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Cultivo de tejidos reproductivos y produccion y manipulacién de embriones bovinos

El estudio de la fisiologfa reproductiva de la hembra bovina ha sido una importante area
de desempefio del Grupo de Investigacion Biogénesis. Las caracteristicas geograficas
y climaticas del contexto colombiano han permitido establecer ganados Bos zndicus, sus
cruces con Bos faurus y el ganado criollo colombiano, con un comportamiento repro-
ductivo propio del trépico y con algunas particularidades si se compara con los reportes
de los paises con estaciones. Con la implementacién de la ultrasonografia transrectal,
fue posible describir las dinamicas foliculares de las vacas, principalmente del ganado
cebuino y blanco orejinegro. Luego comenzamos a enfatizar la linea de investigacién en
torno al anestro posparto —un momento critico para los ganaderos desde el punto de
vista de eficiencia econémica.

Una vez logramos realizar importantes aproximaciones a la fisiologfa de esta etapa, como
la caracterizacion de las ondas foliculares durante el ciclo estral y durante el anestro pos-
parto, el papel del manejo del amamantamiento en el acortamiento del periodo abierto,
la relacién de la condicién corporal con el reinicio de la actividad reproductiva posparto,
el papel del cuerpo lateo y la produccién de progesterona en el reconocimiento materno
embrionario, nuevas preguntas fueron surgiendo como interesantes hipotesis asociadas
con nutricion (leptina y acidos grasos), fisiologia endometrial (prostaglandinas e interferén
tau) y fisiologfa ovarica (luteinizacion), lo cual nos llevo a estandarizar cultivos primarios
de las células asociadas a estos fenémenos.

A continuacion se presentan los protocolos para el cultivo de células de la granulosa y su
proceso de luteinizacién, de células endometriales y células oviductales. La bibliografia
asociada con los experimentos para el uso de estas lineas con respecto a procesos fisio-
légicos, como luteinizacién, lutedlisis, reconocimiento materno embrionatio y cocultivo
con embriones, se encuentra al final de este capitulo.

Procedimientos para el cultivo de células
de granulosa bovina

Toma de muestras: recoleccion de ovarios

*  Proposito: Indicar la forma adecuada para recolectar y transportar ovarios desde
la planta de beneficio hasta el laboratorio.

*  Materiales: Termo de boca ancha, tijeras curvas, guantes de latex, termémetro y
bolsas resellables.

¢ Indumentaria: Trabajo en planta de beneficio para toma de muestras (ver capitulo 1).

*  Medio: 500 ml de solucion salina (NaCl 0,9%) (ver capitulo 2).
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Procedimiento:

*  Llenar %4 partes del termo con hielo para mantener una temperatura de 4°C durante
la recoleccion.

e Verter 100 ml de solucién salina (NaCl 0,9%) en una bolsa resellable, e introducitla
en el termo.

*  Recolectar los ovarios del tracto reproductivo con tijeras curvas (ver figura 3.1).
Retirar la mayor cantidad de tejido posible dejando solo el ovario; lavarlos con agua
fria y depositarlos dentro de la bolsa. Cerrar y tapar el termo. Repetir este paso hasta
obtener la cantidad deseada de ovarios.

* Al finalizar la colecta, sacar del termo la bolsa con los ovatios, y retirar con cuidado
la solucion salina sucia.

*  Lavar dos veces los ovarios con 100 ml de solucién salina limpia atemperada a 4°C,
para retirar la mayor cantidad de sangre posible.

e Verter 200 ml de solucién salina atemperada a 4°C (suficiente para cubtir los ova-
rios), cerrar muy bien la bolsa asegurandose de que quede la menor cantidad de aire
posible, y que no haya escapes.

*  Cambiar el hielo del termo e introducir la bolsa con los ovarios ya lavados. Verificar
la temperatura y la hora de salida, cerrar muy bien el termo y transportar los ovarios
hasta el laboratorio.

Nota: El tiempo maximo desde el inicio de la recoleccion de ovarios hasta la llegada

al laboratorio no debe superar las tres horas.

Figura 3.1. Separacion de ovario del tracto reproductivo.
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Obtencion de células de la granulosa bovina

Propésito: Indicar los procedimientos para obtener células de la granulosa bovina.

Materiales: Gradilla para tubos cénicos, tubos conicos de 15 ml, jeringas de 10
ml, jeringas de 5 0 10 ml de tres piezas, gasa, agujas hipodérmicas de 18 Gx11/2.

Medios: Solucién salina buferada fosfatada pH 7,3 (PBS) y medio para cultivo de
células de granulosa (ver capitulo 2).

Equipos: Centrifuga, incubadora de CO,, micropipetas de 100 ul y 1000 ul, y vortex.

Procedimiento:

Para la obtencién de fluido folicular (FF), refiérase al procedimiento “Aspiracion
ovarica” (ver capitulo 5).

Centrifugar los tubos de conicos de 15 ml con el FF aspirado a 290 gravedades por
cinco minutos.

Realizar dos lavados con PBS, de la siguiente manera: retirar el FI sin retirar el pellet
celular del fondo del tubo, adicionar 10 ml de PBS atemperado a 37°C, resuspen-
der el pellet celular y centrifugar nuevamente a 290 gravedades por cinco minutos
(repetir este paso).

Para finalizar el lavado, retirar el PBS del segundo lavado y adicionar 10 ml de medio
de cultivo para células de granulosa atemperado a 37°C, y centrifugar nuevamente
a 290 gravedades por cinco minutos.

Después de la dltima centrifugacion, retirar la mayor cantidad de medio posible y
resuspender el pellet celular en 5 ml de medio nuevo (ver figura 3.2).

Cultivo de células de la granulosa bovina

Propésito: Indicar los procedimientos para el cultivo de células de la granulosa
bovina.

Materiales: Cajas de 24 pozos, pinzas con garra estériles, laminillas redondas esté-
riles, tubos para microcentrifuga de 0,2 ml, 0,5 ml y 1,5 ml

Medios: Medio para cultivo de células de granulosa (ver capitulo 2), dcido acético
glaciar (3%)

Equipos: Cabina de flujo laminar, incubadora de CO, cdmara de Neubauer, vortex,
microscopio éptico, micropipetas de 100 ul y 1000 pl.
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Figura 3.2. Diagrama para la obtencién de células de granulosa bovinas.

Procedimiento:

Nota: Es necesario determinar la concentracién celular en camara de Neubauer
(procedimiento similar al conteo de células espermaticas en el capitulo 4), y realizar
la dilucién de células con acido acético glaciar (para lisar los glébulos rojos y evitar
contarlos), de la siguiente manera: a) homogenizar por vortex los 5 ml de medio
que contienen las células de granulosa recuperadas durante 30 segundos; b) tomar
un tubo de microcentrifuga de 0,2 ml y adicionar 10 ul del medio de cultivo donde
se encuentran resuspendidas las células de la granulosa mas 190 ul de acido acético
glaciar al 3%; ¢) cargar cada microcamara con 10 ul de la dilucién anterior y realizar
el conteo. El promedio de ambas camaras se debe multiplicar por 5 x 10 x 1000 x
20 (factor de dilucién). El valor final sera expresado en millones de células por ml
de medio de cultivo recuperado en la tltima centrifugacion.

*  Marcar la caja de 24 pozos con la fecha, el cddigo del cultivo de células de granu-
losa bovinas y el nombre del responsable, asegurandose de abritla sélo dentro de
la cabina de flujo laminar.

Es recomendable colocar una laminilla redonda estéril en el fondo de cada pozo para
que las células se adhieran a ella, y luego se puedan retirar para analisis de morfologia.

*  Calcular la siembra para una concentracion final de 3.000.000 células/ml. De acuerdo
a la concentracion hallada en la cdmara de Neubauer, afiada el volumen necesatio
para completar 1000 ul por pozo. Al momento de sembrar en los pozos, tener en
cuenta el siguiente orden: adicionar primero el medio para ajustar el volumen, y
luego el volumen de medio con las células. Homogenizar delicadamente por pipeteo.
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*  Incubar a 37,5°C, 5% de CO,, y humedad relativa del 90%.

Nota: El tiempo maximo desde el inicio del procedimiento hasta la incubacién no
debe superar las seis horas.

e Realizar cambio total de medio a las 48 horas.

Las células permanecen por 96 horas en cultivo. Cada 24 horas se debe evaluar el aspecto
morfolégico de las células en el microscopio invertido. Aproximadamente durante las
primeras 48 horas de cultivo, la morfologia de las células de granulosa es redondeada, ellas
flotan en el medio de cultivo (ver figura 3.3), y su esteroidogénesis es hacia la produccion
de estrogenos. Luego ocurren cambios tanto morfoldgicos (células fibroblastoides, adhe-
ridas a la placa) como funcionales (esteroidogénesis hacia produccion de progesterona),
que indican que las células estan iniciando un proceso de luteinizacion 7 vitro, por tanto,
se debe hablar de células de granulosa luteinizadas entre las 48 y 96 horas de cultivo.

Figura 3.3. Células de granulosa en cultivo a las 0 horas.

Caracteristicas del cultivo de células de granulosa bovinas

*  Propésito: Indicar las caracteristicas del cultivo de células de granulosa bovinas y
los cambios de morfologfa durante el cultivo.

*  Materiales: Cajas de cultivo de 24 pozos.

*  Equipos: Incubadora de CO,, microscopio 6ptico y microscopio invertido de
contraste de fase.

*  Descripcion: Las laminillas redondas del fondo del plato se retiran y se realizan
las tinciones para morfologia colocandolas sobre una limina portaobjetos. Entre
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las 12 y las 24 horas de cultivo, las células comienzan el proceso de adherencia al
plato de cultivo (ver figura 3.4 A), ademds, se observan pequefios grupos de células
que comienzan a unirse (ver figura 3.4 B). A partir de las 48 horas, la granulosidad
de las células en su citoplasma es evidente con coloraciéon de hematoxilina/eosina
(de alli su nombre) (ver figura 3.4. C). Después de 72 horas de cultivo es evidente
el alargamiento del citoplasma, lo que caracteriza el inicio de la formacién de la
monocapa, la cual ocupa la totalidad del plato de cultivo a las 96 horas (ver figuras
3.4DyE),ypuede ser evaluada con microscopia de contraste de fase para observar
las viabilidad del cultivo horas (ver figuras 3.4 Fy G).

12 h 24h 48 h 72h 96h

754

Figura 3.4. Morfologia y cinética de las células de la granulosa bovina en cultivo a las 12, 24, 48, 72 y 96 horas.
A-E: Tincién de hematoxilina/eosina, F-G: evaluacion de monocapas de granulosa. A: inicio de adherencia al plato
de cultivo; B: agrupacion de células de la granulosa; C: granulos en el citoplasma; D-E: formacion de monocapa;
F-G: evaluacion de viabilidad del cultivo en microscopio de contraste de fases.

Procedimientos para el cultivo de células
de oviducto bovinas

Toma de muestras: Recoleccion de oviductos

*  Proposito: Indicar la forma adecuada para recolectar y transportar oviductos bovinos
desde la planta de beneficio hasta el laboratorio.

*  Materiales: Termo de boca ancha, tijeras curvas estériles, guantes de nitrilo estériles,
termometro, tubos conicos de 50 ml, hielo.

e  Indumentaria: Planta de beneficio local para toma de muestras (ver capitulo 1).

*  Medios: 500 ml de solucién salina (NaCl 0,9%) (ver capitulo 2).
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Procedimiento:

Llenar un tubo cénico de 50 ml con 15 ml de solucién salina (NaCl 0,9%), atempe-
rada a 4°C en el termo con hielo.

Seleccionar tteros de animales con condicion corporal mayor de 3,0 (en escala de 1,0
a 5,0). No incluya uteros gestantes. En caso de que el cultivo de células oviductales
sea para realizar cocultivo con embriones, es preferible colectarlas de tractos que
presenten un ovario o con foliculo preovulatorio (terciario) o cuerpo hemorragico.

Separar el oviducto cortando con las tijeras estériles 5 cm antes de la unién utero-
tubal (istmo), continuando por todo el mesosalpinx y la bolsa ovarica, y teniendo
la precaucion de incluir el menor tejido adiposo posible (ver figura 3.5 B). Puede
dejar incluido el ovario que corresponde a cada oviducto, en caso de necesitarlos
para otros cultivos (ver figura 3.5 C).

Depositar en el tubo los oviductos con solucién salina, y procurar que siempre se
encuentren sumergidos en esta.

Transportar el tubo con los oviductos en el termo con hielo a 4°C hasta su proce-
samiento en el laboratorio.

Figura 3.5. Separacion de oviductos de piezas reproductivas bovinas. A. Ubicacion del oviducto y del mesosalpinx,
corte en la unién Utero-tubarica; B-C. Corte del mesosalpinx con el oviducto; D. Corte del ovario.

Recuperacion de fluido oviductal

Proposito: Indicar la forma adecuada de obtener fluido oviductal con presencia de
células epiteliales bovinas para cultivo celular.

Materiales: Tijeras de diseccion estériles, pinzas estériles, cuchillas de bisturf estériles,
laminas portaobjetos estériles, cajas de Petri de 60 y 100 mm estériles, tubos conicos
de 15 ml estériles, gasa estéril y micropipetas de 10, 100 y 1000 pl.

Medios: 500 ml de solucién salina (NaCl 0,9%) estéril, HEPES, medio de cultivo
de células oviductales (ver capitulo 2).
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Procedimiento:

Retirar la solucién salina de transporte del tubo cénico y lavar los oviductos tres
veces con solucion salina estéril a temperatura ambiente.

En cabina de flujo laminar, colocar el oviducto sobre una gasa estéril exponiendo
el oviducto. Retirar cuidadosamente el mesosalpinx con la ayuda de pinzas y una
cuchilla de bisturi, sin cortar el oviducto (ver figuras 3.6 A y B).

Secar el oviducto disectado con gasa estéril (ver figura 3.6 C).

Remover 3 cm del extremo del apice del cuerno uterino y 3 cm del extremo ovarico
(fimbrias), dejando solo el ampula y el istmo (ver figura 3.6 D y E).

Colocar el oviducto sobre una caja de Petri de 100 mm, la mitad de su longitud en

la caja, y la otra mitad en la tapa (ver figura 3.6 F).

Realizar raspado con una lamina portaobjetos estéril, formando un angulo de
30° y haciendo presiéon desde el extremo ttero-tubarico hacia el extremo ovarico.
Tratar de realizar la mayor parte de manipulacion en la caja (no en la tapa) para
disminuir el riesgo de contaminacién del botén de células que se recuperan (ver
figura 3.6 G y H).

Retirar el oviducto de la caja de Petri. Tomar con una micropipeta de 1000 ul el pellet
celular de aspecto denso y color amarillo. Pasar el pellet a una caja de Petri de 35 mm
estéril, con 3 ml de medio HEPES, y resuspender el pellet celular. Por tltimo, pasar
el pellet a un tubo coénico de 15 ml estéril con 10 ml de medio de lavado HEPES,
atemperado a 37°C (ver figura 3.6 A y B).

Dejar que las células se sedimenten por gravedad durante 5 min (se pueden obtener
entre 0,1 ml a 1 ml de células por cada oviducto procesado).

Aspirar y descartar el sobrenadante, dejar solo el pellet compuesto por camulos
grandes de células. Resuspender el pellet con 10 ml de medio HEPES y dejar de-
cantar 5 min.

Descartar el sobrenadante y adicionar 5 ml de medio HEPES, aspirar suavemente
con una jeringa de 5 ml y aguja de 25Gx5/8. Realizar tres pases de las células por
la jeringa para separar los cumulos mas grandes.

Dejar decantar durante 5 min.

Retirar el sobrenadante y adicionar 10 ml de medio de cultivo de células oviductales
atemperado a 37°C y resuspendet.
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TR

Figura 3.6. A-B-C. Corte de tejido sobrante; D-E. Corte en unién ovarica y Utero-tubarica; F-G-H. Raspado de oviducto

Siembra de células oviductales

*  Propésito: Indicar la forma adecuada para la siembra y cultivo de células oviduc-
tales bovinas.

e Materiales: Caja para cultivo celular de 24 pozos, micropipetas de 10, 100 y 1000 ul.

*  Equipos: Estereoscopio, cabina de flujo laminar, incubadora de CO,, microscopio
invertido de contraste de fase.

*  Medios: Medio de lavado HEPES, medio de cultivo de células oviductales (ver
capitulo 2).
Procedimiento:

*  Marcar la caja de siembra (24 pozos) con la fecha y el nombre del cultivo. Abrirla
solo en la cabina de flujo laminar.

*  Colocar en cada pozo 1 ml de medio de cultivo de células oviductales.
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En cada pozo, sembrar 10 pl del ultimo medio resuspendido con las células (ver
figura 3.7).

Incubar bajo ambiente controlado, a 37,5°C, 5% de CO, y humedad relativa del 90%.

Verificar en microscopio de contraste de fase antes de llevar a la incubadora, la pre-
sencia de movimiento ciliar como signo de viabilidad celular (ver figura 3.8, y el enlace
http:/ /www.youtube.com/watch?v=10zx7iRWxS4&feature=player_embedded).

Revisar cada 24 horas el estado del cultivo, observar los cambios morfoldgicos del
cultivo, y si hay presencia de pozos contaminados, retirarlos.

Figura 3.7. Cultivo de células de oviducto.

Figura 3.8. Verificacion de viabilidad celular en microscopio.
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Evaluacion morfologica de cultivo de células oviductales

*  Propésito: Identificar la morfologia caracteristica de las células oviductales bovinas
durante su cultivo i vitro.

*  Materiales: Micropipetas de 10, 100 y 1000 pl, laminas portaobjetos y laminillas
cubreobjeto.

*  Medios: Soluciéon de Giemsa (ver capitulo 2).

*  Equipos: Microscopio invertido de contraste de fases, microscopio éptico.

Procedimiento:

e Tomar 10 pl del dltimo medio resuspendido después de los lavados y realizar un
extendido en una lamina portaobjetos.

*  Dejar secar al aire.

*  Fijar en metanol al 96% por 10 min.

*  Aplicar la solucién con el colorante Giemsa sobre la lamina portaobjeto, cubriéndola
completamente. Dejar actuar por 20 min.

¢ Lavar suavemente con agua corriente.

*  Dejar secar al aire y evaluar al microscopio dptico en objetivo de 40 y 100X.

Evaluacion al dia cero y uno:

En el epitelio oviductal es importante identificar las células secretoras y las células ciliadas, tanto
en su forma simple (ver figura 3.9), como los agregados celulares (ver figura 3.10), los cuales
se pueden observar en el medio en suspension o precipitados en el pozo de cultivo. Segun el
dia de cultivo, ambos tipos celulares forman estructuras diferenciales en el cultivo.

Evaluacion al dia tres:

Revisar las células cada 24 horas permite identificar contaminaciones y observar los
cambios de morfologfa. El dia tres de cultivo se debe observar, en los agregados celulares
en suspension, un movimiento ciliar activo de las células ciliadas y, en el fondo del pozo,
el inicio de la adherencia por parte de las células secretoras que comienzan a formar
monocapa (ver figura 3.11)

Evaluacion entre los dias cinco y ocho:

El dia cinco de cultivo, las células alcanzan la confluencia tapizando el fondo del pozo,
y los agregados de células en suspensioén contintian con la presencia de movimiento de
forma muy activa. Para el dia ocho se puede observar el alargamiento de las células que
forman la monocapa, y el movimiento ciliar sigue presente como signo de viabilidad del
cultivo (ver figura 3.12, y el enlace http:/ /www.youtube.com/watch?v=nOtnfAG8STc).
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Figura 3.9. Morfologia celular al dia del aislamiento.
Tincion de Giemsa. A. Célula secretora del epitelio

oviductal; B. Célula ciliada del epitelio oviductal.

(A) B)

Figura 3.10. Primer dia de cultivo. A: agregados de células precipitados; B: agregado de células en suspension.

Figura 3.11. Dia tres de cultivo. A: agregado de células oviductales en suspension; B: adherencia de células
epiteliales oviductales al fondo de la caja; C: inicio de formacion de monocapa de células de epitelio oviductal.
Tincion de Giemsa.

Figura 3.12. Morfologia de las células oviductales en cultivo. A: ambos tipos celulares al dia cinco; B: ambos tipos
celulares al dia ocho; C: monocapa al dia ocho. Tincién de Giemsa.
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Indicaciones para cocultivo de embriones

*  Proposito: Identificar la forma adecuada de utilizar camulos de células oviductales
en el sistema de cocultivo con embriones bovinos.

*  Materiales: Micropipetas de 10 pl.

*  Medios: Cultivo celular y medio de desarrollo CR1 AA de trabajo (ver capitulo 2).

e Equipos: Estercoscopio.

Procedimiento:

*  El cultivo de células de oviducto se inicia el mismo dia de la maduracién de los
oocitos; asi, el tercer dia coincide con el momento en el cual los presuntos cigotos
inician la etapa de cultivo.

*  Veinte minutos antes del momento de cultivo de los presuntos cigotos, se sacan las
cajas de cultivo celular y se evaldan aquellos pozos que tengan células con movi-
miento ciliar activo y que no presenten contaminacion.

e Seleccionar colonias celulares con movimiento celular activo y someterlas a tres
lavados en gotas de 50 ul de medio de cultivo celular y una gota final de 100 pl de
medio CR1 AA, antes de colocatlos con los embriones.

*  Sacarla caja de cultivo de embriones previamente preparada, y colocar diez agregados
por cada embridn que se vaya a poner en cultivo.

e Realizar los procedimientos de cultivo de embriones in vitro (ver capitulo 5) y co-
locarlos en la caja previamente preparada con los agregados celulares de oviducto.
Llevar a la incubadora bajo las condiciones utilizadas para embriones (ver figura 3.13).

Procedimientos para aislamiento y cultivo
primario de células endometriales epiteliales
bovinas (CEEP)

Toma de muestras: recoleccion de uteros

*  Propésito: Indicar la forma adecuada para la seleccion, recoleccion y transporte de
uteros desde la planta de beneficio hasta el laboratorio.

*  Materiales: Nevera de poliestireno expandido (icopor), pilas de frio, tijeras estériles,
guantes estériles, bolsas resellables, overol, botas, casco y gorro blanco.

e Indumentaria: planta de beneficio local para toma de muestras (ver capitulo 1)

*  Medios: 1000 ml de solucién salina (NaCl 0,9%) (ver capitulo 2).
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Figura 3.13. Cocultivo de células oviductales y embriones.
A. agregados de células oviductales seleccionados; B y C. embriones en cocultivo. Las flechas muestran
los agregados de células oviductales. Microscopio invertido.

Procedimiento:

*  Poner las pilas de frio en la nevera de poliestireno expandido para garantizar una
temperatura aproximada de 4°C. Adicionar solucién salina en la bolsa resellable e
introducirla en la nevera, procurando en todo momento mantenerla cerrada para
evitar un aumento de temperatura.

*  No incluir teros gravidos dentro del material recolectado, ya que es frecuente la
presencia de prefieces, no detectables al tacto, en el momento de seleccionarlos
(ver figura 3.14 A). Tener en cuenta la actividad de los ovarios, seleccionar los que
tengan cuerpo lateo y foliculos, y no retirar los ovarios hasta llegar al laboratorio
(ver figura 3.14 B).

*  Retirar con cuidado el tejido circundante (mesometrio, ligamento ancho, etc.), para
no ocupar mucho espacio en la bolsa, y depositar los tteros dentro de esta con
solucién salina. Cerrar la bolsa.

e Depositar la bolsa en la nevera y tapar. Repetir este proceso para cada utero.

*  Finalizadala recoleccion, retirar con cuidado la solucion salina sucia y lavar dos veces
los tteros con solucién salina limpia para extraer la mayor cantidad de sangre posible.

*  Adicionar la cantidad suficiente de solucién salina limpia para cubrir los dteros, sellar
las bolsas y asegurarse de que quede la menor cantidad de aire posible.

e Verificar la hora de salida, cerrar muy bien la nevera y transportarla lo mas pronto
posible al laboratorio.

Nota: El tiempo maximo desde el inicio de la recoleccién de uteros hasta llegar al
laboratorio no debe superar las dos horas.
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Figura 3.14 A. Utero con prefiez temprano (no apto para recoleccion); B. Utero apto para cultivo de CEEP.

Preparacion de uteros para aislamiento de CEEP

*  Propésito: Indicar la forma adecuada para el procesamiento de los uteros en el
laboratorio antes de realizar el aislamiento de CEEP.

*  Materiales: Cedazo metalico, tijeras estériles, guantes estériles, gasas estériles.

*  Medios: 1000 ml de solucién salina (NaCl 0,9%), 700 ml de solucién salina yodada
(ver capitulo 2), alcohol al 70% y clorexidina.

Procedimiento:
¢ Al momento de llegar al laboratorio, verificar la hora.
e Depositar los tteros en el cedazo metalico.

e Lavar los tteros con 500 ml de solucion salina. Retirar la mayor cantidad de sangre
posible y desinfectar su parte externa con 500 ml de solucién salina yodada (2%)
(ver figura 3.15).

Figura 3.15. Lavado de Uteros bovinos provenientes de matadero. A: Con solucién salina; B: Con solucion yodada.
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*  Retirar con cuidado el tejido conectivo (mesoovario, mesosalpinx y mesometrio)
circundante con tijeras estériles y la mayor parte de tejido vascular sin exponer el
endometrio (ver figura 3.16).

*  Descartar aquellos tteros que presenten material purulento, material sanguinolento,

petequias, u otros signos de inflamacién o lesion.

Figura 3.16. Preparacion del utero. A-B. Tejido conectivo; C. Ligamento intercornual; D. Tejido vascular.

f)  Lavar externamente con alcohol al 70% el material resultante.
@) Realizar otro lavado externo con solucion salina yodada (2%0).

h) Extender una gasa estéril sobre una superficie plana, previamente desinfectada, y
ubicar los uteros alli.

i)  Con unas tijeras estériles, realizar un corte desde el cuerpo del utero hasta la parte
apical del cuerno ipsilateral al cuerpo lateo (ver figura 3.17).
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K
)

Exponer el endometrio en forma cuidadosa, lavar dos veces con 25 ml de clorhexi-
dina, frotar suavemente el tejido y retirar la mayor cantidad de moco.

Lavar rapidamente con solucion salina para evitar residuos de clorhexidina.

Descartar los tteros que presenten alteraciones en el endometrio, que puedan alterar

la viabilidad de las células epiteliales.

Figura 3.17. Preparacion del utero. A: la flecha indica el cuerno ipsilateral al cuerpo IUteo; B: inicio del corte desde
el cuerpo del utero; C: finalizacion del corte en la parte apical del cuerno uterino. La flecha indica el aspecto mor-
fologico ideal del endometrio para el aislamiento de las CEEP.

Aislamiento mecanico de CEEP

Propésito: Indicar el procedimiento adecuado para el aislamiento mecanico de
CEEP.

Materiales: Uteros con endometrio expuesto previamente lavados y desinfectados,
gasa estéril, cuchillas de bisturi estériles, cajas Petri de 60 mm, tubos conicos de 15
ml estériles, gradilla y marcador.

Equipos: Cabina de flujo laminar, micropipetas de 100 y 1000 pl, puntas para mi-
cropipeta de 100 y 1000 ul estériles, centrifuga.

Medios: Hank’s Balance Salt Solution (HBSS) y RPMI suplementados (ver capitulo 2).

Procedimiento:

Desinfectar todas las superficies de la cabina de flujo laminar y tener listos todos
los materiales requeridos, para agilizar el proceso.

Adicionar, en una caja Petri de 60 mm, 3 ml de HBSS suplementado.
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*  Poner los uteros sobre una capa de gasa con el endometrio hacia arriba, procurando
que este no esté en contacto con ninguna superficie (ver figura 3.18 A).

*  Con la cuchilla de bisturi, hacer un raspado de la superficie del tejido de forma
suave y longitudinal. Comenzar desde el extremo apical del cuerno hacia el cuerpo
del ttero, de forma unidireccional y sin repetir en el mismo punto el raspado, para
evitar la presencia de células estromales o sanguineas (ver figura 3.18 A). Recorrer
de esta manera todo el endometrio. Una vez finalice el raspado zonal, introducir la
cuchilla en la caja Petri, previamente preparada, y realizar un movimiento firme para
desprender las células de la cuchilla (ver figura 3.18 B).

*  Depositar el contenido de la caja Petri en un tubo cénico de 15 ml (ver figura 3.18 C).

*  Centrifugar tres veces a 2500 RPM por cinco minutos (ver figura 3.18 D). Tener
en cuenta que se debe cambiar el HBSS (las primeras dos veces) y resuspender el
botén cada vez que se centrifugue. Luego de la dltima centrifugacion, cambiar el
HBSS por RPMI.

Figura 3.18. Aislamiento de CEEP. A. Raspado del endometrio; B. Disposicion de material recuperado del endometrio
en el medio de lavado; C. Recoleccion del material para centrifugacion; D. Material resultante después de centrifugar.
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Cultivo de CEEP

*  Propésito: Indicar la forma adecuada de realizar el cultivo primario de CEEP.
*  Materiales: Cajas de 24 pozos, puntas para micropipeta de 100 y 1000 ul estériles.

*  Equipos: Cabina de flujo laminar, micropipetas de 100 y 1000 pl, incubadora, mi-
croscopio invertido, cimara de Neubauer.

*  Medios: Medio para cultivo de CEEP (ver capitulo 2).

Recuento de CEEP: después de la centrifugacion, homogenizar nuevamente el contenido
para obtener 5 pl del tubo cénico de 15 ml, para ser diluido en 95 ul de agua dentro de
un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, para un volumen final de 100 pl (dilucién 1:20).
Guardar el resto del contenido en la incubadora. Poner 10 ul de la diluciéon en cada celda
de la camara de Neubauer, previamente preparada, y realizar conteo (ver capitulo 5).

Marcar la caja (24 pozos) con la fecha, el nombre del biotipo celular (CEEP) y el respon-
sable, asegurandose de abrirla solamente en la cabina de flujo laminar (ver figura 3.19).

*  Calcular la siembra para una concentracién final de 600.000 células /ml.

* Incubara 37,5°C, 5% de CO, y humedad relativa del 90%.

*  Realizar el cambio de medio de cultivo cada 48 horas, inclinando la caja de cultivo en
un angulo aproximado de 45°. Retirar solo 800 ul de cada pozo y reponer el mismo

volumen de medio RPMI suplementado.

Figura 3.19. Caja de cultivo lista para ser introducida en la incubadora.
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Caracteristicas de las CEEP a los dos, cuatro
y seis dias de cultivo
*  Las células, una vez sembradas, no experimentan ningin cambio morfolégico apa-

rente hasta el dia dos o tres.

*  Aldia cinco o seis, las células inician la formacién de pseuddpodos irregulares y se
adhieren al piso del plato.

e La aproximacion celular inicia mas o menos a las 12 horas de cultivo, y logra una
confluencia aproximadamente del 90% al dia 14 (ver figura 3.20).

Figura 3.20. Cinética y dinamica de cultivo de las CEEP en cultivo primario. Las CEEP no presentan cambios
aparentes hasta el dia cuatro a cinco, cuando inician el proceso de adhesion por zonas. Obsérvese que en los
dias dos, cuatro y seis, mas del 90% de las células presentan morfologia irregular.

Caracteristicas de las CEEP a los ocho, doce
y catorce dias de cultivo

Las CEEP presentan una morfologia cuboidal, columnar o piramidal (ver figura 3.21).

Figura 3.21. Cinética y dindmica de las CEEP en cultivo primario a los dias 8, 12y 14. A. Las células inician la for-
macion de islotes o botones celulares organizados al dia 8 de cultivo; B. El dia 12 aumentan la confluencia; C. El dia
14 alcanzan una confluencia de aproximadamente el 90%. En la figura se observan las células flotantes. Las flechas
de colores muestran: azul, células con morfologia columnar; negra, morfologia piramidal; roja, morfologia cuboidal.
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La senescencia celular, o muerte celular, hasta el dia 10 de cultivo, puede ser evaluada
indirectamente por el porcentaje de células flotantes en el pozo. Las células con senes-
cencia, o muertas, se dispondran en la superficie del pozo (células flotantes).

Si el porcentaje de células flotantes supera el 80%, de la superficie del pozo, se sugiere
repetir el proceso.
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