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Obtención y caracterización de una línea celular diploide
de riñón humano

Lic. Luis Morier,1 Téc. Margarita Gómez,2 Dr. Juan J. Rodríguez3 y Lic. Lissette Pérez4

RESUMEN

Se obtuvo una nueva línea celular diploide de riñón embrionario humano mediante subcultivos seriados (Mag) a partir de un
cultivo primario. Se preparó aplicando la técnica de explanto en lugar de la clásica digestión enzimática con tripsina. El proceso
de estabilización de la línea diploide luego del “cultivo secundario” se alcanzó entre los pases 6 y 7. Fueron probados 3 medios de
cultivo durante el proceso, demostrándose que solo el MEM fue completamente satisfactorio. Las características biológicas de
la nueva línea fueron: morfología fibroblástica, medio de cultivo Eagle MEM con 10 % de SBF, split 1:2 a 1:3, cariotipo humano
normal, viabilidad poscongelación de 60 %, libre de contaminantes y no tumorigénica. Los subcultivos 11-13 de Mag criopreservados
fueron estudiados desde el punto de vista de su utilidad para el diagnóstico de diferentes grupos virales.
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La historia de los cultivos de células animale
comienza en los inicios del siglo xx.1-5 En la primera
mitad era un mito cultivar células in vitro, durante
mucho tiempo solo se lograba mantener células 
cortes de tejidos de animales en coágulos que
formaban con extractos de esos tejidos y plasma
suero del mismo animal.3 Aunque los intentos por
mantener explantos de tejidos in vitro se han
informado desde 1907, el comienzo de la era mode
del cultivo celular lo marcó el establecimiento de la
primeras líneas celulares (HeLa y células-L de rató
y los estudios iniciales para determinar lo
requerimientos nutricionales de las células en cultivo6

Existen 3 tipos mayores de cultivos celulare
para el diagnóstico viral: cultivos primarios, línea
celulares diploides y líneas celulares continuas
establecidas.2,3,5-14

Se ha descrito en la literatura un amplio rang
de líneas celulares animales, incluidas la
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humanas.13-15 Para los estudios de rutina de los
laboratorios de virología, los cultivos celulares que
se utilizan son diploides y continuos. Tales líneas
no siempre son adecuadas para todos los propósitos
porque no hay un tipo celular universal, o sea,
sensible al crecimiento de todos los virus. En estas
situaciones el investigador puede considerar
preparar su propio cultivo primario y tratar de
establecer una nueva línea celular con fines
diagnósticos o de investigación.2,7,8

Se conoce que el uso de los cultivos de células
primarias desempeña un papel prominente en el
desarrollo de la virología como ciencia, así como
en su aplicación a la inmunología, sin embargo, son
caros, consumen tiempo para prepararlos y tienen
un tiempo de vida muy limitado.7,13

Hayflick y Moorhead desarrollaron las líneas
celulares dipliodes en los años 60. La mayoría de
estas líneas son del tipo celular fibroblástico; son
1 Licenciado en Microbiología. Investigador Auxiliar. Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí”
(IPK).

2 Técnica en Microbiología. Laboratorio Nacional de Genética Médica.
3 Máster en Virología. IPK.
4 Licenciada en Microbiología. Investigadora Agregada. IPK.
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sensibles a un número de virus que habían sido difícil
de cultivar previamente de muestras clínicas.9

A pesar de que las células primarias de orige
humano, incluidas las embrionarias de riñón, so
muy sensibles para el aislamiento de virus3 y ofrecen
la más estrecha aproximación de la situación in
vivo,7 estas no se encuentran disponibles a diari
en los laboratorios de diagnóstico virológico y no
es posible obtener un banco, por lo que es necesa
tratar de establecer líneas celulares diploides, co
una sensibilidad igual o superior a los sistema
recomendados en el aislamiento de los virus. Po
lo antes expuesto, los autores de este trabajo 
propusieron la obtención de una línea celula
diploide de riñón embrionario humano que pudiera
ser utilizada posteriormente para el diagnóstico d
algunos virus.

MÉTODOS

MATERIALES

Riñón embrionario humano: se obtuvo a
partir de un feto normal, de 22 semanas, del sex
masculino.

Medios de cultivo: se utilizaron los medios
Ham F-10, Eagle MEM y Dulbecco MEM;
suplementados con diferentes concentraciones d
suero bovino fetal (SBF) (Sigma).

PROCEDIMIENTO

Preparación del cultivo primario

Se obtuvo el riñón, con todas las condiciones d
asepsia y antisepsia, en un flujo de aire laminar y s
colocó el órgano en solución salina buferada (PBS
con antibióticos (100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL
de estreptomicina y 2,5 mg/mL de anfotericín B).

Se preparó el tejido en placas de Petri, lavándo
varias veces con PBS con antibióticos. Se elimin
el tejido de los cálices, la cápsula y la pelvis rena
dejando solo el parénquima, el cual se fragment
en piezas pequeñas de 1-2 mm2.

Se colocaron 25-30 piezas en una placa de Pe
que contenía 1 mL de medio Ham F-10
suplementado con 50 % de suero bovino feta
(SBF). Se inclinó la placa para esparcir las pieza
uniformemente y se incubó a 37 ºC en atmósfer
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de 5 % de CO
2
, hasta que las piezas se adhiriero

al soporte. Después se añadió medio de culti
Ham F-10 hasta completar 5 mL.

Se hizo cambio de medio de cultivo (Ham
F-10 suplementado con 10 % de SBF) a las 24
para elimininar los detritos celulares y se dejaro
crecer bajo las mismas condiciones.

Obtención de la línea diploide. Selección de
medio de cultivo

Cuando las células cubrieron 50 % de l
superficie del soporte, se disgregaron, diluyeron
pasaron a un frasco de cultivo de 75 cm2, y se
incubaron a 37 ºC con almósfera de CO

2
 hasta la

formación de una monocapa. En este momento
comenzó a llevar en paralelo en 2 medios de cultiv
el Ham F-10 utilizado durante la obtención de
cultivo primario y el Eagle MEM.

Se continuaron haciendo subcultivos (anexo 
en frascos de 75 cm2, hasta el pase 3 en el que s
congelaron 2 lotes de células en sus respectiv
medios según el método descrito por Bird.14

A partir del subcultivo 3 se continuaron los
pases en medio Eagle MEM con split 1:2 a 1:3, y
en el subcultivo 4 se comenzó a pasar par
lelamente con Dulbecco MEM suplementado co
10,0 % de SBF.

En el subcultivo 6 con Eagle MEM y 10,0 %
de SBF se acortó el split a 1:1 y se amplió el tiempo
de cultivo en los pases hasta el subcultivo 8 en q
se retomaron las condiciones iniciales
manteniéndose en el subcultivo 9, en el que 
preparó un lote de células criopreservadas,
continuando hasta el subcultivo 15.

Morfología

Se determinó qué tipo de célula predominab
fibroblástica o epitelial por observación directa d
las células del cultivo primario y de los subcultivo
del 9-11 a través del microscopio invertido Olympu
CK 2 con aumento 40x.

Cariotipo

Se utilizaron células mitóticas en metafase d
cultivo primario y del subcultivo 15, siguiendo la
técnica descrita por Bird y Forrester.14



44
Determinación de contaminantes e infección
por micoplasmas

De un frasco con cultivo del pase 9 se preparó
una suspensión celular, se eliminó 2/3 del medio d
cultivo, se desprendieron las células con un policía
y se mezclaron bien en el 1/3 del medio que qued
en el frasco. Se inoculó en diferentes medios
diagnósticos en busca de contaminantes. Par
bacterias se inoculó 0,5 mL y 0,2 mL en caldo
tioglicolato y en agar sangre respectivamente y s
incubaron a 37 ºC durante 2 semanas. Para hong
se utilizó caldo Saboureaud incubado a 22-25 ºC
por 21 d. Para micoplasmas se sembró 0,1 mL e
agar PPLO y se incubó a 37 ºC en aerobiosis 
con admósfera de CO

2 
durante 3 semanas. También

se sembró en caldo PPLO a 37 ºC  subcultivándos
en agar PPLO a los 6-7 d. Finalmente, se procedi
a la extracción de ADN para una reacción en
cadena de la polimerasa (RCP) (primer genérico).

Para detectar virus, se inocularon 6 tubos con
células MDCK con 200 mL de la suspensión
celular, se incubaron a 33-35 ºC durante 21 d
Igualmente se procedió con células MRC-5 y Vero
pero incubadas a 37 ºC.

A 2 tubos de cada línea celular sembrados co
la suspensión celular se les hizo la prueba d
hemadsorción (Had) con eritrocitos de curiel 0,5 %
según el método de Lennette8 y el resto se observó
diariamente para detectar la aparición de ECP.16

En todas las pruebas se utilizaron controles
negativos, inoculando medio de cultivo estéril en
las mismas cantidades que la suspensión celular

Viabilidad poscongelación: se determinó la
viabilidad por medio de conteo en cámara de
Newbawer empleando azul de Trypan 3 % como
colorante vital, y se calculó según la fórmula de
Paul.14

Tumorigenicidad

Se realizó el método de formación de colonias
en agar suave modificado por la utilización de medio
MEM Dulbecco.17,18 Las células se sembraron a
razón de 105,104,103 y 102 por pozo de 15 mm de
diámetro. Se incubaron a 37 ºC con 5 % de CO

2
 y

% células
viables=

células viables (sin colorear)

Células viables + Células muertas (coloreadas)
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se observaron a los 3, 7, 10 y 14 d después de
sembradas. Las colonias de más de 16 células
fueron contadas a los 14 d y fue calculada la
eficiencia de clonaje (EC)19 mediante la fórmula:

RESULTADOS

OBTENCIÓN DEL CULTIVO CELULAR PRIMARIO

Se obtuvo un cultivo celular primario a partir
de un riñón de un feto humano normal, del sexo
masculino y de 22 semanas de edad. La técnica
empleada fue el cultivo de explanto.

OBTENCIÓN DE LA LÍNEA CELULAR DIPLOIDE
A PARTIR DEL CULTIVO PRIMARIO

En el subcultivo 3 se dio por obtenida una línea
diploide, fue denominada Mag. En los subcultivos
9-13 se hicieron todos los estudios de
caracterización.

Morfología

Las células fibroblásticas fueron las que
caracterizaron a la línea celular Mag (fig.)

Medios de cultivo

Las características del crecimiento durante el
proceso de obtención de la línea celular Mag
aparecen en la tabla 1.

Fig. Morfología fibroblástica de la línea celular Mag.

EC =
(número de colonias ³ 16 células) x 100

número de células sembradas
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El medio de cultivo Ham F-10, suplementad
con 10,0 % de SBF sin antibióticos, fue el utilizad
en un lote de los subcultivos 1-3, pero fue sustituid
por Eagle MEM 90,0 %, SBF 10,0 %, sin anti-
bióticos a partir del subcultivo 4 y este último
medio también fue utilizado en otro lote desd
el subcultivo 1 hasta el 15, lográndose l
formación de monocapas con ambos medios,
que no ocurrió con el medio Dulbecco MEM
suplementado con SBF y Hepes. Se hizo camb
de medio a los 4 d, con uno adicional el séptim
día al frasco con Dulbecco MEM, de acuerd
con las características del crecimiento y al p
del medio de cultivo.

Split

El split utilizado fue siempre 1:2 a 1:3.

Cariotipo

El número diplode de cromosomas (2n= 46
característico de la especie humana, fue el q
predominó en más de 75,0 % de las 50 célul
del subcultivo 15 que se sometieron al exame
del cariotipo. Previamente se había hecho 
cariotipo al cultivo primario con este mismo
resultado. Esto permitió clasificar la línea celula
como diploide.

La frecuencia de distr ibución de los
cromosomas del cariotipo hecho al subcultiv
15 fue la siguiente:

50 células 2 1 1 2 39 1 2 2

# de cromosomas 41 43 44 45 46 47 50 52

TABLA 1 . Características del crecimiento durante el proceso d
obtención de la línea celular Mag

Pase Característica Medio Cambio
de cultivo de medio Split

1-3 Monocapa Ham F-10
 en 6-7 d  90 %;

 SBF 10 %;
sin antibióticos     4d 1:2 a 1:3

4-15 Monocapa Eagle MEM
en 6-7 d 90 %; SBF 10 %;

 sin antibióticos     4 d 1:2 a 1:3
1-15 Monocapa Eagle MEM

en 6-7 d  90 %; SBF 10 %;
sin antibióticos     4 d 1:2 a 1:3
45

o
o
o

e
a
 lo

io
o
o
H

)
ue
as
n

el

r

o

e Viabilidad poscongelación

Se congelaron células a - 196 ºC de lo
subcultivos 3 y 9. Se hicieron descongelaciones 
ambos subcultivos a los 3 meses. La viabilida
poscongelación de estos subcultivos en ese tiem
fue de 60,0 %.

Contaminaciones

En la tabla 2 aparecen los resultados de l
pruebas hechas en el subcultivo 9 en busca 
contaminantes. Como se puede apreciar est
células se mostraron libres de contaminante
bacterianos, micóticos, virales y de micoplasmas

Tumorigenicidad

Las células Mag y MRC-5 (ATCC CCL171)15

se multiplicaron hasta formar colonias de 4 a 8 c
lulas que detuvieron su crecimiento a partir de
séptimo día, mientras que las HeLa se multiplicaro
hasta formar 710 colonias de más de 16 célula
obteniéndose como promedio 713 ± 8 colonias e
la dilución 103 y 65 ± 4 en 102; en las diluciones 104

y 105 las colonias fueron incontables.
Para la líneas celulares Mag y MRC-5 la EC

fue 0 y para HeLa fue de 70,0 %.

DISCUSIÓN

Existen varias formas de disgregar los tejidos
de las cuales la menos agresiva es el cultivo 
explantos. Teniendo en cuenta que las célul
embrionarias para cultivo primario son muy frágiles
se decidió utilizar esta técnica para obtener 
cultivo primario y los resultados obtenidos
demuestran que fue una buena selección.7

TABLA 2 . Pruebas para detectar contaminantes en la línea celu
Mag

Medios de cultivo/diagnóstico Resultados

Caldo tioglicolato No crecimiento bacteriano
Agar sangre No crecimiento bacteriano
Sabouraud agar No crecimiento de hongos
PPLO agar No crecimiento de

micoplasmas
RCP micoplasmas Negativo
Línea celular Vero No ECP / Had negativa
Línea celular MDCK No ECP / Had negativa
Línea celular MRC-5 No ECP / Had negativa
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La composición del medio de cultivo es hasta
ahora el factor más importante en el cultivo de
células animales.20 Las principales funciones de
los medios de cultivo celulares son mantener el pH
y la osmolaridad esenciales para la viabilidad celula
y aportar los nutrientes y energía necesarios pa
el crecimiento y la multiplicación celular. El medio
de cultivo Ham F-10 se ha diseñado para lo
cultivos celulares libres de suero, y por lo tanto e
un medio muy rico en nutrientes. Leppendinger
recomienda el uso del medio de cultivo Ham F-10
o algunos de sus derivados para hacer los cultivo
primarios de células adherentes.20-23

La mayoría de los medios basales para cultivo
celulares no permiten el crecimiento de células po
sí mismos y es práctica común suplementar lo
medios de cultivos celulares con sueros
animales.14,20 Cartwright, basado en los trabajos
de Eagle plantea que esta suplementación e
necesaria para suministrar factores no identificado
pero esenciales para lograr un crecimiento celula
eficiente.24 Bird señala que el suero de los animale
más jóvenes promueve un mejor crecimiento celula
y es menos probable que contengan sustancias q
interfieran en dicho crecimiento. El suero bovino
fetal es el preferido, debido a su falta de
inmunoglobulinas y a su reputación por no inhibir
el crecimiento de virus en células cultivadas en
medios que lo contienen. Bird y Cartwright
expresan que el medio de crecimiento deb
contener, como regla general, 10,0 % de suero
Por todo esto fue que se suplementó el medio Ha
F-10 con 10,0 % de SBF.14,20

Según Sato, cuando se cultivan células de
órganos y tejidos en medios nutrientes suple
mentados con suero, los fibroblastos crecen co
rapidez a partir del explanto y se convierten en e
tipo celular predominate. Koneman, MacDonald
y Bird afirman que los cultivos primarios tienen
una mezcla de tipos celulares. Estos criterio
confirman el predominio de células fibroblásticas
con escasas células epiteliales que tuvo el cultiv
primario de este estudio. Coincidiendo con los
resultados de este trabajo, Castillo y otros crearon
un banco de células primarias de riñón de perr
con heterogeneidad morfológica de la
monocapa.6,7,10,13,14

A pesar de que por definición, se obtiene una
línea celular desde el primer subcultivo exitoso a
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partir del primario, no fue hasta el subcultivo 3 qu
se decidió dar por obtenida la línea celular diploide
la cual se denominó Mag.

En este trabajo se llegó hasta el subcultivo 1
realizando la caracterización biológica de la líne
celular entre los subcultivos 9-13.

La ausencia de líneas diploides de riñó
humano en los catálogos de la ATCC de 1992
1994 es indicadora de lo laborioso de la obtenció
de estas, por lo que la conducta seguida pare
haber sido adecuada para salvar las dificultad
durante los subcultivos seriados que formaron pa
del trabajo.25

En cuanto a la morfología de la línea Mag, s
plantea que después que las células de un expla
se subcultivan, los fibroblastos son los únicos qu
sobreviven. De ahí que las líneas celulares que es
adaptadas al cultivo seriado tienden a ser de 
solo tipo celular, usualmente fibroblastos en la
líneas celulares diploides.10,14 Además son las
células menos difíciles de propagar en medios q
contienen suero.6 Lo anteriormente dicho reafirma
el resultado de que las células que caracterizar
la línea celular Mag fueron fibroblásticas.
Comparando la morfología de la línea celular d
este estudio con la de otras líneas celulares diploid
se tiene que Castillo y Morier obtuvieron una línea
de pulmón embrionario humano con morfología
fibroblástica; MRC-5 (ATCC CCL171), WI-38
(ATCC CCL75) y FRHL-2 (ATCC CL-160)
también muestran esta morfología.26

El medio de cultivo Ham F-10, suplementado
con 10,0 % de SBF sin antibióticos, fue el utilizad
en un lote de los subcultivos 1-3 de Mag, pero fu
sustituido por Eagle MEM 90,0 %, SBF 10,0 %
sin antibióticos a partir del subcultivo 4 y este último
medio también fue utilizado en otro lote desde e
subcultivo 1 hasta el 15, lográndose la formació
de monocapas con ambos medios, lo que no ocur
con el medio Dulbecco MEM suplementado co
SBF y Hepes. Se hizo cambio de medio a los 4 
con uno adicional el séptimo día al frasco co
Dulbecco MEM, de acuerdo con las característica
del crecimiento y al pH del medio de cultivo.

Sato plantea que los medios nutrientes
comúnmente usados son óptimos para 
crecimiento de las líneas celulares fibroblástica
otros autores recomiendan el uso del medio Eag
MEM para el cultivo de células fibroblásticas de
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mamíferos, y se ha reportado que los fibroblasto
fetales humanos logran mejor morfología y nive
de doblaje de la población con el medio de cultivo
Eagle MEM.6,20 Sumbilla y otros demostraron que
los fibroblastos diploides humanos encuentran s
energía casi totalmente por glicólisis anaerobia 
oxidación de glutamina. Por todas estas razone
fue que se decidió sustituir el medio de cultivo Ham
F-10 por Eagle MEM para continuar desarrollando
la línea celular Mag. Además, hay que tener e
cuenta que dadas las características del medio Ha
F-10, este resulta muy costoso en comparación co
Eagle MEM.27

Los autores de este trabajo piensan que no 
obtuvo igual resultado con el medio Dulbecco
MEM debido posiblemente a que este medio estab
suplementado con Hepes, un tampón orgánic
sintético que según Lennette no es fisiológicamente
inerte y puede afectar el cultivo celular.8

Se suplementó el medio Eagle MEM con SBF
10,0 % como medio de crecimiento y 2,0 % como
medio de mantenimiento de la línea celular Mag
como lo utilizan la mayoría de las líneas similares
mencionadas anteriormente.

Con el split 1:2 a 1:3 en las células Mag se
obtiene la confluencia adecuada al cabo de un
semana; sin embargo, cuando este se violenta
más allá de 1:3 se ponía en riesgo la supervivenc
celular. El split es una característica innata que
varía de una línea celular a otra, incluso entre la
diploides; así vemos que MRC-5 (ATCC CCL 171)
tiene un split 1:2 a 1:5, WI-38 (ATCC CCL75) de
1:3 a 1:5, FRHL-2 (ATCC CL-160) de 1:2 a 1:3, y
PHuE-1 de pulmón humano, obtenida por Castillo
y Morier, tiene un split de 1:3 a 1:6. El split de la
línea celular Mag responde a lo dicho por
Lennette.8,15,26

La viabilidad poscongelación de los subcultivos
3 al 9 fue de 60,0 %. Se encontraron diferente
resultados de la viabilidad poscongelación en otra
líneas celulares: MRC-5 (ATCC CCL171) tiene
una viabilidad de aproximadamente 95,0 %, WI-
-38 (ATCC CCL 75) de 90,0 % y FRHL-2 (ATCC
CL-160) de 81,0 %.15

Se trató de explicar esas diferencias en l
viabilidad entre estas líneas celulares y la obtenid
aquí, basados en los estudios realizados por otr
autores según los cuales la viabilidad celula
consecutiva a la descongelación constituye un rasg
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particular de cada línea. Además, McAteer plantea
que el eflujo de agua es la clave en estos proces
y existen varios factores que la afectan, de ahí qu
los resultados sean diferentes.28

La no detección de contaminaciones
bacterianas, micóticas y por micoplasmas en e
subcultivo 9 de la línea celular Mag avala la
realización de buenas técnicas asépticas. Ademá
el hecho de no encontrar posibles contaminacione
virales confirma que no hubo contaminación
cruzada y que el tejido de origen era totalment
normal.

La tumorigenicidad se realizó por la
potencialidad de las líneas diploides de ser utilizada
como sustratos en la producción de vacunas viva
atenuadas.

La formación de colonias celulares en aga
suave es una manifestación de la no dependenc
del anclaje, lo cual es característico del crecimient
in vitro de las células malignas. Los organismos
regulatorios internacionales han aprobado la técnic
in vitro como válida en la determinación de la
tumorigenicidad celular y autores como Swason y
otros estudiaron el potencial tumorigénico de la
células Vero mediante el método in vivo y la
formación de colonias celulares en agarosa sua
y obtuvieron resultados similares por ambos
métodos. Por este motivo se utilizó este último
método para determinar el potencial tumorigénic
de las células Mag. Como las líneas diploides s
originan de tejido normal y se mantienen normale
a través de los subcultivos, estas no se muestr
invasivas por lo que la EC debe ser 0.14,18,19,29

Se impone en estudios posteriores determina
la utilidad de la línea Mag para el aislamiento y la
multiplicación de diferentes grupos virales, como
pueden ser los virus causantes de infeccione
respiratorias. Hasta el momento, se cuenta con u
nueva línea diploide que pudiera aumentar la bater
de sistemas celulares para las investigacione
virológicas.

SUMMARY

A new diploid cell line of human embrionary kidney was obtained
by serial subcultures (Mag) starting from a primary culture. It
was prepared by applying the explant technique instead of th
classical enzymatic digestion with trypsin. The stabilization
process of the diploid line after the “secondary culture” was
attained between the passes 6 and 7. 3 culture media were tes
during the process. Only the MEM was completely satisfactory
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