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PRACTICA 2.  RECONTO DE CÉLULAS, AVALIACIÓN DA VIABILIDADE E CONXELACIÓN DE LIÑAS CELULARES
OBXECTIVOS
· Facer resementeira de células cultivadas.  

· Coñecer a cámara de Neubauer e o seu uso para o conteo celular. 

MATERIAL E EQUIPO
Todo o material de cultivo debe ser esterilizado previamente.

· Pipetas 

· serolóxicas de 2 e 5 ml. 
· Campá de fluxo laminar.  

· Cámara de Neubauer. 
· Pipeteador automático. 
· Vaso de precipitados ou frasco para conter restos. 
· Etanol ó 70%. 
· Incubadora. 
· Micropipeta P-100 e P-1000
· Puntas P-100 e P-1000
· Microscopio invertido. 
· Células cultivadas.
· Criotubos

REACTIVOS
· Solución buffer de fosfatos (PBS). 
· Bicarbonato.

· Medio 199 Medium 199 with EBSS, L-glutamine. 
· Medio L15 (LEIBOVITZ) W/O L-GLU 

· Soro Fetal Bovino (SFB). 
· Antibiótico-antimicótico (100X).
· L-Glutamine

· Tripsina - EDTA ó 0.05 %. 
· Azul de tripano.
· FBS.
· DMSO.
SOLUCIÓNS
· Azul de  tripano ó 0.4% en PBS. 
PROCEDEMENTO
A. Renovación do medio. 
□ 1.Observación dos cultivos. 

□ 2. Preparar novos medios de cultivo. (94 ml de Medio 199 + 2 ml da disolución de bicarbonato + 1 ml da solución antibiótico-antimicótico 100x + 3 ml de Soro Fetal Bovino). (95 ml de Medio L-15 + 1 ml de L-Glutamine + 1 ml da solución antibiótico-antimicótico 100x + 3 ml de Soro Fetal Bovino).
□ 3. Desbotar o medio de cultivo (nun novo Flask, por se houbese células vivas). 

□ 5. Engadirlle 25 ml do mesmo medio (para o flask grande).

B. Tripsinización das células. 
□ 6. Placa con células formando unha monocapa, e en crecimiento exponencial. 

□ 7. Desbotar o medio de cultivo. 

□ 8. Agregar un volume de PBS igual ó que tiña de medio de cultivo (lavar as células). 

□ 9. Desbotar o PBS. 

□ 10. Engadir 1 ml de tripsina-EDTA, inclinando a botella para formar unha capa superficial sobre todas as células. Observar a forma das células.
□ 11. Incubar na estufa 1-3 minutos, dependiendo do activa que estea a tripsina.

□ 12. Observar no microscopio invertido que as células están despegadas. Neutralizamos a tripsina engadindo 10 ml de medio de cultivo. Evitar facer burbullas ou espuma ó mezclar para non alterar o conteo celular.

C. Conteo e viabilidade celular
□ 13. Empregar unha solución de 4 mg de azul de tripano por ml de PBS.
□ 14. Tomar 40 µl do homoxenizado de células (12.) e mezclalo con 40 µl da solución de azul de tripano, nun tubo de 1,7 ml. 
□ 15. Cargar a mezcla nos lados A e B da cámara de Neubauer. 
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□ 16. Contar as células viables (brancas, refrinxentes), aquelas que non incluiron o colorante, e as mortas (azuis oscuras), de cada un dos catro compartimentos dun lado. Calcular a media dos catro para cada un dos dous lados (ten que ser similar en A e B).
□ 17. Multiplicar a media por 2 104, para obter o número de células/mL.

□ 18. Calcular o número de células multiplicando polo volume total.
□ 19. Resultados da contaxe celular
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□ 20. Viabilidade Celular
	N. de células mortas
	Promedio
	Células /mL
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Porcentaxe de Viabilidade Celular: ____________________________. 
D. Resementeira 

□ 21. Calcular cantos ml temos que engadir para ter 50000 cel/cm2.
□ 22. Engadir ese volume (50000 x 8,6 cm2 = 430000) a 5 dos  6 ocos da placa.

□ 23. Completar con medio fresco. Tamén no oco valeiro do control.
□ 24. Observar ó microscopio invertido e incubar. En 24 horas as células deberían estar xa fixadas e poderíanse empregar para o experimento de toxicidade. 

D. Conxelamento
□ 25. Poñer o resto do homoxenizado celular nun tubo de 12 mL estéril e centrifugar a 400 xg durante 8 minutos.  
□ 26. Calcular cántos ml do medio de conxelación temos que engadir para que en cada tubo teñamos 5 millóns de células/ml.
□ 27. Etiquetar os criotubos co nome da liña celular, pasaxes feitos, data e persoa que a conxela. 
□ 28. Na campá de fluxo, desbotar o sobrenadante.
□ 29. Engadir a cantidade de medio preparado correspondente a un 80% do volumen total e homoxenizar.
□ 30. 10% de FBS.
□ 31. 10% de DMSO e homoxenizar. 
□ 32. Cargar en cada criotubo 1 mL da suspensión e pechalos ben.

□ 33. Enfriar lentamente meténdoos un par de horas na neveira, logo no conxelador de -20 ̊C,  no de -80  ̊C e por último en nitróxeno líquido.
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PRACTICA 2b.  CULTIVO PRIMARIO: LINFOCITOS DE SANGE HUMANO
OBXECTIVOS

· Coñecer as bases do cultivo primario. 

· Obter un maior número de células en mitosis. 

MATERIAL E EQUIPO
Todo o material de cultivo debe ser esterilizado previamente:

· Pipetas de 10 mL ou 5 mL.

· Frasco para conter residuos. 

· Frasco con Etanol ó 70%. 

· Campá de fluxo laminar (opcionalmente pódese traballar entre 2 mecheiros). 

· Incubadora a 37 ºC. 

· Tubos de 12 ml. 

· Sangre fresca completa. 

REACTIVOS

· Medio Mc Coy 5A. 

· Fitohemaglutinina. 

· Penicilina- estreptomicina ó 100x. 

· Etanol. 

SOLUCIÓNS

· Medio Mc Coy 5A . 

PROCEDEMENTO
A. Cultivo/sembra.
□ 1. Obter unha mostra de sangre humano (3-5 ml) heparinizado (tapón verde), ou con EDTA (violeta).
□ 2. Nun tubo de 12 ml estéril e etiquetado, engadir neste orden: 

□ a. 2.5 ml de Medio Mc Coy 5A. 

□ b. 160 µl de Fitohemaglutinina. 

□ c. 1.6 µl de antibiótico 100x. 

□ d. Por último engadir 3.0 ml de sangue completo. Non empregar unha punta moi fina para non danar as células sanguíneas. 
□ 3. Pechar o tubo e mezclar suavemente. 

□ 4. Incubar a 37  ̊C por 72 horas (un máximo de 96 h). 
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