TRABAJO PRÀCTICO

Carrera: Ingeniería Civil. Mención Biotecnología

Curso: Biología celular BT31B

MICROSCOPÍA ÓPTICA Y CULTIVO CELULAR

INTRODUCCIÓN


Tanto la microscopía como las técnicas de cultivo celular han permitido desarrollar enormemente el campo de la biología celular. La primera porque permite ver  a las células en su contexto global, pero también localizar sus constituyentes (organelos, proteínas, ácidos nucleicos, etc...). La segunda, porque después de aislar y cultivar una población celular particular, se pueden estudiar sus propiedades. Por ejemplo, se puede evaluar selectivamente el efecto de un agente particular, después de exponer las células a dicho estímulo en un sistema en que la mayor cantidad de variables ha sido fijada.


Cada tipo celular requiere condiciones de cultivo particulares. Ellas dependen de la especie y del estado de desarrollo del individuo del cual se obtuvieron y de las condiciones de cultivo propiamente tales (medio de cultivo con suero fetal bovino, medios de cultivo definidos, dependencia de capas alimentadoras, requerimientos de temperatura, CO2, matrices que permiten su adhesión, etc...). En su gran mayoría estas condiciones se determinan en forma empírica. Por su parte, el tiempo que una célula se mantiene en cultivo depende de la capacidad proliferativa in vitro de estas células. Así, por ejemplo, las células transformadas ya sea porque fueron inmortalizadas por alteraciones genéticas o porque derivan de tumores, pueden mantenerse por meses e incluso años en cultivo. Sin embargo, inevitablemente pierden algunas propiedades.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Actividad 1

Objetivo: reconocer cultivos de células adherentes y de células no adherentes

Células:

a) Células  Mesenquimáticas de ratón (3T3) 
b) Células humanas IM-9 de Mieloma Múltiple 
Procedimiento:

- Observar ambos cultivos celulares en microscopio de contraste de fases

- Registrar las observaciones

Actividad 2

Objetivo: obtener una suspensión de células adherentes

Materiales:

a) Células 3T3 en cultivo
b) Tripsina/EDTA en PBS (0.25%/0.05%)
c) DMEM-F12 + 10% suero fetal bovino (SFB)

d) PBS 1x

Procedimiento:

- Eliminar el medio de cultivo

- Lavar las células dos veces con 2mL de PBS 1x

- Agregar 1 mL de tripsina 0,25%

- Incubar 10 minutos a 37ºC o hasta que las células se suelten 

- Agregar 2 mL de DMEM-F12 + 10%SFB

- Recuperar suspensión celular

Actividad 3

Objetivo: realizar recuento celular en cámara de Neubauer o hemocitómetro

Materiales:

a) Suspensiones celulares (IM-9 y MSCs)

b) Cámara de Neubauer

Procedimiento:

- Tomar 10 (L de la suspensión celular (previamente homogeneizada) y cargar la cámara 

- Observar en microscopio óptico con objetivo 10x

- Enfocar uno de los cuadrantes de las esquinas (4*4, ver figura anexa)

- Contar las células del cuadrante

- Repetir el conteo para los otros tres cuadrantes 

- Calcular el número de células a partir de la siguiente fórmula;



número de células/mL = Recuento promedio x 104 
donde,

Recuento promedio = promedio de los 4 recuentos hechos en la cámara de Neubauer

Actividad 4

Objetivo: determinar viabilidad celular en cámara de Neubauer por exclusión del colorante vital Azul Tripán

Materiales:

a) Suspensión de células IM-9

b) Azul Tripán 0,4%

c) Cámara de Neubauer

Procedimiento:

- Diluir 2 veces la suspensión de células con Azul Tripán 0,4%

- Realizar recuento de células muertas (azules) y células totales en cámara de Neubauer

- Calcular viabilidad celular a partir de la fórmula;


% Viabilidad = número de células totales – número de células muertas    x  100 






número de células totales

Actividad 5

Objetivo: determinar importancia de la presencia del SFB en los cultivos celulares

Materiales:

a) Células IM-9 

b) Azul Tripán 0,4%

c) Cámara de Neubauer

Procedimiento:

- determinar el recuento y la viabilidad de células cultivadas en ausencia de SFB, en presencia de 5% SFB y de 10% SFB.

INFORME

Elabore un informe en el que se incluyan todas las actividades realizadas en el práctico.

Para las actividades cualitativas:

1. Describa detallada pero concisamente las observaciones realizadas.
Para las actividades cuantitativas:

1. Discuta la precisión de los métodos utilizados

2. Discuta las fuentes de error

3. Averigüe un método alternativo para cada uno

Todo informe consta de; Introducción (breve), Hipótesis, Objetivos (con el fin de corroborar la hipótesis), Materiales y Métodos, Resultados, Discusión y Conclusión, Bibliografía.

Cuestionario

1. ¿Cuál es el papel que cumple la tripsina/EDTA en la obtención de la suspensión de células adherentes?

2. Averigüe sobre alguno de los dos tipos celulares utilizados en este práctico y bajo que condiciones son cultivados (no más de ½ plana).

3. Los cultivos celulares requieren que el medio de cultivo en el cual se encuentran sea reemplazado periódicamente (+/- cada 3 días). Discuta.

4. Por lo general, los medios de cultivo (tales como DMEM-F12 y RPMI) poseen indicadores de pH.

a) Averigüe que indicador de pH tienen estos medios de cultivo.

b) Si el medio de cultivo (DMEM-F12 o RPMI) cambia a color amarillo/anaranjado, discuta las posibles causas de este cambio y en que condiciones se encuentra el medio (ácido o básico).

c) Si el medio de cultivo presenta turbiedad. ¿A que se puede atribuir y como se podría solucionar?

