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Practicas de Biologia Celular

Cultivos celulares y Procesamiento de tejidos.
Suspensiones celulares.

Inmunodeteccion directa.

ldentificacion 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.




Estructura del bazo.

Funciones. L .. :
Maduracion linfocitos.

| Organo linfoide

Respuesta inmune (centros germinales).

k_ Eritropoyesis y Hematolisis.

Bazo |

A. CAPSULA externa: tejido conjuntivo que emite trabéculas al interior.

PULPA BLANCA: tejido linfoide que rodea las arteriolas, con dos areas:

« Vaina linfoide periarteriolar (PALS): posee gran cantidad de linfocitos,
algunos macrofagos y células reticulares. También pueden aparecer
centros germinales.

w

e  Zona marginal: macroéfagos y linfocitos menos abundantes.

C. PULPA ROJA: espacios vasculares con un elevado numero de eritrocitos.
Hay macrofagos, algunos linfocitos y células reticulares.

D. HILIO: es el haz de entrada de los vasos sanguineos, linfaticos y nervios al
interior del 6rgano.
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Técnicas a utilizar.

Homogenizacion de tejidos: consiste en la disgregacion del tejido a analizar
para obtener una suspension celular.

Tipos:

» Mecanica (bisturi, tijeras, aguja, potter, malla, etc.)
* Quimica (EDTA, EGTA, etc.)

* Enzimatica (tripsina, pepsina, pronasa, etc.)

Técnica empleada en nuestro caso: D
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Enriguecimiento celular: aumento en la representatividad de una poblacion
celular que se encuentra en baja proporcion, dentro de una suspension
heterogénea.

Ejemplos: gradientes de densidad; adherencia celular a plastico, vidrio o lana
de nylon y choque osmatico.

Tipos de chogue osmatico:

» Hiperosmotico.

* Hiposmotico.

Hiperosmaotico Hiposmotico

Cl+ H,O




Densidad celular: existen varias formas de calcular el nUmero de células de
una suspension celular.

» Automatizada (citometro, contador electrénico, etc.)
e Manual (hemocitometros). EIl mas comun es el de Neubauer.,
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Camara de Neubauer

Cubreobjetos

Muestra

Profundidad = 0.1 mm

/

Seccion
transversal

En nuestro caso:

- Contaremos 16 cuadrados de
tipo B.

- Repartidos en las 4 diagonales
Indicadas.

N° cél/ml = Cél. contadas x 10000




Viabilidad celular: hay diferentes métodos para discriminar la viabilidad celular,
empleando bien colorantes, bien fluorocromos.

Dentro de los colorantes, el reactivo mas utilizado es el azul Tripan, que deriva
de la toluidina y que solo penetra en las células con las membranas plasmaticas
danadas (cel. muertas). Este método sobrestima el nimero de células viables ya
gue no penetra en las células en proceso de muerte (apoptoéticas).

De los fluorocromos, el mas comun es el , jJunto con la
Ambos se intercalan en el ADN de las células muertas. Generalmente, necesitan
un citometro de flujo para poder ser analizados.
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Técnica empleada en nuestro caso:
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Citocentrifugacion: técnica empleada para la realizacion de tinciones
iInmunohistoquimicas en células en suspension. Consiste en la centrifugacion de
pequeias alicuotas de células sobre portaobjetos para que queden adheridas
formando una monocapa, que permita su estudio posterior.

Se emplean adaptadores y rotores especiales, como los que se muestran.

Cytospin clip

Slide

Filter Cards*

Tube Holder

0.75mL Tubes*

*Filter Cards, Heraeus part number: 76003424
*0.75 mL Tubes, Heraeus part number: 75001153




Aislamiento celular: se define como la separacion de un tipo celular a partir de
una poblacion mixta.

Generalmente se emplean anticuerpos especificos que reconocen una poblacion
celular concreta en funcion de los antigenos que expresa.

Este aislamiento se puede realizar mediante citrometria de flujo, si los anticuerpos
estan conjugados a un fluorocromo (empleando un sorter o separador celular),

0 bien mediante aislamiento magnético, si el anticuerpo esta conjugado con
microbolas férricas.
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Téecnica empleada en nuestro caso: aislamiento por adherencia al plastico.
Se emplean materiales plasticos (poliestireno) con una ligera carga para
facilitar la union.

Esta se produce por lainteraccion de las integrinas con el sustrato,
formando “adhesiones focales”.

20 pm




Aislamiento por adherencia a placa:
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Incubar a 37°C




