graficas y los valores de R* obtenidos con
cada una de las curvas se resumen en las tablas 2 y 3. Cabe notar que la tendencia expo-
nencial también se observé para lineas propagadas en medios suplementados con suero
al 0,5% (condicién de deprivacién), aunque se observé una disminucién en las URF
obtenidas en cada punto de la curva (figura 1). También fue evidente una disminucién,
0 en otros casos, ¢l no cambio en los valores de fluorescencia después de 96 horas de
cultivo en las células MDBK y PC-3. Para el resto de las lineas esto se observé a las 120
horas de cultivo; incluso, en los ensayos realizados con el suero nacional. Esta tendencia
observada en las curvas de crecimiento puede ser explicada, porque la confluencia en
los pozos llega al 100% limitando el crecimiento celular o favoreciendo que las células
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se desprendan del pozo por falta de espacio. Par

a ajustar los datos experimentales a la

funcién exponencial, la lectura de las 144 horas no fue tenida en cuenta.

Los andlisis de la funcionalidad del suero nacional se realizaron comparando el tiempo
en que las células tardaron en duplicar su poblacién. Despejando esta variable de las
erminé que en general el suero nacio-

ecuaciones presentadas en las tablas 2 y 3, se det

nal presenta un buen desempeno sobre el crecimiento de las células empleadas en este

estudio.
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Figura 1. Curvas de crecimiento obtenidas para lineas celulares propagadas en SFB nacional, lote
L076-10, durante 96 y 144 horas de cultivo continuo.

A. Células LSPG8G. B. Células PC-3 y C. Células HT-29, URE. Unidades relativas de fluorescencia. Cada punto en la gréfica
representa el promedio de cuatro repeticiones + una desviacién estdndar. Cuadrados: SFB nacional 10%, tridngulos: SFB,

referencia 10%, rombos: control 0,5%.***Figura 1****

Destacandose su funcionalidad sobre el crecimiento de las lineas HT-29 y MDA-
MB231, sobre las que se evidenciaron TDP menores o iguales a los calculados para el
suero de referencia tanto al 5% como al 10%. Al comparar los TDP obtenidos para el
suero nacional, el suero de referencia y otros sueros que se comercializan en nuestro
pais, se encontrd que las células MDBK son las que mds tardan en duplicar su poblacién
celular empleando el suero nacional. Una representacion grafica de estas comparacio-
nesy las diferencias en los TDP para otras lineas se presentaron en la figura 2.

En este ensayo también se compard la variacién del TDP calculado para las células PC-3
propagadas en medio suplementado suero nacional de dos lotes diferentes. Las células
PC-3 2009 se propagaron con el lote 7 y las PC-3 2010 con el lote 8. Los resultados
de esta prueba muestran que los TDP calculados para cada lote son comparables entre
si y que las diferencias en estos tiempos con respecto a los calculados para el suero de
referencia también son minimas, entre 12 y 22 horas, probando 5%y 10% (figura 2).
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Tabla 2. Variaciones en los tiempos de duplicacion poblacional calculados para dos lineas celulares

propagadas con diferentes marcas comerciales de s¥B y diferentes lotes de suero nacional.

Lineas celulares

PC-32009 MDBK

Sueros y = ce® R TDP* y = ce® R TDP
Referencia 5% 12990¢%0114x 0,9901 | 60,80 5729,4¢71x 10,9655 | 40,53
Referencia 10% 8395,6¢0138 0,9922 | 50,23 2057,9¢>% | 0,9876 | 27,73
Nacional 5% 1615300094 0,9809 | 73,74 190272975 | 0,9118 | 92,42
Nacional 10% 14158e%0107x 09714 | 64,78 20696¢%007 0,932 | 63,01
SFB 1 5% 1107300114 0,932 | 63,01 1062820119 0,969 | 58,25
SFB 1 10% 1144820112 0,9357 | 61,89 7440,6e*°13% 10,9526 | 51,34
SFB 2 5% 6435,8017% 0,9468 | 40,30 143661 10,9633 | 68,63
SFB 2 10% 4286,7¢00194x 0,9042 | 35,73 127332010 0,972 | 63,59
SFB 3 5% 6312,820101x 0,8531 | 68,63 1785220083 0,963 | 83,51
SFB 3 10% 5109,8¢00113x 0,722 | 61,34 16575¢* 10,9622 | 76,17

*TDP. Tiempos de duplicacién poblacional calculados de la ecuacién obtenida a partir del ajuste a la funcién exponencial y

= ce.

¥ Para este ensayo se probé el lote 7 del suero nacional.

Tabla 3. Tiempos de duplicacién poblacional calculados para cuatro lineas celulares propagadas en

diferentes concentraciones de suero nacionaly un suero de referencia.

Lineas celulares

Sueros HT-29 LSPG8G
y=ce” R? TDP y=ce” R* | TDP*
Referencia 5% 1299,7¢%0196 0,97 35,36 7975,6e>126< | 0,97 | 55,01
Referencia 10% 1116,5¢%0%31x 0,96 30,01 8267,7e1 | 0,97 | 55,45
Nacional 5%° 1026021 0,99 23,82 1360576 | 0,90 | 91,20
Nacional 10% 2002,7%022%x 0,98 30,27 13605e*%7¢ | 0,95 | 75,34

*TDP. Tiempos de duplicacion poblacional calculados de la ecuacidn obtenida a partir del ajuste a la funcién exponencial y

=cé”.

®Para este ensayo se probd el lote 8 del suero nacional.
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Ensayo de promocién de crecimiento en fibroblastos diploides

El seguimiento del crecimiento celular se realizd semanalmente mediante conteos de
las células obtenidas de cada frasco de cultivo.

En general, los resultados obtenidos reflejaron la senescencia intrinseca de los fibroblas-
tos. Los conteos de la primera semana mostraron, para los lotes de sfb nacional 1, 3,4y
7, un ritmo de crecimiento superior al 50%. Por otro lado, los lotes 2, 5y 6 presentaron
valores inferiores al 50%, siendo el lote 5 el que presenté la menor eficiencia entre los

evaluados (figura 3).
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Figura 2. Horas de diferencia en los TDP calculados para las lineas celulares HT-29, PC-3, LSPGS8G,
MDBK y MDA-MB231 propagadas con diferentes sueros.
A. Diferencia entre los TDP obtenidos para el suero nacionaly el suero de referencia. B. Diferencia entre los TDP obtenidos

para el suero nacionaly los sueros 1,2y 3. *Los valores negativos indican un mejor desempeo para el suero nacional.
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Figura 3. Evaluacién del porcentaje de promocidn de crecimiento de fibroblastos MCR-5 al emplear
diferentes lotes de suero fetal bovino nacional a una concentracién de 5% v/v. Cada barra representa

el promedio de tres repeticiones + una desviacién estdndar.

En la segunda semana, los cultivos evaluados con el lote 5 mostraron un aumento mar-
cado del ritmo relativo de crecimiento, pues pasé de tener un crecimiento menor al
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20% en la primera semana, a un incremento del 70% en la segunda. El ritmo de cre-
cimiento celular decrecié para los lotes 3, 4, 6 y 7; y s6lo se mantuvo constante en los
cultivos de fibroblastos donde se valoraron los lotes 1y 2. En esta semana se obtuvieron
porcentajes superiores al 50% para los lotes 1,4, 5y 7 (figura 3).

Los resultados obtenidos en el tltimo conteo celular, reflejaron una disminucién en
el ritmo relativo de crecimiento de los fibroblastos al emplear los lotes 1, 4 y 7; a dife-
rencia de los lotes 2 y 5 donde la eficiencia de crecimiento fue aumentando paulatina-
mente. Todos los resultados obtenidos se cotejaron con el s¥B de referencia, para el que
se considerd un porcentaje de eficiencia relativa del 100%.

Seguidamente se realizé una comparacién de medias con el fin de respaldar las diferen-
cias observadas. Los resultados demuestran una variabilidad de crecimiento de células
normales al emplear indistintamente lotes de SFB nacional. Asi que se recomienda, para
este tipo de cultivos, mejorar la reproducibilidad entre lotes, para hacer el suero mas
homogéneo, estandarizando su proceso de obtencién y produccion (tabla 4).

Tabla 4. Resultados obtenidos de la prueba de Dunnet sobre el crecimiento de fibroblastos al em-

plear diferentes lotes de SFB nacional a una concentracién 5% v/v.

et al cnddos | medios || Vilorp
Interaccién 14 17.700 1.264 6,897 X
Lotes 7 16.800 2.400 7,425 >
Conteo 2 3822 191,1 1,043 Ns
2.586 3232 1,763 Ns
Residual 16 2.933 183,3

ns: no significativo. Significancia ** = p > 0,01. *** = p > 0,001.

Ensayo de clonogenicidad entre lotes de SFB nacional

Con el fin de observar la habilidad del suero para generar colonias de hibridomas, se
evaluaron cantidades minimas de células (1 y 5 células/pozo) del hibridoma Sp2/0-
Agl4, mantenidas durante 21 dias con diferentes lotes de suero nacional. La formacién
de colonias se midi6 empleando el método de reduccidn de resazurina. Los resultados
reflejaron un ligero aumento en algunos de los lotes de suero nacional.

En general, se evidenci6 que la eficiencia clonogénica de Sp2/0-Agl4 es menor al ser
incubada con alguno de los siete lotes de suero, indistintamente de su concentracién en
el medio, que al ser incubada con el suero de referencia (figura 4).
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Figura 4. Influencia de diferentes lotes de SFB nacional. Efecto de clonogenicidad para cada uno de
los lotes de s¥B evaluados partiendo de 1 célula/pozo al emplear dos concentraciones de sFB. Cada

barra representa el promedio de seis repeticiones + una desviacion estandar.

Bajo un andlisis de comparacion de medias, los resultados obtenidos no mostraron
diferencias en la eficiencia clonogénica de cada uno de los siete lotes de SFB nacional
(p = 0,4405); sin embargo, descriptivamente, la eficiencia de clonogenicidad mostrada
por los lotes de SFB nacional, resulté mas baja que la del suero de referencia.

Al comparar los resultados obtenidos para los siete lotes de SFB nacional adicionados
en concentracion de 5% v/v sobre pozos con una célula/pozo, se encontré que el lote
que mayor formacién de colonias indujo fue el lote 3. Al comparar la eficiencia clo-
nogénica de este lote con la eficiencia del suero de referencia, se encontré que fue dos
veces menor para el suero nacional (figura 4). A la concentracién de 10% v/v, el lote
que mayor eficiencia clonogénica mostré fue el lote 1. Al compararlo con el suero de
referencia se encontré que su eficiencia clonogénica fue tres veces menor al control.

Entre los siete lotes de SFB nacional evaluados, se encontrd que para cinco lotes la efi-
ciencia clonogénica aumentd al incrementar la concentracién de 5% a 10% v/v; pero
en los lotes 3y 7 no se presentd este comportamiento (figura 4).

Paralelamente se realizaron evaluaciones partiendo de una densidad de 5 células/pozo,
donde se encontrd una tendencia semejante a la observada al inocular 1 célula/pozo.

Igualmente, el suero de referencia mostré una mayor eficiencia de formacion de colo-
nias, comparado con los demds tratamientos. S6lo para el lote 3, en concentracién 5%,
se observé una eficiencia de formacién de colonias mayor a la eficiencia del SFB de refe-
rencia; sin embargo, la desviacion estdndar de este resultado fue alta (ﬁgura 5).
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Figura 5. Efecto clonogénico obtenido para cada uno de los lotes de SFB evaluados partiendo de 5
células/pozo, empleando dos porcentajes de sFB. Cada barra representa el promedio de seis repeti-

ciones + una desviaciéon estandar.

Al emplear una concentracién del 10%, los lotes que mayor formacién de colonias
indujeron fueron los lotes 1y 2, siendo concordante con lo observado en el experi-
mento con densidad de 1 célula/pozo. Al comparar entre los resultados obtenidos para
las dos densidades celulares de partida, se encontré que la formaciéon de colonias es
dos veces mayor al emplear 5 células/pozo que al emplear 1 célula/pozo, lo que indica
que no se mantiene la proporciéon entre el nimero de células sembradas en el pozo y
formacion de colonias.

Es importante enfatizar que en este ensayo, la variabilidad experimental fue alta, debido
a las bajas densidades celulares de partida, que hacen mas dificil garantizar la homoge-
neidad inicial entre pozos de experimentacion.

Ensayo de plaqueo

Los resultados obtenidos en el ensayo de plaqueo usando la linea celular A-549,
muestran que la formacién de colonias para estas células no se afecta con los diferen-
tes lotes de suero nacional. Las células no modifican su capacidad de proliferacion,
mantienen la adherencia en los pozos durante los 12 dias de cultivo y la morfologia
es similar a la observada en los pozos control (figura 6). Al comparar la formacién de
colonias entre lotes y frente al suero de referencia, la prueba 7ukey mostré que sélo
se presentan diferencias significativas (p = 0,05) entre el lote 2 (probando 5%) y los
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lotes 3y 7 (probando 10%). En la figura 7 se muestra el nimero de colonias obser-
vadas para cada lote y las diferencias encontradas cuando se emplean los sueros al 5%

y 10%.

Figura 6. A. Colonias A549 propagadas con SFB de referencia. B. Colonias A549 propagadas con

lote (1) suero nacional visualizadas en microscopio (40x).
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Figura 7. Ntimero de colonias observadas para A549, después de 12 dias de cultivo con diferentes lo-

tes de suero nacional y un suero de referencia. Promedio de tres repeticiones + desviacion estindar.

Al comparar las eficiencias de plaqueo relativas, se comprueba que las células A549
mejoran la capacidad de formar colonias cuando crecen en medios suplementados al
10%, sin desconocer el desempeno del suero nacional cuando se usa al 5%. En la tabla
5 se resumen estos resultados.
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Tabla 5. Eficiencia relativa de plaqueo (%) para A549 empleando diferentes lotes de SFB nacional y

el suero de referencia.

Concentracién de suero (v/v)

Sueros
5% | 10%
Porcentaje

Referencia 100 100
Lote 1 77 107
Lote 2 169 102
Lote 3 69 120
Lote 4 83 107
Lote 5 74 99
Lote 6 79 929
Lote 7 75 79

Tabla 6. Valores de concentracién de proteina total obtenidos para todos los sueros evaluados. Cada

muestra representa el promedio de dos repeticiones + una desviacién estdndar.

Concentracidn final de proteina

Sueros
g/L
Lote 1 13,7 + 0,46
Lote 2 16,3 + 1,88
Lote 3 17,9 + 0,12
Lote 5 9.4 + 0,21
Lote 6 15,9 + 0,26
Lote 7 13,7 + 0,17
Suero de referencia 18,2 + 0,23
Suero 1 14,9 + 0,21
Suero 2 18,8 + 0,12
Suero 3 15,9 + 0,21

Cuantificacién de proteina total

Se evalud la cantidad de proteina total de cada lote de suero fetal bovino, asi como los

diferentes SFB calificados obteniendo los siguientes resultados.
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De los lotes de SFB nacional, el lote 5 presentd la mas baja concentracién proteica,
seguido de los lotes 1y 7. Esta baja proporcién de proteinas puede estar relaciona con el
lote més antiguo y explicar parcialmente la baja eficiencia observada para estos lotes al
evaluar la habilidad de crecer fibroblastos, generar clones de hibridomas y la capacidad
de estimular la formacién de colonias. Entre los lotes de suero nacional, el 3 fue el que
mostrd la mayor concentracién proteica (tabla 6).

Asi mismo, se observé descriptivamente una importante variabilidad en la cantidad de
proteina presente en los lotes de suero nacional. Sin embargo, al realizar la prueba de
Kruskal-Wallis no se observé diferencias estadisticas entre lotes (p = 0,4402).

Las diferencias observadas pueden estar relacionadas con la toma de suero de fetos de
diferentes razas y edades, lo que puede influir en la cantidad proteica presente en cada
lote. Para reducir esta variabilidad, se debe ¢jercer un control de estas dos variables con
el fin de garantizar un contenido proteico mas homogéneo entre lotes.

Igualmente, al comparar la cantidad de proteina presente en los diferentes sueros
comerciales, no se observé diferencias con la media de proteina detectada (p = 0,4060)
en los lotes de suero nacional. Sin embargo, es importante resaltar que entre los sueros
fetales comerciales el suero 2, suero de referencia y el suero 3 mostraron una alta con-
centracién de proteina presente en la muestra, respectivamente.

Al comparar los rangos de referencia reportados por los fabricantes para algunos de
los sueros fetales bovinos altamente comercializados, se pudo observar que la concen-
tracién proteica obtenida en este estudio es mucho més baja que los propuestos en los
reportes biotecnoldgicos (figura 8).
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Figura 8. Comparacidn de la concentracién de proteina total reportada para algunos sueros como
el suero de referencia, suero 3 y SFB nacional, con respecto a la observada mediante el fluorémetro

QUBIT (Invitrogen).
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Para el suero de referencia, el catdlogo reportd un rango entre 30-50 g/L para la con-
centracién de proteina, y la determinacién realizada arrojé un valor de 18,2 g/L; esto
indica que el valor determinado corresponde al 40% de lo reportado para este suero.
Es necesario considerar que la diferencia se puede deber al método de determinacion
empleado (8). Para el suero 3, el catdlogo reporté un contenido de proteina de 30-45
g/L y el contenido detectado fue de 15,2 g/L, lo que corresponde al 53% del valor
minimo reportado (figura 8).

Es importante resaltar que la mayoria de las casas comerciales no reportan esta prueba
como un ensayo rutinario; sin embargo, es necesario monitorear la cantidad de pro-
teina total para establecer de manera indirecta el contenido de factores de crecimiento
en el suero fetal bovino y asi poder hacer un estimativo de la eficiencia del suero para
ensayos especializados. Sin embargo, los datos generados no permiten inferir una rela-
cién contundente entre la concentracién de proteinas y la eficiencia de los sueros refe-
rencia estudiados o para los lotes del SFB nacional para alguna de las caracteristicas
evaluadas.

CONCLUSIONES

El suero fetal bovino es un importante suplemento del medio de cultivo celular que
favorece el crecimiento y adhesién celular. Diferentes marcas comerciales se encuen-
tran disponibles y son comtinmente empleadas en muchos laboratorios de nuestro pais.
El suero nacional hoy estd incursionando en el mercado nacional y en asociacién con la
academia ha comenzado un proceso para mejorar sus procesos de produccion y anélisis

de calidad al producto final.

En este trabajo se emplearon diferentes experimentos para evaluar el desempefio del SFB
nacional en cultivos celulares con distintos requerimientos de factores de crecimiento.
Los resultados obtenidos sugieren que el suero SFB nacional puede ser empleado para
el mantenimiento y propagacién de cultivos con bajos requerimientos nutricionales.
También puede ser empleado para la propagacién y el mantenimiento de cultivos por
largos periodos, sin que se afecte la integridad de las cé¢lulas. Los resultados indican que
el SFB nacional no tiene el mismo desempeinio que el SFB de referencia, por lo que es
posible emplearlo pero realizando recambio de medio al menos cada 48 horas de cul-
tivo; esto para garantizar que la cinética de crecimiento se mantenga.

Aungquelos resultados obtenidos para el crecimiento de células mis exigentes, tales como
los fibroblastos, muestran que no favorece un dptimo crecimiento entre 5% y 10%;
podria sugerirse aumentar la concentracién para mejorar la proliferacién. Teniendo en
cuenta que cada linea celular puede ser genéticay biolégicamente diferente y que puede
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responder de manera favorable o adversa frente a una condicién nutricional, es impor-
tante ajustar las concentraciones de suero nacional que mas favorecen su propagaciéon
in vitro.

Cabe resaltar que en ninguno de los ensayos se observé un efecto tdxico o adverso sobre
el crecimiento de las células empleadas, aunque en algunos casos se observé una menor
funcionalidad frente al crecimiento celular comparando los resultados con otros sue-
ros. No debe descartarse su posible aplicacién para la propagacion de células poco exi-
gentes, para realizar ensayos de corta duracidn, en procedimientos transitorios tales
como la inactivacion del efecto de la tripsina y para criopreservar.
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