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Practicas de Biologia Celular

Cultivos celulares y Procesamiento de tejidos.
Suspensiones celulares.

Inmunodeteccion directa.

Identificacion celular tras cultivo.

Manejo del microscopio optico.



RESUMEN DE LAS PRACTICAS
Practica 1: Introduccién alos cultivos celulares y al procesamiento de
tejidos.
*Tinciones.
*Cultivo de una linea celular de astrocitos (para inmunodetectar vimentina).
*Preparacion de tampon PBS.
Practica 2: Suspension celular de bazo: disgregacion mecanica, separacion
de células adherentes y preparaciones por CTC.
*Obtener una suspension celular de bazo.
sDeterminar viabilidad mediante Azul Tripan.
«Calculo del porcentaje de adherencia.
*Realizar preparaciones por Citocentrifugacion (CTC).
Practica 3: Inmunodeteccion directa.
eInmunodeteccion directa en las obtenidas en la practica 2.
*Determinar el porcentaje de células adherentes de la practica 2.
Practica 4: Inmunodeteccion indirecta.
eInmunodeteccion diferencial de filamentos intermedios (vimentina) en las células
crecidas en portaobjetos de la practica 1.
sContratincion con Azul de Toluidina.
Practica 5: Manejo del microscopio optico

*Observacion e interpretacion de las preparaciones realizadas.




Fijacion de las células

La inmunodeteccion consiste en detectar y localizar antigenos utilizando anticuerpos
gue los reconozcan especificamente. La fijacion es esencial para observar el tejido de
la manera mas parecida a la realidad, evitando su descomposicion o alteracion.

Inmovilizar el antigeno sin modificarlo.

El proceso de fijacion tiene que Mantener la estructura celular.

Permitir un buen acceso al anticuerpo.

Tipos de muestras celulares

S ensiones celulares



Metodos de fijacion.

Para preservar la antigenicidad es preferible utilizar fijadores de tipo precipitante, ya
gue los entrecruzantes son mejores para la conservacion morfologica.

» Acetona o0 metanol o etanol 96°.

Precipitantes. Fijan permeabilizando membranas.
Células en cultivo o extensiones de muestras citoldgicas.
Cortes en criostato.

» Formaldehido 3,7% en PBS o Paraformaldehido al 4% en PBS.

Entrecruzantes. Fijan sin permeabilizar. Laboratorios de Anatomia Patoldgica.

» Fijador de Bouin.
Mezcla de entrecruzante y dos precipitantes.

» Glutaraldehido.

» Mezclas de tipo Karnovsky.

> Tetradxido de osmio.

Microscopia electronica.



Inmunodeteccion.

La inmunodeteccion consiste en detectar mediante el uso de
anticuerpos especificos un componente celular.

Definir términos:

Antigeno: molécula que provoca una respuesta inmunitaria.

Epitopo o determinante antigénico: region/es del Ag que es
reconocida por los Ac y los receptores de los linfocitos.

Especificidad: capacidad de los Ac para discriminar entre Ag.

Afinidad: intensidad de la union entre el Ac y el Ag.

Reaccion cruzada: interaccion inespecifica de un Ac con un Ag
distinto del que deberia reconocer.

Sensibilidad: cantidad minima de Ag que se puede detectar con
una técnica determinada.




Anticuerpos.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son proteinas generadas por los
linfocitos B como parte de la respuesta inmune humoral.
Reconocen especificamente la molécula que ha inducido su produccion
(antigeno).

ESTRUCTURA DEL ANTICUERPO

Cada rectangulo representa un dominio de
la IgG:

2 cadenas pesadas.

2 cadenas ligeras.

O enlace N-glicosidico

-$-8- puente disulfuro

REGIONES:

- CDR: Regiones determinantes de la i
complementariedad.

- Fab: Fragmentos de union con antigeno
(antigen-binding).

- Fc: Fragmento cristalino (constante).




Inmunodeteccion

Tipos de anticuerpos

Anticuerpos Policlonales
~ Antigeno
sintetizado - X ’ f— - & B

Preparacion &
Inmunizacion Purificacion Prueba de ELISA Entrega
de Antisuero

Los anticuerpos policlonales reconocen varios epitopos de un mismo antigeno

Ventajas: mayor espectro de reactividad, intensidad de sefial elevada, mas
baratos.

Problema: mas probabilidad de reacciones cruzadas, producen algo de
fondo.



Inmunodeteccion

Immunization

Tipos de anticuerpos

Tumor cells

Antbody-forming
ceﬂs

Anticuerpos monoclonales

Hybidromas screened for

antibody production -
Antibody-producing

hybridomas cloned
Monoclonal antibodies
isolated for cultivation

Monoclonal Antibody Production

Los anticuerpos monoclonales reconocen un solo epitopo.
Ventaja: gran especificidad, producen menos fondo.

Problema: técnica puede alterar ese epitopo y enmascararlo. Son mas
caros y la concentracion de trabajo suele ser mayor.




Inmunodeteccion

Tipos de anticuerpos

Anticuerpos Anticuerpos
Policlonales Monoclonales



Inmunodeteccion

Tipos de inmunodetecciones

Inmunodeteccion indirecta

Detector
J Anticuerpo secundario

Anticuerpo primario

Inmunodeteccion directa

Detector

7

Anticuerpo

\ 32

Antigeno

Antigeno
-



Inmunodeteccion

Tipos de marcadores.

Fluorocromos.

Técnicas de inmunofluorescencia.

Fluorochrome Fluorescence Emission Color Ex-Max {nm) Excitation Laser Line (nm)* Em-Max (nm)
BD Horlzon™ V450 Blue 404 405, 407 443
Pacific Blue™ Blue a0 405, 407 452
BD Horlzon™ V500 415 405, 407 500
AmCyan 457 405, 407 401
Alexa Fluor® 488 405 433 519
FITC 404 438 519
PE 406, 564 428,532, %61 578
PE-Texas Red® 406, 564 428,532, 561 615
Texas Red® 505 595 615
APC! 650 595, 633, 635, 640, 647 660
Alexa Fluor® 647 650 505, 633, 635, 640, 647 668
PE-Cy™5! 406, 564 428,532, %61 667
PerCpP 482 438,532 678
PerCP-Cy™s.5 482 428,532 695
Alexa Fluor® 700 696 633,635,640 719
PE-Cy™7 406, 564 428 532, %61 785
APC-Cy7 650 505,633, 635, 640, 647 785
BD APC-H7 650 505, 633, 635, 640, 647 785




Inmunodeteccion

Tipos de marcadores.

Enzimas.

Técnicas inmunoenzimaticas: peroxidasa (HRP) y fosfatasa alcalina.

Support  Primary Labeled secondary Detection /
antigonm measure

HRP: DAB o TMP.

Substrate _
> Fosfatasa alcalina: NBT y BCIP.

Colored
Product

J.exc.

Fluorescence




Inmunodeteccion

Controles

» Interacciones electrostaticas...
» Preincubar la muestra con suero normal a concentracion alta
(1:30).
» O bloguear uniones inespecificas con BSA.
» O afnadir detergente a soluciones de lavado.

» Control positivo: usando cél./tejidos que expresan el Ag a detectar.

» Controles negativos:
* Revelado sin pasos previos (presencia enddgena de enzima).
* NO poner anticuerpo primario y poner suero no inmune.
* No poner anticuerpo secundario o complejos de revelado.
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Inmunodeteccion

Tipos de marcadores.

Oro colidal.

Particulas densas a los electrones: localizacion ultraestructural de
antigenos.




Deteccion de subpoblaciones celulares
mediante inmunodeteccion

Con la inmunodeteccion directa o indirecta podemos detectar proteinas de superficie o
intracelulares en cortes de tejidos, células en cultivo o suspensiones celulares, valorar si
expresan mas o menos dependiendo de las condiciones de esas células, estudiar su
localizacién celular, etc.

Otra utilidad es poder distinguir un tipo celular especifico en una suspension celular con
varias subpoblaciones celulares, utilizando para ello marcadores de superficie o
intracelulares especificos de cada subpoblacion celular.

Macrophages with
engulfed material

; Plasma Cells

- 4 S

»




En nuestro caso:

Tincion Especifica (inmunotincidn), para detectar moléculas de IgG en las células del
bazo de raton.

La IgG se expresa en la membrana de un tipo de linfocitos B y es segregada por las
células plasmaticas.

- Inmunorreaccion: se lleva a cabo utilizando un anticuerpo policlonal anti-lgG de raton,
desarrollado en cabra, que se unira especificamente a la molécula diana de IgG.

- Localizacion de lareaccion Ac-IgG: el Ac elegido NO esta marcado con ningun

cromoforo (la reaccion no es visible), sino que esta conjugado con una enzima
(peroxidasa). Al complejo IgG-Ac-Per se anade el sustrato de la enzima (H,0,),
liberandose O-. Este oxida la DAB afiadida, aportando color marron a la reaccion, lo que
permite localizar las moléculas de IgG.

DAB: Diaminobencidina

H,0, +| DAB
@®— Peroxidasa
A Acaniige / : / : H,O + | DAB'
I9G ®




