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Mediante la presente solicitud se pretende que el alumnado conozca los requerimientos,
métodos y aplicaciones de la experimentacidon con cultivos de células eucariotas como una de
las técnicas basicas de investigacion de uso habitual en diferentes disciplinas cientificas.

El término genérico cultivo celular hace referencia al aislamiento o extraccién de células,
tejidos u érganos y su subsiguiente emplazamiento en un medio ambiente controlado con
objeto de permitir su crecimiento. Este medio ambiente cosiste generalmente en diferentes
soportes plasticos o de vidrio que contienen un liquido (medio de cultivo) que suministra los
nutrientes esenciales para la supervivencia y crecimiento.

Mediante la realizacion de este proyecto pretendemos obtener una poblacién de células
neuronales a partir de los hemisferios cerebrales de un embrién de pollo (Gallus domesticus)
mediante la disociacién enzimdtica y mecanica de los mismos, garantizando su supervivencia
(test de viabilidad) y evitando la posible contaminacién con microorganimos oportunistas
(bacterias, hongos, etc.). Ello se consigue en condiciones de esterilizad y en un entorno
adecuado que permita el mantenimiento de sus propiedades fisioldgicas, metabdlicas y
genéticas.

Inicialmente el alumnado se familiarizard con los requerimientos necesarios, los diferentes
métodos de preparacion y esterilizacion del material que posteriormente usara durante la
obtencién del cultivos primario. En conjunto, se realizaran diferentes determinaciones
técnicamente muy sencillas que no requieren la adquisicién de habilidades o competencias
previas como extraccién del embridon de pollo del huevo, determinaciéon y conteo de la
viabilidad celular y observacidn al microscopio dptico invertido.
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PROFESORES PARTICIPANTES:

NOMBRE: Maria Emilia Alors Pérez

CARGO: Estudiante Predoctoral
DEPARTAMENTO: Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia
FACULTAD: Ciencias

CONTACTO (correo y teléfono): bl2alpee@uco.es

OBJETIVOS: (General y especificos)
- Familiarizacion con los requerimientos, métodos de preparacion y esterilizacion de
material de uso en cultivos celulares.
- Establecimiento de un cultivo primario y realizacion de un subcultivo.
RECURSQS: (Aulas, laboratorios, equipamiento)
Laboratorio de Practicas de Cultivos del Deparatamento de Biologia Celular, Fisiologia

e Inmunologia equipado con Cdmara de Flujo laminar, centrifuga, microscopio
invertido, estufa 37 C, pipetas, bafio termostatizado, juegos de pipetas, etc.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD: (Méaximo 5 hojas)

Cronograma detallado de la actividad
Primera sesion
Presentacién del proyecto por parte de los Profesores responsables del proyecto.

Segunda sesién
Lugar: Laboratorio de Cultivos del Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e
Inmunologia situado en el sétano del Edificio Severo Ochoa (C-6) del Campus de
Rabanales

Obijetivos: Familiarizacidon con el entorno de un Cultivo Celular.

Recursos y consumibles necesarios: material de vidrio, material de plastico (eppendorf,

puntas de pipeta, pipetas Pasteur, etc.), medios de cultivo, suero fetal bovino, etc.

Actividades que desarrollar:

El alumnado recibird una introduccién tedrica basica sobre diferentes aspectos a tener
en cuenta en la realizacién de un cultivos celular (técnicas de esterilizacién, equipamiento,
entorno, etc.). A continuacidn se visitaran las instalaciones del Departamento (Sala Blanca) y se
mostrara el equipamiento basico de un laboratorio de cultivos. Para finalizar la primera
jornada, el alumnado procedera con la preparacion del material necesario para la obtencion de
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un cultivo primario que usara en las siguientes jornadas asi como también se familiarizara con
los diferentes métodos de esterilizacion.

Tercera sesion

Lugar: Laboratorio de Cultivos del Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e
Inmunologia situado en el sdétano del Edificio Severo Ochoa (C-6) del Campus de
Rabanales

Objetivos: Obtencion de un cultivo primario a partir de hemisferios cerebrales de un
embrién de pollo e iniciacién al recuento celular mediante cdmara de Neubauer.

Recursos y consumibles necesarios: puntas de pipeta, pipetas Pasteur desechables,
poli-L-lisina, Suero fetal bovino, medio de cultivo RPMI-1640, solucién de Hank,
solucion de Tripsina-EDTA, embriones de pollo de siete dias (1 embridn/alumno-a),

azul tripan, etc.

Actividades que desarrollar:

Durante el desarrollo de esta sesion se realizara un cultivo primario de hemisferios
cerebrales de embrién de pollo. Los hemisferios cerebrales se disociaran enzimdtica y
mecanicamente hasta conseguir una suspensidén celular para finalmente proceder a su
recuento.

Para ello, el alumnado debera:

1. Revestir las placas de cultivo con un polimero sintético.

2. Extraer los embriones de pollo y realizar la diseccién de los hemisferios cerebrales.

3. Obtener una suspension celular de este material, proceder al recuento celular y
realizar un cultivo primario.

Cuarta sesion

Lugar: Laboratorio de Cultivos del Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e

Inmunologia situado en el sdétano del Edificio Severo Ochoa (C-6) del Campus de

Rabanales

Objetivos: Observacion del Cultivo Primario y realizacion de un subcultivo.

Recursos y consumibles necesarios: puntas de pipeta, pipetas Pasteur desechables,
Suero fetal bovino, medio de cultivo RPMI-1640, solucion de Hank, soluciéon de

Tripsina-EDTA, azul tripan, etc.

Actividades a desarrollar:

En primer lugar se recogeran las placas de cultivo del incubador de CO,, pasadas 24
horas de su siembra, y se observara el color del medio de cultivo, densidad y aspecto
macroscépico como método basico para determinar posibles contaminaciones microbianas.
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Se observara el cultivo al microscopio invertido y se haran las anotaciones y dibujos

correspondientes en el cuaderno de laboratorio.

Se identificaran los tipos celulares adherentes (fibroblastos y glia) distinguiéndolos de

las neuronas segun sus caracteristicas morfoldgicas. Se observaran las células en suspensién y

la presencia de agregados y otras formaciones que deberan ser interpretadas con las

explicaciones del profesorado.

Se procederd al lavado del cultivo y al levantamiento de las células adherentes para

realizar el subcultivo, el recuento y el test de viabilidad. Para el subcultivo, las células se

incubaran en presencia de tripsina y seguidamente se lavaran con solucién de Hank por

centrifugacion.

Una alicuota de la suspensién celular resultante se aplicard sobre la camara de

Neubauer y servira para determinar (ver siguiente apartado), mediante su observacion al

microscopio, los siguientes parametros:

- el porcentaje de células vivas o viabilidad mediante el test de azul tripany

- el numero de células viables o totales de la suspension celular.

Quinta sesion

Los alumnos participaran primero en una sesién especifica en las que se les ensefiara a

tratar, analizar y presentar los resultados obtenidos de acuerdo con el método cientifico.

Posteriormente, en formato powerpoint, los alumnos presentaran al resto de participantes los

resultados obtenidos en su trabajo, comentando sus impresiones sobre la experiencia

desarrollada.
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REFERENCIAS: Técnicas de Histologia y Biologia Celular (Editorial Elsevier-Masson) Luis
Montuenga, Francisco J Esteban y Alfonso Calvo, 2009 y Basic Cell Culture: A practical
Approach.Davis, J.M. 22 ed., Oxford Univ. Press. 2006.



