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" Préctica 3.3. Protocolo de
aislamiento celular
para el seguimiento

metabolico de acidos grasos _- .




EL PRINCIPIO DE LAS 3 ERRES

Reemplazo - Métodos que eviten o ayuden a reemplazar el uso de animales

Reduccion - métodos que ayuden a reducir el numero de animales que se
usan en experimentos

Refinamiento - Métodos que ayuden a minimizar cualquier dolor o.angus
mejoren el bienestar animal
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1. Antes de empezar con la obtencion de las celulas encender el bano, el cooling
centrifuga, pesar la colagenasa™ y descongelar los medios de cultivo. Todas las soluci
los tubos que contienen células se mantienen en hielo picado durante todo el proceso.
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3. Sacrificar el animal por métodos éticos (segun comités y normativas correspo

4. Extraer sangre de la vena cava abdominal con agujas heparinizadas vy tr
Eppendorf. Se centrifuga a temperatura ambiente, 3000 rpom, 20 minut



5. Extraer el higado del animal, retirando la vesicula biliar y |
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6. Se perfunde el higado co
solucion fisiolégica por medio de
aguja introducida en las venas
mayores (porta y cava inferior).
Con ello se elimina una buena
parte de las células sanguineas.

7. Extraer el intestino, lavand
vaciando su interior con so
fisioldgica.



8. Se transfiere el

intestino a un vaso
rotulado (H y E, respect
con un poco de

HBSS/colagenasa y se va
el tejido en trozos muy
con tijeras de diseccion



9. Se pasa todo a un Erlenmeyer
de plastico y con tapa, anadiendo
el resto de HBSS/colagenasa. 10. Se deja incubando en ag

durante 20 minutos a 35°C
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11. Se hace un filtrado (ayudandose con un émbolo de goma de una jeringuilla, sin mac
exceso), a través de una malla de 60-100 um usando 15 ml de HBSS frio. Se va lavando
con 10 ml primero, dejando 5 ml para aprovechar todo bien en el lavado y escurrido fin
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12. Se transfiere el filtrado de cada tejido 13. En el caso del higado obt

a Falcons de 50 ml. Enrasar a 30 ml con fases: un sobrenadante, un
HBSS. rosado y un pellet en la p

tubo que contiene el grue

células sanguineas. En el in
suele darse el pellet de san
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2000 rpm en frio (4°C).

E Centrifugar 7 minutos a



14. Tirar el sobrenadante y resuspender |la fase de pellet rosado que contiene el gru
los hepatocitos o enterocitos, suavemente con 5 ml de HBSS que se dejan deslizar
pared, para no remover la sangre demasiado (golpear suavemente el tubo sobre una b
papel para ir moviendo el pellet de hepatocitos)*. Con mucho cuidado y sin a
demasiado transferimos estas células a un tubo de ensayo de cristal de 12 ml (TUB
Repetimos el proceso con otros 5 ml de HBSS.
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* Si se desea incubar parte de las células para diversos estudios,
disolverse en un medio nutritivo tipo M199, Leibovitz...etc. Los hepat
flotan mucho y siempre quedan células en los sobrenadantes y el inte
tiende a segregar moco que dificulta la adhesion del pellet. En ambos ¢
para aprovechar bien las células, conviene subir el volumen de solucion li
y fria (HBSS o medio de cultivo) y volver a centrifugar SI ES NECESARIO p
recoger un buen pellet).

Resuspender el pellet en M199 de acuerdo a su cantidad e incubacione
vayamos a necesitar. Si el pellet es grande resuspender en 25-30 ml (6
incubacion, en nuestro caso, unos 5-10X10° cels/ml, normalmente es/sufic
para 4 incubaciones: control, 18:2n-6, 18:3n-3 y EPA), dejando 1 ml de ¢
para recuento y viabilidad celular y proteina a tiempo cero (0h).
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16. Centrifugar
5min a 2000rpm
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Tubo A 17. Retirar el Tubo A

18. Anadir
2 ml de KCL
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% **OBSERVACION Y RECUENTO
’ CELULAR
Diluir los 100ul de recuento con
b 400ul de Trypan Blue (previamente
v disuelto 1:4 con HBSS)
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Tomar 100 pl de la

suspension de células
para recuento celular.

’ _ U s -
l -— Tiefe Neubauer

Depth improved
Profondeur

~ 0,100 mm

i .
n° cél./ml= X células(16¢)x16xf. de dilucién(5)x10* - 00025mme 8
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