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NORMAS GENERALES DE LABORATORIO

e Se trabajara en equipos de 2-3 personas, segtin el nimero total de alumnos.

e Cada equipo es responsable del mantenimiento y limpieza del material de
laboratorio que se pone a su disposicion.

e Al terminar cada practica, los puestos de trabajo deberdn dejarse listos para el
siguiente turno; es decir, con todo el material LIMPIO (lavado con agua y jabon
y aclarado con agua destilada) y SECO. Si se ha ensuciado el papel de filtro
sobre el que se trabajaba, debera cambiarse.

e Las cubetas con los colorantes para realizar las tinciones histolégicas deberan
permanecer ordenadas en la zona correspondiente del laboratorio, junto con el
resto de material necesario (cubreobjetos y DPX).

e Antes de utilizar las pipetas automaticas, se debe comprobar el rango de
volumen de esa pipeta y NUNCA SOBREPASARLO. También, se deben elegir
las puntas para las pipetas de acuerdo con ese rango de volumen (mirar tabla
del guién). Una vez terminadas de utilizar, las pipetas automaticas deberan
colocarse siempre en la parte central de la mesa del laboratorio.

e Los residuos se depositardn en el punto limpio, cada uno en el contenedor
adecuado.

e Tras utilizar los microscopios, se dejardn apagados (sin desenchufar), con el
objetivo de menor aumento y con la funda puesta.

e Tan sdlo se utilizardn guantes cuando el profesor lo recomiende.



MATERIAL EN CADA PUESTO DE TRABAJO

En cada puesto de trabajo se encontraran los siguientes materiales:

e 1 Gradilla para tubos Eppendorf.

e 1 Gradilla tubos Falcon.

e 1 Caja transparente (se usard como cadmara hameda).
e 1 Frasco de 100 ml de tapa azul.

e 2 Tetinas para las pipetas Pasteur.

e 1 Placa Petri pequefia con una rejilla/malla metalica.
e 1 Cubeta Coplin de vidrio para lavar las preparaciones.
e Tubos Falcon graduados de 15 ml.

e 1 Vaso de cristal para residuos.

e 1 Caja de puntas azules (200-1000 pl).

e 1 Caja de puntas amarillas (2-20 pl y 20-200 pl).

e  Tubos Eppendotf.



NORMAS PARA TRABAJAR CON CULTIVOS CELULARES

Para realizar una manipulaciéon estéril de los cultivos celulares, hay que tener las
siguientes precauciones:

e Todas las manipulaciones de las células a cultivar se realizardn en la cabina de
flujo laminar.

e Se usaran guantes, que se frotaran con alcohol 70%, antes de empezar a trabajar
en la cabina de flujo.

e Usar Pipetboy o pipetas automaéticas para afiadir cualquier reactivo.
e Mantener los recipientes abiertos el menor tiempo posible.

e Todo el material que se utilice, asi como las soluciones a emplear, han de ser
esterilizados previamente.

e Con las puntas desechables de las pipetas no se debe tocar ninguna superficie
para evitar contaminaciones.

e Todas las botellas de medio y/o cualquier solucién deben atemperarse en un
bafio y secarse cuidadosamente antes de usarlas.

e Ante cualquier duda limpiar con alcohol 70 % cualquier material que pueda
estar contaminado (si no es reemplazable) o reemplazarlo, si es posible.

¢ Si se descubre un recipiente contaminado no se debe abrir. Si se han de tomar
muestras para su andlisis conviene hacerlo en ambiente estéril y después
limpiar cuidadosamente el drea de trabajo y conectar la iluminacién ultravioleta
(Uv).



GESTION DE RESIDUOS

Para un mejor funcionamiento de los laboratorios existe UN PUNTO LIMPIO, donde
se debe depositar, en el recipiente adecuado, todos los residuos generados. En las
distintas partes del guién se iran describiendo los procedimientos especificos a seguir
en cada caso:

e Restos de medios de cultivo: inactivarlos con lejla y posteriormente desechar al

contenedor de residuos biolégicos.
e Restos de PBS vy tampon de lisis: desecharlos.

e Acetona: recuperarla en la misma botella.

o Vidrio y pldsticos: se deberan desechar en el recipiente especifico “MATERIAL
CONTAMINADOQO” (tubos Eppendorf, puntas de pipeta, pipetas Pasteur, portaobjetos
y cubreobjetos).

e Una vez usada la DAB, el papel, el plastico y los guantes se tiraran al contenedor
indicado para ello, “Residuos DAB Sélidos”.

e Los liquidos contaminados con DAB se recogen en la botella “Residuos Liquidos con
DAB”, inactivados con la soluciéon de KMnOy 3%/ Na>COs 2% y agua destilada (en
la misma proporcioén que el volumen de DAB desechado).

e Basura general: los guantes y todo lo que no tenga un recipiente especifico ird en este

cubo.

UTILIZACION DE PIPETAS AUTOMATICAS

Pipeta Rango de Tipo de

medida puntas

Pequefia 0-10 pl Blancas
Pequena 10-20 pl Amarillas
Intermedia 20-200 pl Amarillas

Grande 200-1000 pl Azules

Pipetas automaticas: pueden ser de volumen fijo o graduable. La parte superior
del émbolo tiene tres posiciones. Se cargan apretando hasta la posiciéon intermedia y
soltando lentamente y se descargan presionando a fondo. Las puntas son
desechables, se tiran apretando el botén pequefio situado en el lateral de la pipeta.
Son las mas usadas ya que permiten trabajar con volimenes exactos y evitan posibles
contaminaciones.



PRACTICAS

Practica 1.- Introduccion a los cultivos celulares. Introduccion a las técnicas de
procesamiento y tincién de tejidos. Preparacion de reactivos.

Técnica de Hematoxilina-Eosina.
Técnica de tincion tricrémica.
Cultivo de una linea celular.
Preparacion de PBS 10x.

Practica 2.- Suspension celular de bazo: disgregacion mecdnica y separacion de
células adherentes.

Obtencién de una suspension celular de bazo.
Determinar la viabilidad celular mediante azul tripan.
Separacion celular por adherencia, determinando el porcentaje de adhesion.
Preparaciéon de CTCs con células de bazo para la practica 3.
Practica 3.- Inmunodeteccion directa en linfocitos B.

Inmunodeteccién directa de IgG en las células de las CTCs de la practica 2.

Practica 4.- Identificacion de astrocitos por inmunodeteccion indirecta de
vimentina (filamento intermedio).

Inmunodeteccién diferencial de filamentos intermedios (vimentina) vy
contratincién diferencial en los portaobjetos preparados en la préctica 1.

Practica 5.- Microscopia optica.

Manejo del microscopio 6ptico.
Visualizacion e interpretacion de las preparaciones realizadas.



PRACTICA 1

Introduccién a los cultivos celulares. Introduccion a las técnicas de procesamiento
y tincion de tejidos. Preparacion de reactivos.

Esta préctica se dividira en cuatro partes:

Tincién de Hematoxilina-Eosina sobre un corte de tejido de mamifero.
Tincion tricromica: Azul Alcidn-Hemalumbre-Picrocarmin de Indigo.
Descongelar una linea celular y sembrarla para ser usada en la practica 4.
Preparar PBS 10x.
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PROCESAMIENTO DE TEJIDOS.

Para la realizacion de las siguientes tinciones convencionales, se emplearan cortes
histolégicos de intestino de raton, previamente fijado e incluido en parafina,
proporcionados por el profesor, que estaran ya desparafinados e hidratados.

Ele ]
1 Parte: TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA. %

1. Tedir la preparacion con Hematoxilina de Carazzi (se da ya preparada segiun
las siguientes concentraciones en H>O destilada: 0.1% hematoxilina/20%
glicerina/ 5% alumbre potasico/0.02% yodato potésico) durante 10 minutos.

2. Lavar bajo el flujo de agua corriente hasta “azulear” (unos 5 min).

3. Tediir la preparacion con Eosina (Se da ya preparada segun las siguientes
concentraciones en H>O destilada: 1.25% eosina) durante 2 minutos.

4. Lavar con agua corriente varias veces hasta que el agua quede limpia.
5. Diferenciar y deshidratar:

e 10s-20s Etanol 96 %.
¢ 1 min - Etanol 100% (dos veces).

¢ 1 min - Xileno (dos veces).
(=124 =]
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6. Montar con DPX. cLind
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7. Una vez montadas las preparaciones, dejar secar para observarlas al
microscopio el daltimo dia.



22 Parte: TINCION TRICROMICA: AZUL ALCIAN- HEMALUMBRE-
PICROCARMIN DE INDIGO.

1. Tenir la preparaciéon durante 10 min. con Azul Alcian (se da ya preparado
segun las siguientes concentraciones en H>O destilada: 1% azul alcian/3% acido
acético).

2. Lavar bajo el flujo de agua corriente hasta eliminar el exceso de colorante.

3. Tefiir durante 8 min. la preparacion con Hemalumbre (se da ya preparado
segin las siguientes concentraciones en HxO destilada: 0,2% hemateina/5%
alumbre potasico/2% acido acético).

4. Lavar en agua corriente (unos 5 min).

5. Tehir 1 min. la preparacién con Picrocarmin de Indigo (se da ya preparado
segun las siguiente concentracion: 3.5 g de carmin de indigo y 1000 ml de acido
picrico saturado).

6. Lavar en agua corriente hasta eliminar el exceso de colorante.

7. Deshidratar:
a. Etanol 100 % - 2 min (dos veces).

b. Xileno - 1 min (tres veces).
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8. Montar con DPX. Teind
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9. Una vez montadas las preparaciones, dejar secar para observarlas al
microscopio el dltimo dia.



010
3° Parte: CULTIVO DE UNA LINEA CELULAR. o3

Se descongelard una linea celular de astrocitos de rata transformados, proporcionada
por el profesor. Todo se realizara en la cabina de flujo laminar.

1. Descongelar rapidamente el vial con las células y pasarlas a un Falcon de 15ml.
2. Lavar las células con RPMI y centrifugar (5 min, 1500 rpm).

3. Resuspender en un volumen suficiente de medio de cultivo para que cada
grupo pueda afiadir unos 200pl/placa Petri.

4. Se afiaden 15 ml de medio de cultivo completo (RPMI con L-glutamina + 1%
penicilina-estreptomicina + 10% suero fetal bovino (FBS)), a una placa Petri
con un portaobjetos estéril en el interior. El medio de cultivo tiene que estar
previamente atemperado.

5. Una vez preparada la placa de cultivo, se afiaden 200 pl de la suspension
celular con astrocitos en el interior de la placa Petri. Agitamos suavemente

para que las células se repartan.

6. Se dejara crecer el cultivo durante unas 72h y se usaran las células crecidas
sobre el portaobjetos para detectar la expresion de vimentina en la practica 4.

7. Se introducen en el incubador a 37°C, 5% CO..

4 Parte: PREPARACION DE PBS 10x.

Se preparard una de las soluciones basicas en cualquier laboratorio de Biologia
Celular.

1. Composicion del PBS 1x:

NaHzPOs - H2O = 1.855mM
NaxHPOy = 8.397mM
NaCl = 0.15M

2. Se calcularan las cantidades necesarias de cada uno de los compuestos para
preparar 500 ml de PBS 10x, sabiendo que:

NaH,PO; - HO (PM=137.99).
Na;HPO, (PM=141.96).
NaCl (PM=58.44).

3. Cuando lo sepamos, cogeremos 400ml de H>O destilada, afiadiremos los
solutos, ajustaremos el pH a 7.2-7.4 y enrasaremos al volumen final (500 ml).
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PRACTICA 2

O

Suspension celular de bazo: disgregacion mecanica y separacién celular de células
adherentes.

1

2.

10.

11.

Dividir los bazos en tres partes y repartir un fragmento por grupo.

Cada grupo humedecera la malla con una gota de RPMI, situada sobre la placa
Petri de cristal, y disgregara el tejido con un émbolo de jeringa.

. Cuando el bazo quede reducido a una masa de fibras de color blanco, afiadiremos

RPMI al 2% de FBS (maximo 2 ml) con la pipeta Pasteur para recoger las células.

. Una vez disgregado el érgano, retirar la malla con los restos. Homogeneizar la

suspension con la jeringuilla (sin aguja), subiendo y bajando el émbolo varias
veces (CON CUIDADO) hasta asegurarnos de que se han deshecho los grumos.

. Desde este punto se trabajard poniendo la suspensién en hielo. Recoger la

suspension celular con una pipeta Pasteur y filtrarla a través de otra pipeta Pasteur
larga que contiene algodén (previamente humedecido con 2 ml de RPMI al 2%
FBS), recogiéndola en un Falcon de 15 ml graduado.

. Una vez filtrada, afiadir 1 ml mas de RPMI al 2% FBS al algodén para recuperar el

mayor numero de células posible.

. Centrifugar durante 5 minutos a 1800 rpm.

. Resuspender en 1 ml de tampoén de lisis (160mM NH4Cl + 5.7mM KHPO, +

0.lmM EDTA, diluido en H20 y con pH 7.3), para eliminar los eritrocitos
existentes. Mantener el tubo en hielo 10 minutos.

. Anadir 4 ml de RPMI 2% FBS para detener la lisis de las células y centrifugar

durante 5 minutos a 1800 rpm.

Antes de resuspender el pellet, cada grupo debera preguntar al profesor cuintos
ml de RPMI al 2% FBS son necesarios para su pellet.

Contar el nimero de células/ml, determinando también la viabilidad celular.
Para ello, se ponen 100ul de suspension celular méas 100ul de azul tripan en un
Eppendorf y se cuentan las células en el hemocitémetro o camara de Neubauer,
calculando la concentracién celular y el indice de viabilidad.

10



Hemocitometro, conteo de células e indice de viabilidad celular.

» Colocar un cubreobjetos en la parte central de un hemocitémetro limpio.

» Tomar 10 pl de una muestra homogeneizada de la suspensién celular con la
pipeta automatica y llenar la ciAmara entre el hemocitémetro y el cubreobjetos con
la suspensién celular sin que rebose. Para ello coger la pipeta automatica con una
mano, apoyar la punta en el hemocitémetro cerca del borde del cubreobjetos y
descargar la pipeta.

> Para determinar la concentracién celular en una suspension celular se han de
contar las células presentes en el volumen contenido entre el cubreobjetos y uno
de los cuadros de tipo “A” (1 “A”=16 “B”) de la cuadricula del hemocitémetro
(ver figura). Este equivale a 104 ml (0.1 mm profundidad x 1 mm? area = 0.1 mm3
=0.1pl =104ml).

> Para mejorar la estimacion, es preferible contar las células en varios cuadrados del
mismo tipo (B), generalmente en las cuatro diagonales “A” (ver figura).

> De esta forma, al contar las células que hay en los 16 cuadrados “B”, la
concentracion de células en la suspension celular se obtendra asi:

N° cél/ml = n° cél contadas x 10*

Tipo IIAII | ||

1.00 mm.

Tipo II‘B”

0.05 mm. —

I3 iI. |

Figura. Esquema de una camara de Neubauer donde se indican los cuadrados de tipo
“A” (rojo) y de tipo “B” (negro), que se suelen usar para calcular el niimero de células/ml. de
UNa suspension.
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> Un rango celular aceptable para contar estd entre 20 y 50 células
aproximadamente, en un cuadrado tipo “B” del hemocitémetro. Si el ntmero es
superior habrd que diluir la muestra.

» También se ha de tener en cuenta si se ha diluido la suspensién celular antes de
realizar el recuento celular. (En nuestro caso al diluir 1/2 con azul tripan, habria
que multiplicar, ademas, el namero de células por 2).

> Para facilitar la visibilidad de las células y de la reticula del hemocitémetro, es
conveniente realizar la observacién con el condensador subido y el diafragma

cerrado.

Determinacion de la Viabilidad Celular.

El ntmero de células viables de una suspension celular se puede determinar
diferenciando con azul tripan las células muertas, que se tifien de azul, de las células
vivas que, sin embargo, excluyen dicho colorante y no se tifien.

Para ello, mezclamos en un Eppendorf 100 pl de la suspensioén celular problema y 100
pl de azul tripan y seguidamente contamos en el hemocitémetro las células vivas
(brillantes) y las células muertas (azules).

Asi se puede determinar la viabilidad celular y el namero de células de la suspension
celular:

N°cél. Viables

% _Cél._Viables = - - -
(N°ceél._Viables + N°cél. _Muertas)

Ejemplo: en un cuadrado “B” del hemocitémetro se han contado 8 células
muertas (azules) y 45 células vivas (brillantes), por tanto:

% Células Viables = [45 /(45 + 8)] x 100 = 80 % de viabilidad celular

Densidad celular = 45 (cél. vivas en un “B”) x 16 x 2 (coeficiente de dilucién) x 10* =
14,40 x 106 cél. vivas/ml.
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Continuamos con los ensayos de la practica 2:

12. ENSAYO DE ADHESION.

Preparamos 3 ml de una suspension celular con una concentracién de 2x10°cél/ml
en RPMI 2% FBS. Anadirla a una placa Petri de pléstico e incubar toda la noche a
4°C, a temperatura ambiente o a 37°C (segun las indicaciones del profesor), para
permitir la adherencia de las células.

13. CITOCENTRIFUGACIONES (CTCs).

Preparamos un tubo con 1 ml de la suspension celular a una concentracién de
0.5x10¢ cél/ml en RPMI/2% FBS. Guardar en hielo.

14. Hacer 2 preparaciones (Control y Muestra) mediante CTC (para la practica 3) de
la suspension celular del tubo que contiene 0.5 x10°/ml:

- Poner 100 pl de la suspension celular.

- Centrifugar 5 minutos a 300 rpm.

- Dejar secar a temperatura ambiente unos segundos.
- Fijar con acetona fria 10 minutos.

- Rodear las células con Immunopen®©.

- Dejar secar hasta el dia siguiente.
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PRACTICA 3

Inmunodeteccién directa en linfocitos B de la suspension celular obtenida en la
practica 2.

Se usaran las dos CTC preparadas en la préactica 2. Una de ellas se usara para realizar
la inmunodeteccion directa (muestra) y la otra serd un control de anticuerpo.

Nota importante: todas las incubaciones se realizaran en camara himeda. Antes de
cada incubacion, secar bien el portaobjetos en la zona opuesta a donde se encuentran
las células. Las células deberan permanecer siempre hiumedas.

1. Rehidratar las preparaciones con PBS, introduciéndolas en la cubeta de tinciéon
situada en el centro de la mesa del laboratorio.

2. Inhibir la peroxidasa endégena: poner ambos portaobjetos en una cubeta de Coplin
durante 15 minutos con la siguiente disolucion de PBS al 2% de H2Ox:

- 49 ml PBS
- 1ml HOy

3. Lavar con PBS durante 3 minutos en la cubeta de tincion.
A partir de este punto sé6lo se trabaja con un portaobjetos (muestra).

El otro portaobjetos, preparacion control (al que no vamos a afiadir el anticuerpo), se
deja en la cubeta con PBS.

4. Incubar con el anticuerpo primario (anti-IgG de ratén desarrollado en cabra y
conjugado con HRP) diluido 1/250 en PBS, con suero de cabra al 1%.
Afadir 100 pl de la dilucién del anticuerpo dentro de la zona del portaobjetos
delimitada con el Immunopen©. El suero de cabra al 1% se afiade para evitar
uniones inespecificas.

5. Dejar incubando 45 minutos a temperatura ambiente en la cdmara hiameda.

6. Descartar la gota de anticuerpo de la preparacioén en el vaso de residuos.

7. Realizar 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS.

8.Sistema de revelado: la actividad peroxidasa se revela utilizando

diaminobencidina (DAB) como sustrato. Para ello, el profesor preparara la
solucién de revelado, siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

A partir de este punto se emplean los dos portaobjetos, incluido el que sera
utilizado como “control de anticuerpo”.
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9. Anadir 100 pl de la solucién de revelado dentro de la zona del portaobjetos
delimitada con el Immunopen©

NOTA: Debido a la toxicidad de la DAB, seran los profesores los que la
manipulen en todo momento.

10. Dejarlo reaccionar 15-20 minutos a temperatura ambiente en la camara hameda.

11. Inactivar la DAB con la solucién de KMnOj4 3% /Na>COs 2% y lavar la preparaciéon
con agua en la cubeta de Coplin (2 lavados de 2 minutos cada uno).

12. Deshidratar con un gradiente de etanol (introducir sucesivamente en etanol 96%
y 100%, durante 30 segundos cada uno), aclarar en xileno 1 minuto (2 veces),
cubrir con DPX y montar con un cubreobjetos.

D0
CONTINUACION DEL ENSAYO DE ADHESION (Practica 2).

» Con la suspensiéon que hemos incubado: agitamos suavemente el sobrenadante
(células no adherentes depositadas en el fondo de la placa), lo resuspendemos
varias veces con pipeta automaética y lo pasamos a un tubo de ensayo graduado.

» Tomamos nota del volumen recuperado.
» Empleando el hemocitémetro, contamos el nimero de células recuperadas,

usando azul tripan, y determinamos el indice de células adherentes y no
adherentes.

N°cél. _Recuperadas
Necél._Iniciales

% _Cél._NO _adherentes = x100

% Cél. adherentes = 100 - % Cél. NO adherentes.

Con el porcentaje de células adherentes el profesor hara una tabla para observar
las diferencias en la adhesiéon en funcion de si la incubacion se realiza a 37°C, a
temperatura ambiente o a 4°C. Los resultados de todos los grupos se analizaran
estadisticamente en las practicas de la asignatura de "Estadistica Aplicada a la
Biologia".
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PRACTICA 4

Identificaciéon de astrocitos por inmunodeteccion indirecta de vimentina (un tipo
de filamento intermedio).

1. Sacar el portaobjetos del medio de cultivo con unas pinzas, escurrir en un papel
de filtro.

2. Fijacion de las células: fijar con una solucién de formaldehido al 4% en tampén
PBS 0.1M, durante 5 minutos. (Usar guantes)

3. Lavar con PBS, 2 cambios de 2 minutos cada uno.

4. Inhibir la peroxidasa endégena: poner en cubeta de tincién durante 10 minutos
con la disolucién: 49 ml de PBS + 1 ml. de H20».

5. Lavar con PBS, 2 cambios de 2 minutos cada uno.

6. Escurrir bien el porta y secar con papel absorbente, respetando una zona circular
de 1 a 2 cm de diametro, que es en la que se realizara la inmunodetecciéon. Hacer
un circulo con el Immunopen© alrededor de la zona elegida.

7. Incubar con el anticuerpo primario (monoclonal, anti-vimentina de rata
desarrollado en ratén) diluido 1/500 en PGT (PBS con 0.3% de gelatina y 0.3% de
Tritén X100; la gelatina bloquea posibles uniones inespecificas y el detergente
triton permeabiliza la membrana plasmatica, facilitando la entrada del
anticuerpo). Poner 100 pl de la dilucién del anticuerpo dentro de la zona del
portaobjetos delimitada con el Immunopen®.

8. Incubar durante 45 minutos a temperatura ambiente y en cAmara himeda.

9. Escurrir el anticuerpo primario en el vaso de residuos y lavar dos veces, durante 3
minutos cada vez, en PBS.

10. Incubar con el anticuerpo secundario (anti IgG de ratén desarrollado en cabra y
conjugado con HRP) en la dilucién 1/250 en PGT. Afiadir 100 pl de la dilucién del
anticuerpo dentro de la zona del portaobjetos delimitada con el Immunopen®©.

11. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente, en cAmara htiimeda.
12. Escurrir y lavar con PBS, 2 cambios de 3 minutos cada uno.
13.Sistema de revelado: la actividad peroxidasa se revela utilizando

diaminobencidina (DAB) como sustrato. Para ello, el profesor preparard la
solucion de revelado, siguiendo las instrucciones de la casa comercial.
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14. Anadir 100 pl de la solucion de revelado dentro de la zona del portaobjetos
delimitada con el Immunopen©

NOTA: Debido a la toxicidad de la DAB, seran los profesores los que la
manipulen en todo momento.

15. Dejarlo reaccionar 15 minutos a temperatura ambiente en la cAmara humeda.

16. Inactivar la DAB con la solucién de KMnOy4 3% /Na2COs 2% vy lavar la preparacion
con agua en la cubeta de Coplin (2 lavados de 2 minutos cada uno).

17. Para tefiir los ntcleos de los astrocitos, contrastaremos las preparaciones con Azul
de Toluidina durante 2 minutos y lavar con agua, hasta eliminar el exceso.

18. Deshidratar:

e 30s-Etanol 96 %
e 30 s - Etanol 100% (2 veces).
e 1 min. - Xileno (2 veces).

19. Montar con DPX.

20. Una vez montadas las preparaciones, dejar secar para observarlas al microscopio
el altimo dia.

Nota importante: Todas las incubaciones se realizan en cdmara htimeda. Antes de
cada incubacion secar bien el portaobjetos alrededor de la zona donde se encuentran
las células pero no éstas. LAS CELULAS DEBEN PERMANECER SIEMPRE
HUMEDAS.
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PRACTICA 5

Manejo del microscopio 6ptico. Observacion e interpretacion de las preparaciones
realizadas durante las practicas.

> En este tltimo dia se aprendera a manejar el microscopio 6ptico de campo claro
para poder visualizar todas aquellas preparaciones que se han realizado durante
las practicas anteriores.

» Concretamente:

a. Analisis de las preparaciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina y la
tincion tricrémica (Azul Alcian+Hemalumbre+Picrocarmin de Indigo).

b. Analisis de las CTCs de la préctica 3, comparando las preparaciones
“muestra” y “control” para explicar las diferencias.

c. Andlisis de la preparacion de astrocitos, interpretando la localizacion
celular del marcaje, asi como las fases de la mitosis en que se
encuentren las células en division.

» Imagen esquemadtica de un microscopio 6ptico de campo claro.

Partes de un microscopio:

Binoculares.

Revolver.

Objetivos.

Macrométrico.
Micrométrico.

Platina.

Fuente de luz.
Condensador y diafragma.

° PN U RPN

Desplazamiento platina.
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