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INTRODUCCION GENERAL BIELIQTECA CER

Los avances de la Biologia Celular y Molecular logrados en las dos ditimas
décadas del siglo XX han propiciado un importante resurgimiento de la Biologia del
Desarrollo como un area de primordial interés en la comunidad cientifica internacional
asi como una de las disciplinas que mas perspectivas de avance presenta en los
préximos anos.

E!l concepto actual sobre el desarrollo de os organismos, va mas alla de la
descripcion anatdomica, ya que la biologia del desarrollo experimental y  las
investigaciones en genética han generado conocimiento suficiente para lograr integrar
todos los resultados obtenidos en una sola materia. Desde la vision molecular, el
desarrollo se convierte en una serie de procesos dinamicos que dependen de la
regulacién de la expresion de grupos génicos particulares en el cigoto, blastocisto y
embridn, con el objetivo de definir, tanto en lo molecular como en lo estructural, el plan
corporal especie-especifico, que tendra sus varables individuales con base en la
expresion de los genes que codifican para este tipo de caracteristicas.

La Biologia de! Desarrollo, estudia la compleja cascada de cambios progresivos e
ireversibles durante los cuales se forma un individuo a partir de una sola célula. Estudia
como las células se especializan y convieten en fabricas funcionales con una
organizacion predecible a lo largo de los principales ejes del individuo. Estudia como se
realiza la generacion de la diversidad celular y su orden dentro de cada generacion asi
como la continuidad de la vida de una generacién a ofra.

La asignatura de biologia del desarrollo es una materia basica particular selectiva
de tipo tedrico-practico, con una carga horana de 4 horas a la semana, con gran
importancia en la formacién del bidlogo general y que tiene como objetivo iniciar al
alumno en el campo de biologia experimental.

El manual de practicas de la materia de Biologia de! Desarrollo, tiene el propdsito
de complementar el conocimiento adquirido en el salén de clase, mediante un refuerzo
practico con el fin de que el estudiante incremente su desarrollo educativo y le motive a
la investigacién. Pretende introducir de manera general al estudiante a conocer los
modelos empleados en el estudio del desamollo de los organismos. Tiene la finalidad de
complementar los conocimientos teéricos adquiridos en clase y obtener un
adiestramiento practico en el area de la Biologia del Desarrolio mediante la realizacion
de 7 practicas de iaboratorio, que permitirdn al alumno adquirir habilidades en el manejo
de equipo, material y reactivos, asi como el manejo de diversos especimenes biol6gicos,
en temas relacionados con el ciclo de vida de los organismos, los procesos de
gametogénesis, el desarrollo del embrién, asi como la diferenciacién de células, tejidos y
érganos.




REGLAMENTO DE LABORATORIO

1. Se permitira ingresar al laboratorio un maximo de 10 minutos después de la hora
sefalada.

2. Es obligatorio el uso de bata blanca y de manga larga.

3. Eil alumno debera respetar las disposiciones del profesor, de no ser asi, el profesor
tiene la autoridad para elaborar un reporte disciplinario.

4. No se permite introducir alimentos o bebidas, ni consumirlos en el laboratorio.

5. Esta prohibido fumar en el laboratorio.

6. El alumno no podra abandonar el laboratorio sin permiso del profesor, de hacerlo, se
le considerara como inasistencia a la practica.

7. No se permite colocar ropa, libros o bolsas sobre las mesas de trabajo, excepto el
manual de practicas o el cuademo de notas y el material de trabajo.

8. Se prohibe arrojar material sélido a las tarjas (papel, algodén, cubreobjetos, restos de
tejidos, etc.)
9. Cada equipo debe limpiar y desinfectar su area de trabajo antes de iniciar {a practica
y al final de la misma. Es necesario lavarse las manos antes de salir del laboratorio.
10.E!l alumno debe asegurarse de que las llaves de gas, agua y aire queden
perfectamente cerradas antes de salir del laboratorio.

11.Todo material de cristaleria que se rompa, debera ser reemplazado por el equipo de
trabajo o alumno responsable, asi como de cualquier tipo de material faltante al
término de la practica.

12.El alumno debe de contar previamente con el manual de practicas correspondiente
aprobado por la academia, por lo cual debera conocer el procedimiento de {a practica
antes de ingresar al laboratorio.

13.Los reportes de cada practica deben ser presentados en forma individual con base en
las indicaciones particulares del profesor y debera incluir los puntos sefialados en el
manual correspondiente. _

14. Solo se calificaran los reportes de practicas cuando el alumno cuente con la

respectiva asistencia al laboratorio.



GUIA DE USO PARA EL MANUAL DE PRACTICAS DE BIOLOGIA DEL
DESARROLLO

Este manual se disefi6 con la finalidad de proporcionar a los alumnos un apoyo practico
para los conocimientos adquirido en clases.

Cada practica esta organizada de la siguiente manera:

introduccién
Es una breve relacién de aspectos basicos del tema a tratar en la practica.
Antecedentes
Explicacion, en resumen, de los conceptos basicos de la practica a realizar.
Justificacion
Indica la importancia de realizar la practica y su relacidn con el temario.
Objetivos
Sefialan los conocimientos que se busca adquirir al finalizar la practica.
Materiales y métodos
Relacion de los materiales biolégicos y reactivos, asi como descripcion del
procedimiento para la realizacién de la practica.
Resultados
E! estudiante observard y registrara la informacion obtenida con base en lo
sefialado.
Discusion
Comprende una serie de preguntas que el alumno debe contestar, con base en
los resultados obtenidos y con el apoyo de una investigacion bibliografica
realizada
Conclusiones
El alumno describira, de manera breve y concisa, el conocimiento adquirido
durante el desarrollo de la practica asi como los puntos que considere
destacables.
Bibliografia
Se citan referencias utilizadas_en ia elaboracion de cada practica; ademas el
alumno incluira las referencias consultadas por el alumno para las discusiones de

cada practica. Incluye la direccién de paginas WEB.



PRACTICA 1
CICLO DE VIDA DE Drosophila melanogaster
INTRODUCCION

Clasificacion: Phylum: Artrépoda
Clase: Hexapoda
Orden: Diptera
Familia: Drosophilidae
Género: Drosophila
Especie: melanogaster

La mosca del vinagre o Drosophila melanogaster, es un modelo adecuado para el
estudio de diferentes areas de la biologia, debido principalmente a su facil
mantenimiento en el laboratorio, su corto ciclo de vida, y al amplio conocimiento que se
tiene de sus caracteristicas biolégicas y moleculares.

La mosca Drosophila melanogaster mide entre 1 y 2 mm, dependiendo de la especie y
de su fuente de alimentacion, es de un color ocre y sus ojos son generalmente de color
rojo. La podemos localizar facilmente en frutas maduras en proceso de descomposicion
o cerca de recipientes que contengan vinagre o vino. La familia de Drosophilidae tiene
mas de 3000 especies descritas clasificadas en aproximadamente 60 géneros (Salceda
y Gallo, 1984).

ANTECEDENTES

Las etapas del ciclo de vida de la mosca son cuatro: huevo, larva, pupa y adulto. (fig. 1).
El huevo de Drosophifa es blanco fechoso y mide aproximadamente 0.5 mm de largo, es
formado en los ovarios a partir de la maduracion de las camaras de huevo en las
ovanolas, y es fertilizado en el paso del oviducto al Gtero, inmediatamente después de la
fecundacion comienza el desarrollo embrionario, etapa que dura aproximadamente 24
horas a 25 °C. La hembra deposita los huevos en ia superficie del medio de cultivo y
posteriormente sucede la eclosion.

El periodo larvario dura aproximadamente de 3 a 4 dias, en los cuales pasa por tres
estadios resultantes de dos mudas (larva I, ll y 1) originando la formacién de la pupa. El
desarrollo de las estructuras y tejidos adultos se realiza, a partir de los discos imaginales,
en el interior del pupario, durante aproximadamente 3-4 dias, en los que atravesara por
los estadios de pupa blanca, pupa marrén y pupa negra. El adulto emerge del caparazon
pupal y conforme envejece adquiere la forma y colores tipicos del adulto.

JUSTIFICACION

El ciclo de vida de los organismos es la secuencia de eventos que ocurren durante el
desarrollo. Inicia con la fertilizacién de un oocito y continta hasta la muerte del individuo,
atravesando por diversas etapas y reiniciando una vez mas, en un fluevo organismo, a
través de la reproduccion.




Uno de los mayores triunfos de la embriologia descriptiva fue la idea de un ciclo de vida
generalizable. Durante el desarrollo de cualquier organismo podemos distinguir 3 etapas
principales; la embriogénesis, el desarrollo juvenil y la etapa adulta, las cuales pueden, a
su vez, subdividirse en diversos estadios. En esta practica se busca ejemplificar dicho
proceso, utilizando el modelo de Drosophila melanogaster.

OBJETIVOS

-

1. Conocer las condiciones de mantenimiento de Drosophila melanogaster en el
faboratorio.

2. ldentificar y caracterizar las diferentes etapas del ciclo de vida de Drosophila
melanogaster.

60

3er estadio
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Fig. 1 Esquema de los distintos estados que se presentan en Drosophila m. durante su ciclo de vida



MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico

Mosca Drosophila melanogaster
(cepa Canton/S)

Material y Equipo de laboratorio

Frasco de vidrio con tapa
Tubos de ensaye con algodén
Embudo

Frasco para anestesia

Horno (p/ esterilizar material)
Platina de calor

Microscopio estereoscopico
Portaobjetos

Cajas de Petri
Pinzas de sujeccion

Soluciones y reactivos

Eter etilico

Alimento:

pilonCillo .....oocovreieiie 100 gr
agua destilada .............c.ccoe 11t
AQAT .o 16 gr
levadura de maiz en barra ....100gr
greneting ...........ocoeeiiirnennn. 16 gr
acido propionico ................... 10 mi

"Nota: los tubos de ensaye, antes de ser usados deben estar limpios y estériles (160°C

durante un periodo de 3 hrs).

Metodologia:

Mantenimiento de las moscas en laboratorio

Para conservar especimenes de Drosophila melanogaster en el laboratorio es
recomendable hacerlo en condiciones controladas, mantener la temperatura constante a
25°C, y la humedad relativa de! aire entre70 y 80%.

Las moscas se colocan en frascos de vidrio, con alimento preparado segtin se describe
mas adelante, cuya cantidad no debe sobrepasar los 2 cm de la base del frasco y
posteriormente son cerrados con borlas de algodén (Figura 2).

Fig. 2 A) Botella de vidrio y C) Medio de cultivo en tubo de vidrio, que ilustran la forma en que se
mantienen en el laboratorio las colonias de D. melanogaster. En B) se esquematiza la localizacién de los
diferentes estadios del ciclo de vida de D. melanogaster en el frasco del cultivo.
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Preparacion del alimento

Requiere de una preparacion especial para evitar problemas de contaminacion por:
hongos, bacterias o parasitos.

AN~

o

En el frasco con tapa, disolver el piloncillo en agua destilada mediante calor.
Agregar la levadura de maiz en barra, hasta lograr el cocimiento completo.
Mezclar las dos porciones y afiadir el agar (disuelto previamente en aguay.

Se retira del calor y se procede a esterilizar en autoclave (121°C durante un
periodo de 20 min). ’

Una vez estéril, agrega la grenetina, la cual se mezcla bien hasta lograr que se
disuelva, posteriormente se deja enfriar hasta alcanzar una temperatura aprox.
de 35°C y se anade el acido propidnico; ambos se agregan justo antes de vertir
el alimento en los tubos o frascos.

Se procede a vertil, aun caliente, en tubos de ensaye previamente esterilizados.
Una vez que el medio se ha enfriado presentara una consistencia semisolida y
estara listo para su uso.

Finalmente, se espolvorea levadura instantanea sobre el alimento y queda listo
para colocar las moscas.

Observaciorn del ciclo:

Con ayuda de un embudo de plastico, pasar los ejemplares aduitos al tubo de
anestesiado, que contiene un algodén impregnado en eter. Una vez
anestesiadas las moscas se transfieren a un cartén blanco para su observacion
al microscopio estereoscopio.

Posteriormente, con las pinzas de sujeccion, se extraen de los tubos,
especimenes en distintos estadios larvarios, pupales y los huevos.

Se colocan en una caja petri con solucion salina fisiologica, para eliminar los
restos de papilla y se transfieren a otra caja petri para observarlos al
microscopio estereoscopio.

Finalmente se realiza la identificacion morfoldgica de las diferentes etapas del
ciclo de vida acorde al esquema presentado.

Registrar sus observaciones.
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RESULTADOS

OO

Etapa embrionaria (huevos) Etapa Juvenil Larvaria | Etapa Juvenil Larvaria 1l
Etapa Juvenil Larvaria il Etapa Juvenil Pupal | Etapa Juvenil Pupal II

OO

Etapa Juvenil Pupal Il Etapa Adulta Macho Etapa Adulta Hembra




DISCUSION

1.- ;Como afecta la variacion de temperatura el desarrollo de D. melanogaster.?

2 .- Mencione las caracteristicas fenctipicas que permiten diferenciar un macho de una
hembra en la sp. D. melanogaster.

3- ¢ Quién realiz6 fos primeros trabajos experimentales en genética con la mosca de la
fruta y en qué consistieron?

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

- Genética de Drosophila. Técnicas de Laboratorio; Victor M. Salceda S. y Aluisio
J. Gallo. Ed. LIMUSA. (1984) pp 9 — 26.

- Cap. 2 ‘"Life cycles and the evolution of developmental patterns” en
Developmental Biology ; Scott F. Gilbert , Ed. SINAUER (2000) pp 25-48.
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PRACTICA 11

NIVELES DE COMPACTACION DE LA INFORMACION GENETICA:
. CROMOSOMAS POLITENICOS DE Drosophila melanogaster.

INTRODUCCION

Los cromosomas son complejos supramacromoleculares compuestos de
nucleoproteinas (acidos nucleicos y proteinas tipo histona). Drosophila melanogaster
presenta cuatro pares de cromosomas, los cuales pueden apreciarse facilmente en
algunos tejidos que presentan células poliploides, como son el intestino y las
glandulas salivales.

En las glandulas salivales de las larvas de Drosophila, cada cromosoma gigante es el
producto de aproximadamente nueve ciclos de replicacién, con variados y abundantes
polimorfismos caracteristicos de los diferentes géneros: melanogaster, virilis,
pseudoscura, entre otros.

Los cromosomas poliploides, denominados gigantes, son cromosomas formados por
heterocromatina y presentan -una longitud mucho mayor que los cromosomas de
metafase. Estan constituidos por una serie lineal de bandas oscuras alternantes con
interbandas claras. La mayor parte del DNA se localiza en las bandas oscuras. Los
cromosomas gigantes sufren rondas de duplicaciones repetidas pero sin separarse,
resultado de la sindpsis de los cromosomas homdlogos, seguida por la replicacion de
los mismos sin que ocurra una divisién celular posterior.

ANTECEDENTES

A fines del siglo pasado, Balbiani descubrié la presencia de cromosomas politénicos
en las glandulas salivales de los dipteros, después se comprobod su presencia en otras
estructuras como en los tubos de malpighi y en los cuerpos grasos del epitelio
intestinal; sin embargo en glandulas salivales son mas comunes.

El complemento cromosémico normal de Drosophila melanogaster es de 4 pares de
cromosomas. El conjunto de cromosomas en la fase politénica adquiere una forma de
5 brazos unidos por el centrémero. Gracias al fenémeno de politenia se originan
cromosomas extremadamente grandes, que dan origen a un patrén caracteristico de
diferente espesor y afinidad cromética (Fig. 1).

Fig 1. Fotografias de cromosomas politénicos extraidos de glandulas salivales de Drosophila m. Fig 1A
marcaje con fluorescencia, Fig 1B marcaje radioactivo. Imagen proporcionada por el Dr. Antonio Prado,
Univ. Pablo de Olavide, Sevilla Espafia.
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JUSTIFICACION

Las células de las glandulas salivales de la larva Drosophila contienen cromosomas
casi 100 veces mas grandes que los observados en la mayor parte de las otras células
del organismo. El poder observarlos permite a los investigadores comparar los
patrones de bandas de cromosomas politénicos de diferentes especies y asi tener
oportunidad de investigar cambios evolutivos a nivel cromosoOmico. Por otra parte, los
cromosomas politénicos cambian durante etapas particulares del desarrollo. En esta
practica, los alumnos conoceran una metodologia simple que les permitira visualizar
directamente la expresion de genes mediante la localizacién de zonas de transcripcion
activa en los cromosomas politénicos.

OBJETIVOS
1. Observar e identificar los cromosomas politénicos en D. melanogaster.
MATERIALES Y METODOS

Material biologico

Larvas de Drosophila melanogaster Soluciones y reactivos
Material y Equipo de laboratorio Agua destilada

Acido acético glacial
Cajas de Petri Acido lactico 85%
Gotero Orceina

Agujas de diseccion
Microscopio de luz
Microscopio estereoscopico
Cubreobijetos y portaobjetos
Papel filtro o absorbente
Barniz transparente de unas

Metodologia (desarrollo de la practica):

Obtencion de larvas:

1. Colocar aproximadamente 10 parejas de
Drosophila m. durante 2 dias en un frasco
con medio de cultivo reciente.

2. Transcurrido este tiempo se eliminan los
adultos y se procede a colocar el frasco en
un incubador a una temperatura de 15°-
18°C; este frasco contendrda huevos vy
larvas recién emergidas para realizar el
experimento. El frasco permanecera a esta temperatura durante 5-7 dias y
cuando aparezca la primera pupa o se observe la presencia de varias larvas del
tercer estadio, se recomienda colocar el frasco a temperatura de 5°-8°C para
prolongar la sobrevivencia del cultivo en condiciones 6ptimas para su diseccion.
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Es recomendable colocar un poco de levadura granulada para proporcionar una
sobrealimentacion y con ello un aumento de tamario en las glandulas salivales.

3. Aquelias larvas que se vean inactivas y de preferencia grandes y gordas sera a
las cuales se les extraera las glandulas para su tincion.

Preparacién de colorante:

Se utilizan dos soluciones, una para la diseccion (solucién [) y otra para la tincion
(solucion I1).

Solucién | Solucion H
Orceina igr 1gr
Acido acético glaciat 45cc 45 cc
Acido lactico al 85% —— 25 cc
Agua destilada 55 cc 30cc

En ambos casos la solucion se calienta a punto de ebullicién, de preferencia usando
un refrigerante de reflujo por un periodo minimo de dos horas, se filtra y se coloca en
frascos goteros y una vez frio puede utilizarse.

Extraccién de glandulas:

1. Coloque en la caja Petri algunas gotas de
solucion |.

2. Extraiga una larva de tamario apropiado vy
coléquela en la solucion y con el uso del
microscopio estereoscopico realice la diseccion:
coloque la punta de una aguja en el tercio
anterior de la larva y sujétela con la otra mano y
con ayuda de ofra aguja, que se coloca en el
extremo anterior de la larva, separe firmemente
el tejido. Si se hace con cuidado, en el extremo
de la aguja se vera parte del sistema nervioso y
adheridas a él las glandulas.

3. Pase las glandulas a un portaobjetos, donde se
ha colocado previamente una gota de solucién 1l y permita que se tifian durante
5 min., evite que se evapore el colorante adicionando algunas gotas.

4. Pasado el tempo de tincién, coloque sobre el espécimen un cubreobjetos;
después colocar la laminilla entre los dobleces de una tira de papel filtro de
tamafio adecuado, sostenga con los dedos indice y pulgar de una mano los
extremos del portaobjetos y con el pulgar de la otra mano presione fuertemente
sobre el cubreobjetos, éste se vera enmarcado por el exceso de colorante,
procurando dar al dedo pulgar un movimiento de rotacién, terminada esta
presion seque el exceso de colorante con un papel filtro.

5. Observe al microscopio la laminila y en caso de observar células
suficientemente claras y con los brazos cromosdmicos extendidos, selle los
bordes de la preparacion con barniz de ufas, esto le permitira almacenar la
preparacion hasta por un ano.




RESULTADOS

Etapa Juvenit Larvaria Il Glandulas Salivales de una Cromosomas politénicos
Larvana IIt

DISCUSION

1.- ¢Cuantos y cuales son los cromosomas que constituyen el genoma de Drosophila m?

2 -Indique en que tejidos se presentan cromosomas politénicos.

3.- Explique en qué consiste el fendomeno de politenia

4.- ;Qué caracteristicas manifiestan las regiones de los cromosomas politénicos
denominadas “puffs”?
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CONCLUSIONES
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PRACTICA III

~ GAMETOGENESIS EN MAMIFEROS:
ANATOMIA E HISTOLOGIA DE GONADAS EN Rattus norvergicus

INTRODUCCION

La gametogénesis es el proceso de formacién y desarrollo de las células germinales
denominadas gametos. Incluye transformaciones, tanto a nivel de los cromosomas como
a nivel del citoplasma, y prepara a las células sexuales para la reproduccién. Implica la
recombinacion genética y la reduccién cromosdmica realizadas por la meiosis. En la
gametogénesis se obtienen células diferentes segun el sexo; por tal motivo se dividen en:
espermatogeénesis y ovogénesis. Ambos procesos presentan tres periodos sucesivos
comunes que se ilustran en la figura 1.
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i VN
\\\\\\' (," O
NN J
‘; Proliferacién &

i Espermatocito
primario

s o Qocito

\\ = T - primario
Meiosis | K

{ QOocite %

L .- ~- .secundario - P
) , . . rimer
E;—\ 7@/\ Espermatogto , 74 @% cuerpo polar
' - | . secundario ! \
i Vi s B
\ ) ~~:~

I Espermatidas, l Meiosis Il 'l
v LR T
r 3 S P e
SR @909
cuerpo polar

Espermatozoides

Fig. 1 Esquema de las dlstmtas etapas de maduracion de la célula germinativa masculina (espermatocito) y
femenina (oocito).
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Recombinacion: Durante esta etapa las células precursoras, o células germinativas
primordiales proliferan por mitosis simétricas, hasta el momento en que, por una mitosis
asimétrica, generan una célula que entrara a la siguiente fase; la meiosis.

Reduccién: Durante esta etapa los gametos experimentan un tipo especial de division
celular, la meiosis, con dos divisiones sucesivas con duplicacion del DNA sélo en la
primera, reduciendo la carga genética a la mitad, generando células haploides.

Especializacion: Esta etapa se caracteriza por el rapido crecimiento de las células, asi
como por las transformaciones morfologicas que daran lugar a los gametos maduros. En
los espermatozoides estas transformaciones son: la formacion de fa vesicula acrosdmica,
la cual rodea al nuicleo constituyendo el acrosoma, Ia organizacion de las mitocondrias en
torno al cuello y la redistribucién o reabsorcion del citoplasma formando un flagelo.

ANTECEDENTES

Evolutivamente, la reproduccién sexual implicé el desarrollo de células especializadas
para la reproduccion denominadas células germinales. Estas células atraviesan por un
proceso de maduracion conocido como gametogénesis. Dicho proceso implica la
recombinacién genética y la reduccion cromosémica realizadas durante la meiosis, para
obtener gametos haploides con diversidad gendmica.

La evolucién llevd al desarrollo de la anisogamia, es decir la generacion de dos tipos de
gametos con caracteristicas diferentes. De esta forma se desarrollan gametos femeninos
y masculinos con marcado dimorfismo, asi como un aporte diferencial en la fecundacién.
Los gametos femeninos se especializaron en regular los procesos tempranos del
desarrollo.

JUSTIFICACION

Los organismos tienen la capacidad de reproducirse sexualmente para perpetuar su
especie. El proceso de reproduccion sexual ha permitido el desarrollo de una gran
diversidad de organismos. La principal condicidbn para que este tipo de reproduccion
ocurra es la formacién, y postenor fusion, de células especializadas; los gametos. Las
gonadas son las estructuras encargadas de la produccion de los gametos de ambos
sSexos.

En ésta practica se observaran las estructuras anatémicas de organismos adultos, en las
que se lleva a cabo la formacion de los gametos masculinos y femeninos.

OBJETIVOS
1. Analizar las estructuras anatomicas de las génadas masculinas y femeninas de
mamiferos.
2. Analizar las estructuras tisulares de las gonadas masculinas y femeninas de
mamiferos. )




MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Ratas adultas, macho y hembra, de
la cepa Wistar.

Clasificaciéon: Phylum: Vertebrata
Clase: Mammalia
Orden: Rodentia
Familia: Muridae
Género. Rattus
Especie: norvegicus.

Material y Equipo de laboratorio

Camara de gas

Dislocador de cervicales
Estuche de diseccion
Charola o mesa de diseccion
Caja de Petri

Morteros

Microscopio de luz
Microscopio estereoscopio

Metodologia (desarrolio de 1a practica):

Preparacion de colorantes:

Hematoxilina (tincion de nucleos)
Hematoxilina 0.2 gr
Agua destilada 100 ml

Eosina (tincion de fondo)

Eosina 03gr
Acido acético glacial 0.025 ml
Agua destilada 100 m!

Técnica de diseccidn.

Microtomo

Tina de flotacion

Canastilla para tincion
Gasas

Guantes

Cubre bocas

Portaobjetos y cubreobjetos
Cartulina y tijeras

Soluciones y reactivos

Formol

Parafina

Agua destilada
Alcohol absoluto
Alcohol 96°

Xilol

Hematoxilina
Eosina

Acido acético glacial
Glicerina

1. Se sacrifica a la rata, macho o hembra, en una atmosfera de CO, con posterior

dislocacion de cervicales.

2. Sobre la charola o mesa de diseccion, colocar a la rata en decubito supino y
realizar una incision abdominal central con el bisturi.
3. Tras la apertura de la pared abdominal y la retirada de la grasa pre-peritoneal,

podemos observar el intestino.
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4. Utilizando el instrumental, extraer los cuernos uterinos (hembra) o testiculos
(macho), cortando con cuidado los ligamentos de union.

5. Una vez extraidas las gonadas colocarlas en formol para dar inicio a la técnica
histolégica.

Técnica histoldgica:

Fijacién
- Colocar el tejido en un frasco de boca ancha en formol al 10% por 15 min

Deshidratacion y Aclaramiento

- Alcohol 30% 20 min; Alcohol 50% 20 min; Alcohol 80% 20 min; Alcohol 96%
20 min; Alcohol absoluto 20 min, Xilol 20 min

Impregnacion con parafina
- Pasar el tejido a un recipiente con parafina a 65°C, agitar por 5 min. y dejar
reposar otros 5 min. y pasar a parafina nueva a 60°C por 5 min.

Bloqueo en paraplast.

- Elaborar moldes cibicos de cartulina de 2 cm de lado.

- Calentar la parafina hasta fundir, y colocar las muestras dentro del molde, al
centro y aplanando ligeramente para no destruir el tejido

- Vaciar la parafina fundida en el molde y dejar enfriar a temperatura ambiente
(30 min aprox.)

- Colocar dentro de un recipiente con agua a temperatura ambiente por 3 min. y
después retirar el papel.

Corte Microtobmico
- Utilizar microtomo para obtener el “listén” de muestra.
- Colocar la muestra en la tina de flotacion.
- Tomar con un portaobjetos la muestra a tedir.
- Pasar de 12 a 15 veces sobre el mechero para fijar al portaobjetos.

Técnica de tincién con Hematoxilina y Eosina
- Utilizando canastillas de tincion, pasar las muestras por las siguientes
soluciones :
- Xilol 5 bafios
- Alcohol absoluto 5 bafios y alcohol de 96% 5 baiios
- Agua 5 banos
- Hematoxilina 5 min. Agua 5 baros
- Alcohol acido 0.5% 1 bario rapido
- Agua 5 bafos
- Alcohol amoniacal 0.5% 2 bafos Agua 5 bafios
- Alcohol 96% 5 barios
- Eosina 1 min.
- Alcohol 96% 5 barios, Alcohol absoluto 5 bafios
- Xilol 5 banos
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Montaje
- Colocar una gota de glicerina sobre la muestra
- Poner un cubreobjeto
- Limpiar el exceso con papel y sin presionar.

Observacién al microscopio de luz.

RESULTADOS

Goénada Masculina Goénada Femenina
{observacion macroscépica) {observacién macroscépica)
Goénada Masculina Gonada Femenina

(observacién microscodpica) (observacién microscopica)




DISCUSION

1.- ¢ Cudles son los tipos de gametogenesis?

2.- Mencione 3 diferencias y 3 semejanzas entre ambos procesos

3.- ¢ Qué es un cuerpo polar, un foliculo primordial y un cigoto?

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFi{A

- “Formacion de gonadas y gametos” en Manual de biologia del desarrollo;
Martha Patricia Fernandez Guzman, Ed. JGH SALVAT Medicina. 2ed.(1998)
pp.50-53

- Embriologia Meédica, lLangman. TW. Sadler, PhD. Ed. Medica
Panamericana 6 ed. (1994) pp 19-35.
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PRACTICA 1V

DESARROLLO EMBRIONARIO EN Gallus gallus:
FORMACION DE SOMITAS Y NEURULACION

INTRODUCCION

Clasificacion: Phylum: vertebrata
Clase: aves
Orden: galliformes
Familia: phasianidae
Género: Gallus
Especie: gallus

En el desarrollo embrionario de vertebrados, los acontecimientos iniciales del
desarrollo del sistema nervioso (SN) tienen lugar durante la neurulacion.
Comienzan con un proceso de induccion neural, mediante el cual una parte del
tejido embrionario se determina como tejido neural precursor, a partir del que se
originara el sistema nervioso (neuroectodermo/placa neural). Seguidamente se
forman las crestas neurales a partir de los pliegues de la placa neural onginando
las dos partes principales del SN; el central (SNC) y el periférico (SNP).

Posteriormente, se suceden diversas fases en el desarrollo del SN a nivel celular;
proliferacion, migracion, diferenciacion neural, formacion de las vias de conexion,
establecimiento de conexiones y muerte celular. Se producen de manera precisa y.
secuencial en cada una de las células nerviosas, pero no al mismo tiempo en las
distintas zonas del SN ya que cada estructura tiene su propio tiempo de desarrollo.

ANTECEDENTES

El sistema nervioso de mamiferos comienza a desarroliarse luego de la
gastrulacion. Lo primero que se forma es una placa alargada de origen
ectodérmico, llamada placa neural, la que mediante una invaginacion y
plegamiento denominado surco neural, y luego de una fusion de la region dorsal
determina la formacion del tubo neural (Fig. 1).

En esta etapa, un grupo de células ectodérmicas vecinas al sitio del cierre del tubo
neural se separan para constituir las crestas neurales. El cierre del tubo no es
simultaneo a todo lo largo de el, comienza en Ia region cervical del embrion
progresando luego tanto en direccion caudal como en direccion cefalica. El tubo
permanece temporalmente abierto a la cavidad amnidtica mediante los
denominados neuroporos anterior o cefalico y posterior o caudal. El neuroporo es
el primero en cerrarse y posteriormente se cierra el neuroporo caudal (Fig. 2).
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Fig.1 Desarrollo embrionario-temprano del Gallus gailus.
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Fig 2. Esquema de la formacion del tubo neural en distintas etapas
del desarrollo embrionario del Gallus gallus.

JUSTIFICACION

El tubo neural da origen al sistema nervioso central, mientras que las crestas neurales
dan origen a casi todo el sistema nervioso periférico. Una vez que el tubo neural se ha
formado produce una intensa proliferacién celular, continuando con la organogénesis.
En la presente practica, el alumno sera capaz de observar los cambios que
experimenta el producto desde la fertilizacién hasta el término del feto, relacionados
con el desarrollo del sistema nervioso, asi como de identificar las diferentes etapas del
desarrollo embrionario de las aves.
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OBJETIVOS

1- Observar la formacion de los somitas en un embrién de pollo en diferentes
etapas durante su desarrollo embrionario.

2- Observar la formacién de las principales estructuras del SNC en un embrion de
pollo en diferentes etapas durante su desarrollo embrionario.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico:

Embriones de pollo (Gallus gallus)
Material y Equipo de laboratorio

Incubadora para embrion de polio
Ovoscopio

Cajas de Petri

Gasas

Guantes

Estuche de diseccién
Microscopio estereoscopico

Soluciones y reactivos
Solucién fisiolégica (NaCl 0.9%)
Metodologia (desarrollo de la practica):

- Mantener el huevo fecundado en el incubador a 37°C y 65% de humedad, en
movimiento aleatorio. La circulacion del aire dentro de la incubadora es
importante ya que la cascara presenta numerosos poros que permiten el
intercambio gaseoso del embrion, a medida que se desarrolla, consume
oxigeno y libera diéxido de carbono. Durante el almacenamiento y la
incubacion los huevos deben ser volteados dos a tres veces al dia, para
mantener el desarrollo del embrién en el centro del mismo.

- Extraer el huevo del incubador, colocarlo sobre el ovoscopio y observar el
embrion en formacion.

- Abrir el cascaron utilizando pinzas de diseccion, golpeando levemente la
superficie para formar un pequefo hueco.

- Colocar el embrién en caja Petri sobre solucion fisioldgica.

- Observar con microscopio estereoscopico.
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RESULTADOS

Embrion de pollo de 3 Embrion de pollo de 7 Embrion de polio de 9
somitas somitas somitas
DISCUSION

1- Mencione los principales tejidos derivados de las siguientes capas
blastodermicas: Endodermo, Ectodermo y Mesodermo

3- ¢ Cudles son las consecuencias de un defecto en el cierre del tubo neural?

4- ; Qué estructuras se originan a partir de los pliegues neuraies?
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CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA:
- “Formacion de tubo neural” en Manual de biologia del desarrollo; Martha
Patricia Fernandez Guzman, Ed. JGH SALVAT Medicina. 2ed.(1998) pp.95-
109.

28



PRACTICA V

DESARROLLO EMBRIONARIO EN Rattus norvergicus: - S
HISTOGENESIS DE TEJIDO OSEO Y CARTILAGO RTBLECTRCA TR

INTRODUCCION

El tejido éseo representa la parte mas importante del esqueleto. A pesar de su
dureza y resistencia, posee cierta elasticidad. El tejido 6seo es una forma
especializada de tejido conectivo denso, provee al esqueleto de fortaleza para
funcionar como sitio de insercion y sosten.

La osificacion cartilaginosa ocurre a partir de un molde de cartilago en cuyos
extremos, de cartilago en reposo, los condrocitos empiezan a dividirse activamente
y a hipertrofiarse (zona de cartilago en proliferacion) y luego mueren por falta de
nutrientes (cartilago en maduracién), simultaneamente la matriz cartilaginosa sufre
una calcificacion que es la responsable directa de la muerte de los condrocitos.

ANTECEDENTES

El tejido 6seo es una variedad de tejido conjuntivo. Estd formado por células
separadas y sustancia intercelular, la distancia intercelular esta mineralizada: se
trata de una malla de fibras de colagena que se endurece y es muy resistente, no
rigida, sino elastica.

Un hueso tiene como base tejido 6seo, pero un hueso es un érgano, tiene tejido
conjuntivo fibroso en su parte externa (periostio), zonas con cartilagos, cavidad con
tejido blanco (medula 6sea), vasos sanguineos (también son 6rganos) y nervios.

Osteocitos: son células de tejido dseo ubicadas en el interior, en zonas llamadas
lagunas 6seas y se comunican unas con otras para el aporte metabélico por medio
de conductos calcoforos o canaliculo; estos llegan finaimente a la superficie del
tejido, donde hay vasos sanguineos de tipo capilar. En el espesor deli tejido no hay
vasos sanguineos; por el interior no circulan sangre, sino liquido tisular

Osteoblastos: son células responsables de la sintesis y secrecion del componente
organico de la matriz extracelular del nuevo hueso, que fuego experimentara una
rapida mineralizacion.

Osteoclastos: son células multinucleadas implicadas en el proceso de reabsorcion
necesarno para ia remodelacién del hueso

Células limitantes: se encuentran en la superficie libre del tejido, en la capa de
células que se ubican en la superficie del hueso; son una reserva celular del tejido
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Teiido cartilaginoso: El cartilago esta compuesto por células y componentes
extracelulares. Las células, los condorcitos, estan aislados en pequefios espacios
de la matriz extracelular, mas abundante, compuesta por fibras inmersas en la
sustancia fundamental. Ei cartilago no posee vasos ni terminaciones nerviosas
(excepto las articulaciones); la nutricién de las células se produce por difusién a
través de la sustancia fundamental. Existen tres tipos de cartilago:

Cartilago_hialing: es el mas abundante, se localiza en esqueleto nasal, laringe,
traguea, bronquios y superficies articulares.

Cartilago elastico: se encuentra formando parte del cartilago de la epiglotis,
cartilago corniculado y del cuneiforme, paredes de! conducto auditivo externo y la
trompa de Eustaquio.

Cartilago fibroso: Es una forma de transicion entre el tejido conectivo denso y el
cartilago hialino, por una combinaciéon de fibras de colageno y células
cartilaginosas ubicadas en la matriz hialina. El cartilago fibroso se relaciona con
ciertas articulaciones (discos invertebrales y meniscos).

JUSTIFICACION

La visualizaciéon directa del cartilago y del hueso en fetos tefiidos ayuda a
interpretar alteraciones en la formacién del esqueleto. La técnica por diafanizacién
o transparentacion permite la visualizacion in situ de los centros de osificacion en
embriones y fetos, tiiendo con rojo alizarin. En esta practica se pretende que el
alumno conozca y realice la tincion 6sea por el método de transparentacion o
diafanizacidn en Raltus norvergicus.

OBJETIVOS

1.- Observar la distribucion y las caracteristicas anatéomicas del tejido 6seo y del
tejido cartilaginoso al finalizar el desarrollo embrionano en R. norvergicus.

MATERIALES Y METODOS
Probeta
Material biolégico Vaso de muestras biolbgicas
Refigerador
Ratas de la cepa wistar de 2 dias de
nacidas Soluciones y reactivos
Material y Equipo de laboratorio Cloroformo
Agua bidestilada
Estuche de diseccion Hidroxido de potasio (KOH 2%)
Papel estraza Glicerina
Gasas Colorante rojo alizarin
Guantes Colorante azul alceano
Vaso de precipitado Glicerol puro

Pipeta de 5 ml.
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Preparacion de colorantes:

Rojo Alizarin. (Alizarin Red S) 15 ml Azl Alceano. (Alcian Blue 8GX) 100 mi
Acido Acético 1ml Colorante 0.05gr
Glicerina 2ml Acido acético 5ml
Agua bidestilada 12 mi Agua bidestilada 95 mi
Colorante 0.12 gr

Metodologia (desarrolio de la practica):

Desprendimiento de la piel
1- Sacrificar los fetos con cloroformo
2- Eviscerarlos perfectamente
3- Lavarlos con agua bidestilada
4- Sumergirlos en agua a 70°C por 30 segundos.
5- Desprender la piel completamente, a ser posible en una sola pieza y
remover también el tejido adiposo.

Adelgazamiento
1- Sumergir en KOH 2% por 24 hrs a 4°C.

Tincion

1- Para la tincion, agregar 1 ml de colorante rojo alizarin y dejar a 4°C por 24
hrs.

2- Lavar con solucién glicerina/agua (1:1)

3- Sumergir en colorante azul alceano y dejar a 4°C por 24 hrs.

4- Lavar con solucion

5- glicerina/agua (1:1)

6- Dejar en glicerol puro a 4°C para su conservacion.
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Fotografias de una rata de la cepa Wistar sometida a la técnica de transparentacion.

RESULTADOS

incluya 2-3 fotografias de los especimenes una vez finalizado el proceso de
diafanizacion
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DISCUSION

1- Describa los tipos de osificacién y la manera en que se organiza el sistema 6seo

2- Mencione cuales son las funciones del tejido 6seo y del tejido cartilaginoso

3.- Mencione la importancia de los Osteoclastos

4.- Qué patologias estan relacionadas a defectos en el desarrollo de huesos y
cartilagos?

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

Principios de Anatomia y Fisiologia: Sistema Esquelético, Tejido Oseo. Tortora
Grabowsky. PP 165-173. Ed. Oxford.
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PRACTICA VI

ANALISIS COMPARATIVO DE LA ORGANOGENESIS DEL SISTEMA
CARDIOVASCULAR EN PECES, ANFIBIOS, AVES Y MAMIFEROS

INTRODUCCION

Durante el desarrollo embrionario de las diferentes especies, luego de la
gastrulacién, ocurre una etapa de definicion de cada una de las capas embrionarias
que previamente se formaron. A esta etapa se le conoce como organogénesis, y
el proceso que en ella ocurre es la interaccion de los diferentes campos
embrionarios para la formacién de tejidos y érganos.

La formacion del corazén es un proceso complejo en el cual intervienen distintos
tipos celulares. Segln el grupo filogenético, el desarmollo del misculo cardiaco
presentara diferentes caracteristicas. En vertebrados, en las primeras fases del
desarrollo embrionario, dos regiones simétricas del mesodermo se diferencian en
tejido del premiocardio, expresando una serie de factores de trascripcién que
invariablemente las convierten en miocardiocitos. Estas dos regiones pro-
miocardicas, denominadas crestas cardiacas, se fusionan en la linea media del
embrion del desarrollo y dan fugar a un tubo cardiaco inicial, compuesto de dos
capas,; una capa de endocardio rodeada por una capa externa de miocardio. Entre
dos capas se localizan una sustancia amorfa y acelular a modo de lamina basal
denominada gelatina cardiaca.

El corazén es un 6rgano hueco, y se encuentra protegido por el esterndn vy las
costillas. Una membrana de dos capas, denominada perncardio envuelve al corazon
como una bolsa. La capa externa del pericardio rodea el nacimiento de los
principales vasos sanguineos del corazdén y esta unida a la espina dorsal, al
diafragma y a otras partes del cuerpo por medio de ligamentos. La capa interna del
pencardio esta unida al mdsculo cardiaco. Una capa de liquido separa las dos
capas de la membrana, permitiendo que el corazén se mueva al latir a la vez que
permanece unido at cuerpo.
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Anfibios: la estructura del corazén de los anfibios es altamente variable, se ha

modificado a un corazdn con tres camaras, con dos receptaculos de entrada y uno

de salida. En orden: seno venoso, auricula derecha, ventriculo, auricula izquierda y
" cono arterioso.

Clasificacién: Phylum: Vertebrata e~
Clase: Anura '
Orden: Anfibia
Familia: Ranidae
Género: Rana
Especie: sp.

Peces: los peces poseen un corazén lineal (seno venoso, atrio, ventriculo y cono
arteriosos. En la'mayoria de los peces el corazén esta ubicado inmediatamente
hacia atras de las branquias. Entre los peces 0seos superiores que tiene
coberturas branquiales el corazon esta situado muy por delante en el cuerpo. El
saco pericardio membranosos que contiene al corazén es de capacidad amplia, el
corazén varia considerablemente en lo que respecta a su desarrollo y tamaro
relativo.

Clasificacion: Phylum: Vertebrata
Clase: Teleostei
Orden:  Cypriniformes
Familia: Cyprinidae
Género: Cyprinus
Especie: carpio.

Aves: su corazdon esta formado por cuatro cavidades, dos auriculas y dos
ventriculos, como en los mamiferos. Lo cual evita que se mezcle la sangre venosa
que viene del resto del organismo, con la que ha sido oxigenada en los pulmones.

Mamiferos: Tienen el corazén dividido en cuatro compartimentos, de modo que la
circulacion es doble y completa. Se encuentra localizado ventralmente en la regién
posterior de la faringe embrionaria, en el pericardio. En tetrdpodos adultos se
localiza en el térax. En embriones es un tubo simple y recto: venas embrionarias
seno venoso atrio (vestibulo, que puede tener dos evaginaciones laterales:
auriculas) ventriculo bulbo cardiaco (cono arterioso) aorta ventral (vaso eferente o
tronco arterioso).
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ANTECEDENTES

El sistema cardiovascular es el primer sistema que entra en funcionamiento
durante el desarroflo embrionario en todos los vertebrados. El corazén del embrion
humano empieza a latir entre el dia 21 y el 22 de gestacion. En el proceso evolutivo
de los vertebrados el corazon pasa por una especializacion desde peces, aves y
mamiferos, relacionado con el cambio de respiracion branquial a respiracion
pulmonar. La afirmacién de que “la ontogenia recapitula la filogenia®, se confirma
parcialmente con el hecho de que, durante el desarrollo, el corazén de mamiferos
adopta transitonamente formas que son las definitivas para otros grupos de
vertebrados. Por ejemplo, cuando tiene una forma tubular, es semejante al corazdon
de un pez, mas adelante al presentar dos auriculas y un ventriculo su morfologia
es como la del corazén de los anfibios, después en la etapa en que se presenta
cuatro cavidades, tiene aspecto similar al corazon de los reptiles y finalmente las
aves y en los mamiferos, es tetracavitario, con camaras totalmente separadas.

JUSTIFICACION

El sistema circulatorio es uno de los principales derivados de la placa mesodérmica
lateral y es el primer sistema en funcionar durante el desarrolio del embrion. A su
vez, el corazon el primer 6rgano en realizar sus funciones. Por ello la organoénesis
cardiaca es un modelo adecuado para comparar entre especies las principales
caracteristicas de su organogénesis. En ésta practica se pretende que el alumno
identifique las semejanzas y diferencias que existen en el desarrollo del sistema
cardiovascular en distintos organismos representantes de los principales grupos
filogenéticos a lo largo de la escala biologica.

OBJETIVOS

1- Analizar, por visualizacion macroscopica, la anatomia interna y externa de las
cavidades cardiacas en difefentes vertebrados; peces, anfibios, aves y mamiferos.

2- Describir las principales caracteristicas estructurales y funcionales del miocardio
comparando diferentes especies.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico Charola o mesa de diseccion
Gasas

Rana o Sapo. Guantes

Pez. Papel estraza

Pollo. Microscopio estereoscopico

Rata.

Soluciones y reactivos
Material y Equipo de laboratorio

Agua destilada
Estuche de diseccion Soluciodn fisioldgica (NaCl 0.9%)
Cajas de Petri Formaldehido 10%



Diseccién de la rana

- Se sacrifica a la rana o al sapo por descerebracién empleando un estilete

- Colocarla sobre la mesa de diseccién en decubito supino como se muestra en
el esquema.

- Realizar una pequefia incision longitudinal a mitad del vientre.

- Se observan las visceras de la rana.

- Realizar cortes para desprender el corazén de las membranas que lo sostienen,
extraerlo y colocarlo en solucion fisiolégica (NaCl 0.9%) para lavar.

- Colocarlo sobre la charola 0 mesa de diseccidn y realizar cortes longitudinales
para descubrir las cavidades cardiacas.

- Observar las estructuras internas con microscopio estereoscopico.

- Conservar el corazén en formaldehido 10%.

Fotografias que ilustran la diseccién del corazén del anfibio, asi como el tipo de
corazon tricavitario.
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Diseccién del pez

- Se sacrifica al pez con cloroformo.

- Se coloca en la charola 0 mesa de diseccion. El corte para exponer las visceras
del pez es en forma rectangular. La diseccién comienza con un corte en el
vientre del pez desde las branquias hasta el ano. El siguiente corte se realiza
por un costado del pez desde la parte superior de la branquia hasta el ano.
Finalmente, realizar un corte uniendo la parte superior e inferior de la branquia.
(Nota: Es necesario tener precaucion de no realizar incisiones profundas para
evitar dafto en organos superficiales o en el corazén).

- Separar el rectangulo de piel cortado y exponer las visceras:

- Para visualizar el corazén es necesario cortar y separar el ultimo arco branquial
detras del cudl se encuentra; con cuidado para no desgarrarlo. Una vez
separado colocarlo en solucion fisioldégica (NaCl 0.9%) para lavar.

- Con ayuda de un bisturi delgado realizar cortes longitudinales para descubrir
las pequefas cavidades cardiacas.

- Observar las estructuras internas con microscopio estereoscopico.

- Conservar el corazén en formaldehido 10%.

Fotografias que ilustran la diseccion del corazén del pez, asi como el tipo de
coraz6n bicavitario.
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Diseccién del polio

- Se sacrifica al pollo con atmésfera de CO; y dislocaciéon de cervicales.
Colocarlo en una charola 0 mesa de diseccién en declbito supino y retirar las
plumas del area a cortar.

- A continuacién, se procede a disecar los muisculos pectorales hasta encontrar
la quilla, la cual se extrae cuidadosamente cortando las uniones con los arcos
costales, teniendo cuidado de no cortar las arterias principales del corazén.

- Ubicar y separar el corazén haciendo corte de membranas de unién y sostén;
colocarlo en solucién fisiolégica (NaCl 0.9%) para lavar.

- Colocarlo sobre la charola 0 mesa de diseccién y realizar cortes longitudinales
para descubrir las cavidades cardiacas.

- Observar las estructuras internas con microscopio estereoscopico.

- Conservar el corazén en formaldehido 10%.

Fotografias que ilustran la diseccién del coraz6n del ave, asi como el tipo de corazén
tatracavitario
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Diseccion de la rata

- Se sacrifica la rata con atmdsfera de CO,y dislocacion de cervicales.

- Sobre la mesa de diseccién, colocar a la rata en decubito supino y realizar una
incision toraco-abdominal central con el bisturi.

- Tras la apertura de la pared toraco-abdominal y la retirada de la grasa pre-
peritoneal, podemos observar pulmones, higado e intestino.

- Separar el corazon y colocar en solucién fisioldgica (NaCl 0.9%) para lavar.

- Colocarlo sobre la charola de diseccion y realizar cortes longitudinales para
descubrir las cavidades cardiacas. Observar las estructuras internas con
microscopio estereoscopico.

- Conservar el corazén en formaldehido 10%.

Laringe

Faringe

Pulmé N Y .\ Pulmon / N 2
ulmon B Y, r Aorta Auricula
- - } ¥

izquierda

Diagfragma ki o ey Nl Auricula
. ] ’ Estémag derecha

Bazo

R ;) L Intestin ventriculo
& i Grueso  derecho

Espermato
zoides

Esquemas que ilustran la diseccién del corazén de la rata, asi como el tipo de corazén
tatracavitario
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RESULTADOS

()

Corazén de Pez Corazén de Anfibio
(observacién macroscépica) (observacién macroscépica)
Corazén de Ave . Coraz6n de Mamifero
(observacién microscépica) (observacién microscépica)
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DISCUSION

1-Defina los conceptos: Ventriculo, Seno venoso, Miocardio, y Endocardio

2-Cuales son las capas de tejido que dan origen al corazén

3- Cuales son las funciones del sistema cardiovascular

4- A qué se le denomina circulacién mayor y circulaciéon menor:

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA:
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PRACTICA VI

DIFERENCIACION CELULAR:
CULTIVO DE CELULAS MADRE Y DE CELULAS GLIALES

(Practica demostrativa)
INTRODUCCION

Al inicio de su ciclo de vida, un ser vivo se forma a partir de una sola célula (huevo
fertilizado) en un individuo adulto, este proceso se denomina: Epigénesis. A lo
largo de ese trayecto, las células del organismo no soélo varian en cantidad
mediante la proliferacion, sino que también se diferencian y se especializan,
modificando sus fenotipos. Se denomina diferenciacion celular al proceso
mediante el cual una célula modifica su fenotipo hacia tipos especificos con
funciones definidas, y si posteriormente se compromete con una funcion, y pierde
su capacidad de proliferar, se convierte en una célula especializada. Durante el
proceso de formacion de un ser vivo se constituyen los diferentes linajes celulares,
en los que cada tipo celular se identifica por su morfologia y caracteristicas
moleculares.

ANTECEDENTES

Durante el desarrollo del sistema nervioso central y periférico, Neurogénesis y
Gliogénesis son los términos utilizados para referirse al proceso de formacion de
neuronas y células gliales respectivamente. Ambos procesos ocurren tanto en la
etapa embrionaria como en individuos adultos, a partir de células madre neurales
indiferenciadas, es decir, a partir de células que no han llegado a su destino 6
estado final del desarrollo en su linaje. Las células madre se dividen en forma
asimétrica, es decir, cada célula progenitora origina otra célula progenitora y una
célula hija diferenciada. Posteriormente, las células hijas adquieren destinos
diferentes por la segregacion desigual de factores citoplasmaticos o por influencias
del medio en el que se encuentran. Todo esto facilita la respuesta tisular ante
cambios fisiologicos, como por ejemplo, la necesidad de produccién de neuronas o
células gliales ante una lesion leve.

Actualmente el estudio y la investigacion de las células madre ha recibido gran
atencion porque es cada vez mas evidente su capacidad de diferenciacién, tanto
in vitro como in vivo, y de dar lugar a diferentes estirpes tanto de neuronas como
de células gliales. Esto ha sido posible gracias a la induccion del proceso de
diferenciacion al exponer a las células madre a diferentes condiciones de cultivo.

Uno de los modelos celulares que con facilidad se puede cultivar en el laboratorio
es la glia envolvente del bulbo olfatono. Las células gliales de bulbo olfatorio, son
un tipo celular glial que ha llegado a su destino y cuyas caracteristicas
morfolégicas se encuentran bien descritas. Por otro lado se encuentran las células
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madre de embriones de rata que también pueden aislarse para ser cultivadas en el
laboratorio durante diferentes etapas del desarrollo embrionario.

JUSTIFICACION

En la actualidad aun existen interrogantes relacionadas con los procesos de
diferenciacion de algunos tipos celulares en particular. Por ello, un campo
importante de la investigacion se dedica a la busqueda de los mecanismos
celulares y moleculares involucrados en Ia diferenciacion celular.

El cultivo celular es una metodologia que nos permite estudiar los procesos de
diferenciacion celular con relativa facilidad, ya que reproduce las condiciones
fisiologicas de supervivencia de las células. En esta practica el alumno conocera
uno de los modelos de estudio de diferenciacion celular asi como las condiciones
que favorecen dicho proceso.

OBJETIVOS

1. Conocer metodologias de cultivo celular, de células precursoras y de
células diferenciadas.

2. Observar las caracteristicas morfolégicas de células madre embrionarias y
de células diferenciadas; glia envolvente del bulbo olfatorio, cultivadas in
vitro.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico - Tubo falcon de 15 mi (3) y de 50 m!
- Bafio de circulacion
- Rata macho de la cepa Wistar de - Frascos de cultivo chicos (2)
8 semanas de edad - Malla
- Rata prefiada de 14 dias - Incubador de CO,
- Centrifuga
Material y Equipo de laboratorio - Microscopio invertido
- Cama para CO; Soluciones y reactivos
- Guantes y cubrebocas
- Estuche de diseccion . CO,
- Bolsa de plastico y papel estraza - Hank’s con Ca®* y Mg?* (3 y 5 ml)
- Plumén indeleble - Hank's sin Ca®’ y Mg (1 y 2 mi)
- Dislocador de cervicales - Tripsina (100 pl)
- Microscopio-estereoscopio - DF10S (8 mi)
- Micropipeta y puntas estériles - Poli-L-Lisina
- Caja de Petri chica y grande (2c/u) - Medio para células madre ( 6 mi)
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Metodologia {desarrotlo de {a practica):

Para cultivo de glia envolvente

1.

Se sacrifica la rata con atmoésfera de CO, y decapitacion.

2. Utilizando el microscopio-estereoscopio, realizar las disecciones necesarias

w

COoNOOA

para extraer los bulbos olfatorios y colocarios en sol de Hank’s con Ca'y Mg.
Disecar la capa mas externa de cada bulbo y colocarla en sol. de Hank’s
sin Ca y Mg (1 ml)

Agregar tripsina y colocar en bario de circulaciéon a 37°C por 10 min

Disociar mecanicamente con la pipeta y colocar 2 ml de DF 10S

Centrifigar 5 min a 1300 rpm y posteriormente aspirar sobrenadante.
Resuspender en 2 ml de DF 10S.

Repetirpaso 6y 7

Filtrar en malla y agregar 4 ml de DF 10S

10 Tomar el medio y sembrar en frasco de cultivo
11.Colocar en el incubador de CO-.
12.Esperar 48-72 hrs para ver celulas de glia envolvente.

Para cultivo de células madre embrionanas

1.
2.

bl

-“°.°°.“.°’.U"

0 Esperar 24 a 48 hrs para ver las neuroesferas.

Se sacrifica la rata con atmosfera de CO;y dislocacion.
Utilizando el microscopio-estereoscopio, realizar las disecciones necesarias
para extraer los cuernos uterinos.

Extraer los embriones de los sacos amniéticos y colocarlos en 5 mi de sol.
de Hank’s con Ca y Mg donde se decapitaran.

Disecar el cuerpo estriado de cada cabeza de embrion y colocarlo en sol. de
Hank's sin Ca y Mg (2 ml).

Disociar con p1000

Centrifugar a 1200 rpm por 5 min.

Aspirar sobrenadante

Resuspender en medio para stem cells.

Sembrar en frasco de cultivo y colocar en incubador
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GLIA ENVOLVENTE 6 DIV

T YY T v

g

URSORES NEURALES 1 DIV

6 v o4

PREC PRECURSORES NEURALES 4 DIV

RESULTADOS
Células Madre Neurales Células de Glia Envolvente

Células Diferenciadas
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DISCUSION

1. ¢Cuales son los elementos que interviene en el proceso de diferenciacion
celular?

2. ¢Donde podemos encontrar células madre?

3. ¢Qué establece el principio de la diferenciacion celular?.

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA
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