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ABSTRACT. Fetal calf sera and sera from calostro and
nom-calostro consuming new born calves were obtained
and compared with commercial products. Sterility
and growth promoting tests, analysis and cuantification
of proteins, pH and triglyceride determination were per-
formed. it was found that it is possible to select serum
batches for different cell requirements from quality con-
trol results. Non—calostro new born calf serum can be
used for some cultures that usually are extremely
dependent of fetal calf serum. Some batches of calostro
new born calf serum can be used for cell hybridization
experiments.

RESUMEN. Se obtuvieron sueros fetales y de animales
recién nacidos que habian consumido ¢ no calostro
materno y éstos fueron eomparados con sueros comer-
ciales similares. Se realizaron pruebas de esterilidad,
promocion de crecimiento, analisis y cuantificacién de
proteinas, pH y determinacion de triglicéridos. Se
encontré que las pruebas de control permitieron selec-
cionar lotes de sueros para diferentes exigencias. El
suero de ternero recién nacido sin ingerir calostro
cumple con los requerimientos para algunos sistemas
que tradicionalmente usan suero fetal. El suero de ter-
nero recién nacido que consumio calostro puede utili-
zarse en experimentos de hibridizacion celular.

INTRODUCCION

El suero bovino es afadido a una gran cantidad de
sisternas de cultivo como un suplemento suministrador
de los factores mas importantes promotores del creci-
miento y una fuente considerable de nutrientes '.

Fenémenos como la inhibicion del crecimiento

. dependignte de la densidad han permitido mediante su
estudio®® identificar mecanismos de control def creci-
miento que involucran a moléculas estimuladoras en el
suero que ejercen su accion a través de receptores de
membrana *2.

Ha sido establecido que varios factores de creci-
miento son necesarios para sustentar el crecimiento
celular tanto “in vivo” como “in vitro™. Estos factores son
clasificados como de competencia y de progresion para
fibroblastos de ratén Balb/c 3T3 “guiescentes”® y aun-
que actdan sinérgicamente, se ha evidenciado en télulas
NHIK 3025 que los eventos de incremento de tamafio
celular {contenido de proteinas) y desarrollo de! ciclo
celular (sintesis de DNA y divisién celular) se encuentran
bajo controles independientes 7.

Aunque hay evidencias de que mezclas de compo-
nentes definidos como insulina, transferrina, etanola-
mina y selenito de sodio pueden sustituir el suero
bovino ® éste continia siéndo la fuente practica mas uni-
versal para factores y promotores de crecimiento en
muchos laboratorios de cultivo de tejidos, porque ade-
mas probablemente existe un cierto nimero de otros
componentes indefinidos presentes en este producto
que contribuyen a “mantener” en sentido general, los
cultivos de células y tejidos animales.

_ Lapreparacidn del suero bovino debe llevarse a cabo
bajo condiciones controladas para mantener en activo
las propiedades mencionadas anteriormente, asi coma
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microorganismaos u otras sustancias foxicas que puedan
ser introducidas durante el proceso.

Aunque las firmas comerciaies publican sus normas
de produccion ajustando el pracio del producto en rela-
ci6én directa con la magnitud del control de calidad efec-
tuado, se ha descrito la presencia del virus de la enfer-.
medad de la mucosa en suero fetal bovino comercial *'°
asi como la contaminacion de sueros de diferentes
origenes con bacteriofagos '’ .También se ha detectado
contaminacion con endotoxinas bacterianas en sueros
cominmente empleados para la produccion de vacu-
nas '?,La presencia de endotoxinas bacterianas en el
suero bovino ha sido demostrada'® como responsable
en lainduccidn de un nimero anormalmente alto de rup-
tura de cromatidas en células Wi-38.

Por otra parte, han sido aislados microorganismos
psicrofilicos de suero fetal bovino comercial ™, el cual
presentaba un fuerte efecto inmunoestimulatorio en.
celuias esplénicas de raton debido a la presencia de lipo-
polisacdridos formados por la ruptura de organismos
Gram-negativos.

Resulta obvio, que la presencia de pequefias canti-
dades de elementos contaminantes en el suero bovino
puede tener un marcado efecto en ios sistemas de cul-
tivo, lo que puede llevar a costosas pérdidas en la pro-
duccion de vacunas u otros productos biolégicos, asi
comao introducir errores en las investigaciones en cultivo
de células.

El Departamento de Cultive de Tejidos del CENIC
con mas de 15 afios de experiencia en la obtencién de
suero de bovino recién nacido, ha comenzado un pro-
grama de control de calidad a los sueros que se reciben
en el Laboratorio en relacion a controles comerciales y
de produccion nacional. En este trabajo se discuten los
resultados de las pruebas de control que se han reali
zado hasta el momento.



MATERIALES Y METODOS
Suveros

Control {bovino, tetal): Foetal Calf Serum (Gibco,
Europe, Ltd.); Cat. No. 011-6290.

Contro! {bovino recién nacido): Newborn Calf
Serum, Flow, Ltd. Cat. No. 29-121—49.

Bovino recién nacido obtenide en el CENIC {mezcla

de 4 terneros por lotg) con ingestion previa de calostro
materno {10 lotes).

Bovino recien nacido obtenido en el CENIC {lote sin mez-
clar) sin ingestion previa de calostro materno (2 lotes).
Bovino fetal obtenido por al Centro de investigacio-
nes para el Mejoramiento Animal (CIMA) mediante
cesarea a vacas en término de gestacion.
Procesado en el CENIC {lote-sin mezclar, 2 lotes).

Extraccion de sangre y obtencion del suero

Terneros de 3a4d  de nacidos provenientes del
plan genético “Nifia Bonita”, La Habana, fueron mante-
nidos durante 24 h sin alimentacion en corral separado
con el objetivo de disminuir af contenido de lipidos en
circulacion.

Los animales fueron desangrados a través de lavena
subclavia mediante catéter y la sangre colectada en pro-
betas de 2 L con varilla de vidrio y enjuagadas con solu-
cién tampdn fosfato (PBS).

La sangre asi obtenida fue mantenidade 4 a5 ha
37 °C para permitir la coagulacion y toda la noche a 4 °C
para facilitar la retraccion del codgulo, El suero decan-
tado fue centrifugado a 2 000 r/min a temperatura
ambiente durante 20 min, siendo redecantado cuidado-
samente @ inmediatamente filtrado a través de mem-
brana de 0,22 um (142 mm)} de nitrato de celulosa con
un sistema de presion en linea (Sartorius) y conservado
a4 y—70 °C en espera de las pruebas de control.

Esterilidad

Una muestra de cada tipo de suero proveniente de la
filtracion fue mantenida a 37 °C durante 10 d para
detectar directamente algin posible crecimiento micro-
biano.

Una muestra de cada tipo de suero, extraida esteril-
mente, fue sembrada en caldo de soya {Oxoid) para
deteccion de microorganismos aerobios y otra sem-
brada en caldo tioglicolato {Inst. Finlay) para deteccion
de anaerobios. Ambas fueron mantenidas a 37 °C
durante 10 d y evaiuadas diariamente,

Deteccidon de micoplasmas mediante cultivo micro-
biolégico {Dpto. de Microbiclogia, Centro Nacional de
Sanidad Agropecuaria, CENSA) en caldo y placa durante
15 d (también incluyo formas L bacterianas).

Pruebas de prorocion de crecimiento

Utilizando como controles |os sueros comerciales se
efectuaron 3 subcultivos o pases a cada lote de suero en
3 lineas de células con el objetive de observar ritmo de
crecimiento, morfologia y duracion det cultivo. Se utili-
zaron frascos plasticos de 256 cm? de area efectiva (Ste-
rilin, Ltd.} con una relacion de inéculo 1:10, cambio de
medio alas 72 hy pasealas 120 h .

Lineas celulares

L41 {pulmo6n humano transformado, URSS); Hep—2
{Carcinorna laringeo humano, American Type Culture
Collaction, ATCC) y FL {Amnion humano, ATCC).
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En todos los casos se utilizé medio esencial minimo
de Eagle (Eagle MEM, Gibco, Inc.) con aminoécidos no
esenciales, a 37 °C y atmodsfera de CO, al 6 %,

Concentracion de H'

El pH de los diferentes lotes y controles se deter-
miné mediante pH—metro analdgico {DIE, CENIC) por
medida directa contra patrén pH 7,0.

Inactivacion

Dos lotes de suero bovino de recién nacidos que
ingirieron calostro fueron inactivados en bafio termosta-
tado a 56 °C durante 30 min en agitacion.

Determinacion de triglicéridos

Se empled el juego dagnostico: Test Combinacidn
Triglicéridos {grasa neutral) enzimatico, deteccién UV,
No. 124 958, Boehringer Mannheim, GmbH.

Andglisis de proteinas

ldentidadelectroforética: Acetato de celulosa en
placa Cellogel, Chemetrom, Milano '®,en tampdn barbi-
tal pH 8,6,

Inmmunoelectroforesis empleando un antisuero anti—
total bovino de conejo'® abtenido en el Dpto. de Bioqui-
mica Clinica, CENIC.

Determinacion de proteinas totales. Método de
Folin—Ciocaiteau modificado .

RESULTADOS

El rendimiento de suerc por volumen inicial de
sangre es del 40 al 50 % en el cado de los terneros recién
nacidos (de 3 a 4 d} que han consumido calostro. El pro-
ceso de coagulacion se completa de manera que no se
cbserva precipitacién de fibrina después de filtrado el
suero, ho siendo asi en el caso de los sueros fetales y de
recién nacidos sin ingerir calostro, en los que puede no
completarse el proceso, existiendo la posibilidad de
aparicion de fibrina en cantidades apreciables que
puede ser removida por congelacidon—descongelacion y
filtracién a través de placas de cefulosa' {Seitz, Supra
grado EK, Seitz Werke, GmbH) evitandose asi el empleo
del abesto para el que se ha demostrado toxicidad en
sistemas de filtracion y prefiltracion.

" Los niveles de hemdlisis fueron bajos segin el
aspecto exterior de los sueros en comparacion con ios
controles,

Los resultados de las pruebas de promocion de cre-
cimiento se muestran en la Tabla I.

TABLA |
Prusbas de promeocién de crecimiento de fos sueros bovinos en
3 lineas celulares diferentes

Lineas celulares

Caracteristica y tipo de suare L41 Hep-2 FL

Fotal Gibco NS TN T
Racidn nacide (Fiow} ++ . ++ ++
Recién nacide inactivado (Flow) +/- ++ ++
Recién nacido + cslostro 4+ ++(+/) FH{+/-)
Racién nhacido + calosiro inactivado +/= ey oy
Recién nacido sin calostro +++ 44 4
Fatal CIMA PP

++++ Crecimiento extepcional ‘Sueros con pH de 7.8 a 8.0
+++ Muy buen qacimiemo +/- Mo sstisfactorio al tercer pase
++ Buen crecimiento



Esterifidad

La prueba de esterilidad directa no evidencio creci-
miento de hongos y bacterias. Las pruebas en caldos
nutritivos fueron negativas y no se encontraron colonias
de Micoplasmas para ningun caso estudiado.
Concentracion de H*

{ os resultados obtenidos se muestran en la Tabla Il

TABLA 1l
Valores y rangos de pH para los sueros estudiados

pH

Caractoristica y tipo de suero

Fetal Gibco 7.1
Racién nacido (Flow} 7.6
Racién nacido + calostro 74280
Recian nacido sin calostro (promedio) 1.5
Fetal CIMA {promedic) 7.4

Andlisis de triglicéridos
Los resultados obtenidos se muestran enla Tabla i

TABLA Il
Valores y rangos de triglicéridos para los sueros
estudiados

Triglicéridos

Caracteristica y tipo de suero {mmol/L}

Fetal Gibco a 0,26 -
_ Recién nacido {Flow} 1,13

Recién nacido + calostro (promedio) 0,46

Recién nacido sin calostro (promedio} 0,33

Fetal CIMA (promedio) 0,19

Determinacidn de proteinas totales

La Tabla IV agrupa los resultados para las diferentes
variantes.

TABLA VI
Cuantificacién de proteinas totales
para los sueros estudiados

Proteinas
Caracteristica y tipo de suero {g/100 mL)
Fetal Gibco 39
Recién nacido {Flow) 6,5
Recién nacido + calostro 41865
Racién nacido sin calostre (promadio) 3
Feta! CIMA [promedio) 3.2
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Andlisis de proteinas

Las figuras 1 y 2 muestran los resultados de electro-
foresis en acetato de celulosa y en la figura 3 se mues-
tran los de inmunoelectroforesis.

Fig. 1. Perfilae electroforéticos en acetado de celuioss de
suercs de ternercs recidn nacidos que ingitieron calestro (1
y 2/ comparados con sueros da recién nacido comercial (4] y
suero fetal comercial (3)

Fig. 2. Perfiles electrofordticos an acetato de celuloss de
suero fetal del CIMA (4) comparado con sueros de animalas
recién nacidos sin consumir calostro (1; 2 y 3}
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Fig. 3. Perfiles inmunoelectrofordticos de sueros de terneros
recién nacidos que ingirieron calostro (1, 2; 3, 6, 7: 8; 9;
10;y 12} comparsdos con susros de recién nacidos que no
consumieron calostro (4 y 8), con suero fetal comercial (11)
y con suarp de recién nacido comercial (C}

DISCUSION Y CONCLUSIONES

E! problema de la hemdlisis y por consiguiente el
contenido de hemoglobina en los sueros para cultivo de
tejidos, ha demostrado en la practica depender de la
forma y agilidad conque se efectien los procesos de
coagulacidn-retraccion, centrifugacion y congalacion
preliminar.

La clasica prueba con el reactivo de Drabkin que
transforma 1a hemoglobina en cianometahemoglobina
{colorimétrica) y que se utiliza para determinar hemo-
globina en el orden de los g/L, ha resultado insensible
para sueros tipicamente hemoliticos '%.LaSigma Chemi-
cal Co. utiliza el procedimiento colorimétrico de la
peroxidasa que detecta hasta 20 mg% para sueros
comerciales, fetales y de recién nacidos. No obstante, en
el departamento de trabajo de los autores ha sido sufi-
ciente la evaluacion visual, pues no existe relacion
directa entre la calidad del suero y un ligero grado de
hemadlisis, hecho éste que ha sido comprobado durante
mas de 15 afos en la obtencion de sueros bovinos.

Aungue se han hecho intentos para reducir el
ndmero de virus animales y bacteriofagos en el suero
mediante precipitacién con Polistilenglicol '® este trata-
miento remueve macroglobulinas y gammaglobulinas,
observandose ligeramente afectadas las propiedades
de promocién de crecimiento.

También se ha utilizado acido peracético para este-
rilizar suero fetal bovino sin deterioro de las capacidades
promotoras de crecimiento 2 no obstante, este tipo de
procesamiento con agentes externos no supera la tradi-
cional filtracion a través de membranas de porosidad
controtada. La esterilizacion mediante radiacién ultra-
violeta oscurece ligeramente el sueroy requiere una pre-
filtracién en filtro profundo de celulosa, si se desea clari-
ficarlo a través de filtro de membrana '

Algunas firmas comerciales (Gibcoy Difco, EU, Flow,

jlaterra) utilizan }a filtracion esterilizante a traves de
inembranas de 0,1 um hasta 3 veces en serie para elimi-
nar fundamentalmente Micoplasmas, lo cual encarece
extraordinariamente el producto. En el caso estudiado la
filtracion a través de membrana de 0,22 /m fue sufi-
cienta para no encontrar ningdn tipo de contaminacion
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microbiana, incluyendo Micoplasmas, cuya deteccion
en sueros tradicionalmente emplea la técnica de gran-
des volumenes recomendada por Bariie y Kern®' que
tiene la desventaja de ser muy costosa al requerir
100 mL de suero + 400 mL de caldo para poder lograr
suficiente sensibilidad, ya que estos microorganismos
no se replican en suero. Por otra parte, la evatuacion a
través de células indicadoras como la 376, ademas de
ser indirecta (no tiene valor diagnostico), requiere con-
troles estrictamente libres de Micoplasmas.

De extraordinaria importancia para el departamento
de trabajo de los autores resultd la comprobacion de gue
la frescura del suero juega un papel determinante en las
propiedades de promocién de crecimiento, aun cuando
sean comparados con sueros fetaies comerciales de
calidad superior, inclusive liofilizados, de un precio
excesivamente alto an divisas libremente convertibles.

La posibilidad del empleo de suerc bovino de recién
nacidos sin ingerir calostro en trabajos donde se
requiere suero fetal de alta calidad queda avalada por las
pruebas de crecimiento y por los niveles de proteinay a
los perfiles electroforéticos en comparacion con los
controles. M4s aun, sueros de recién nacidos con con-’
sumo de calostro que aportaron valores de proteinas y
perfiles electroforéticos similares a los fetales o sin con-
sumo de calostro, fueron utilizados en experimentos de
hibridizacién celular con resultados satisfactorios sin
necesidad de esperar |la clasica prueba de clonaje de
parentales mielomicos nisupervivencia de esplenocitos.
Seria interesante, estudiar el contenido de fetuina en
estas dos variantes contra control fetat.

Por otra parte, los sueros de recién nacidos sininge-
rir calostro no mostraron diferencias en cuanto a promo-
cién de crecimiento, niveles y perfiles proteicos para
diferentes horas entre el nacimiento y el momento de la
extraccion.

Estas caracteristicas hacen de esta variedad una
magnifica opcion para sustituir et suero fetal en la
mayoria de las gplicaciones mas importantes del cultivo
de células y tejidus, sobre todo por el hecho de que su
utilizacion, no implica el sacrificio de terneros que gue-
dan asi, a disposicion del sistema ganadero nacional.

Se comprueba una vez mas, que la inactivacion
indispensable para algunas aplicaciones, como por
ejemplo las lineas de meosquito, puede resultar en una
pérdida de condiciones promotoras, como ocurrio con la
linea L41 tanto en los sueros procesados en el CENIC
como en el control al tercer pase.

El problema de la presencia de endotoxinas de ori-
gen bacteriano, Gram--negativo (LPS) parece tener ten-
dencia hacia la detecciéon mediante el ensayo de lisado
de amebocito Limulus, LAL{E-Tcexate, No.210, Sigma
Chemical Ca.. con sensivindad de 0,05 a 0,20 ng/mtL
contra un patrén de endotoxina -~ E. coli, lote EC-2,
de la Administracion para !as Drogas y Alimentos, FDA,
EU. Una vez detectados 1u. niveles de varios lotes pue
den hacerse mezclas hasta llegar a reles por debajode
50 pg de LPS/mL . Una microte..1i..a, variante de este
ensayo, utiliza solamente 10 ul.de suero '.Otra variante
incluye el tratamianto con materiales retenedores de
endotoxinas bacterianas como el Detoxigel de la Pierece
and Warriner, Ltd, e! que mediante cromatografia de afi-
nidad asegura la remocion de lipopolisacaridos compo-
nentes de la pared celular de organismos Gram--negati-
vos por debajo de 1-pg/mL . No obstante, su eficiencia,
este producto se recomienda preferentemente para ef
medio de cultivo que contiene ya el suerc como aditivo.



No se conoce en estos momentos la incidencia de

este factor en el departamento de trabajo de los autores,
pero después de introducida la bidestilacion en cuarzo
{hace algunos afios) para el agua de base en los medios
de cuitivo y aditives, se pudo contralar un efecto de cito-
toxicidad que en aquel momento se debié al tratamiento
de agua con resinas sintéticas intercambiadoras de
iones que constituyen un medio ideal para el desarrollo
de bacterias contaminantes y productoras de endotoxi-
nas {comprobado por ensayo biologico).

Con respecto al pH, no parece nada nuevo encontrar

gue sueros con un valor cercano a 8,0 disminuyen su
accion promotora de crecimiento y superior a 8,0 no son
ya recomendados.

La deteccion de triglicéridos demostrd que la fres-

cura de las muestras es critica para esta prueba, debién-
dose evitar el andlisis post—congelacion. Los sueros
fetales estudiados oscilaron alrededor del valor fisiolo-
gico para bovinos (0,13 mmol/L} y para los sueros de
recien nacidos se encontraron niveles superiores,
debido probablemente a la accion del calostro como
fuente suministradora de grasas en los primergs dias de
vida.
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