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RESUMEN

Laasignatura“Técnicas de Analisis Celular” es una asignatura obligatoria de tercer curso del grado en
Bioguimicay Ciencias Biomédicas ala que corresponden 4,5 créditos ECTS que se imparten en €l
segundo cuatrimestre. Esta asignatura se encuentraincluida en la materia “ M étodos en Biociencias
Moleculares’ y tiene un caracter mixto tedrico-experimental. Las Técnicas de Analisis Celular son el
conjunto de metodologias para €l andlisis morfo-funcional del material biologico, con un fuerte énfasis en
lavisualizacion anivel microscopico. Incluye cuatro aspectos principales: instrumentacion, técnicas de
preparacion del material biol dgico para su observacion microscopica, técnicas desarrolladas parala
obtencion de informacién sobre procesos biol 6gicos (deteccidn in situ) y técnicas de manipulacién de
célulasy tgjidos. En la parte tedrica se presenta al estudiante una vision actualizada de las técnicas de
observacion y andlisis de muestras biol égicas, alos distintos niveles de resolucién microscopica
utilizadas en el campo de labiologiay la biomedicina. En |a parte practica, € estudiante toma contacto
directo con la preparacion de las muestras, 10s equipos instrumentales utilizados y las técnicas utilizadas
en ladeteccién in situ de moléculas y procesos anivel celular.
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R

VNIVERSITAT G D VALENCIA

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Relacién con otras asignaturas de la misma titulacion

No se han especificado restricciones de matricula con otras asignaturas del plan de estudios.

Otros tipos de requisitos

COMPETENCIAS

1101 - Grado de Bioquimica y Ciencias Biomédicas

- Capacidad para trabajar correctamente en los laboratorios de bioquimica, genética, biologia
molecular y celular incluyendo seguridad, manipulacion, eliminacién de residuos y registro anotado
de actividades.

- Capacidad para utilizar la instrumentacion basica en experimentacién molecular y celular.

- Tener una visién integrada de las técnicas y métodos utilizados en biociencias moleculares y
biomedicina.

- Capacidad para disefiar experimentos y aproximaciones multidisciplinares para la resolucién de
problemas concretos.

- Capacidad para presentar, discutir y extraer conclusiones de los resultados de los experimentos
cientificos.

RESULTADOS DE APRENDIZAJE

Conocer € fundamento teorico de las principal es técnicas de andlisis al microscopio de muestrasy
procesos biol 6gicos.

Conocer las principales aplicaciones de | as técnicas microscopicas en el campo de la
experimentacion en biociencias moleculares.

Conocer el fundamento tedrico de lainstrumentacion y las técnicas de preparacion de muestras para
su observacion a diversos niveles de resolucion.

Saber manejar 10s equipos de microscopia utilizados en biologia

Resolver gercicios tedricosy practicos.

Saber interpretar, presentar y discutir datos y resultados experimentales.

Adquirir destreza en €l disefio de experimentos para resolver problemas concretos del ambito de la
asignatura.

-

DESCRIPCION DE CONTENIDOS
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1. INTRODUCCION A LAS TECNICAS DE ANALISIS CELULAR

Introduccién a la metodologia y muestras utilizadas en biologia celular. Tipos de muestras celulares y su
manipulacion. Cultivos celulares. Preparacion de muestras vivas. Improntas vy frotis. Fraccionamiento
subcelular. Introduccion a la técnica histologica.

2. MICROSCOPIA OPTICA

Microscopia 6ptica convencional. El microscopio 6ptico compuesto: teoria de la formacién de la imagen.
Elementos del microscopio. Resolucién. Aberraciones Opticas y su correccion: tipos de objetivos.
Microscopias Opticas especiales. Campo oscuro. Concepto de interferencia. Contraste de fases.
Contraste de fases interferencial. Fluorescencia. Microscopio de fluorescencia. Microscopia de barrido
confocal. Pinzas 6pticas y microcaptura por laser.

3. TECNICA HISTOLOGICA

Fijacion: Fundamento y utilidades de la fijacion. Tipos de fijacion. Agentes fijadores quimicos. Inmersion
y perfusion. Inclusién: Fundamento de la inclusion. Medios de inclusién. Inclusién en parafina.
Congelacion. Encastrado. Microtomia: Obtencién de cortes. Microtomia de parafina. Microtomia de
congelacion. Vibratomo. Manipulacion de cortes y montaje sobre portaobjetos. Coloracién de muestras
bioldégicas. Colorantes. Tinciones rutinarias. Procedimientos de coloracién y preparacion de las
muestras.

4. TECNICAS CITO/HISTOQUIMICAS

Técnicas histoquimicas clasicas: Detecciéon histoguimica de lipidos, glucidos, acidos nucleicos y
metales. Histoenzimologia. Utilidades de la histoenzimologia. Deteccién histoquimica de enzimas
reporteros. Técnica histolégica. Controles. Marcaje con lectinas y otros ligandos naturales. Deteccion de
moléculas mediante fluor6foros. Deteccion de organulos mediante fluoréforos. Introducciéon de
compuestos fluorescentes en células. Deteccién fluorescente de receptores, moléculas del
citoesqueleto, segundos mensajeros.

5. TECNICAS INMUNOCITO/HISTOQUIMICAS

Inmunocitoquimica: Anticuerpos policlonales y monoclonales. Preparacion de anticuerpos. Sistemas de
deteccién enzimaticos y fluorescentes. Métodos directos, indirectos y de tres capas. Técnica histoldgica.
Controles.
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6. TECNICAS DE ANALISIS DE PROCESOS CELULARES

Endocitosis, trafico intracelular e interaccion de proteinas: Técnicas de analisis de los procesos de
endocitosis. Introduccidn de proteinas en células. Técnicas para evaluar movimiento e interaccién de
proteinas. FRET, FRAP. Andlisis de evaluacion de la polaridad y la adhesion. Analisis de agregacion.
Analisis de transmigracion. Analisis de polaridad. Técnicas de determinacién de la proliferacion celular.
Técnica de incorporacion de nucleétidos. Marcadores inmunocitoquimicos de ciclo celular. Medidas de
la cantidad de DNA. Andlisis de mitosis. Técnicas de determinacién de la degeneracién celular.
Apoptosis y necrosis. Técnicas para determinacion de citotoxicidad y viabilidad. Técnica de TUNEL.
Técnica de la anexina. Marcadores inmunocitoguimicos de apoptosis. Técnicas autorradiograficas:
Is6topos radiactivos. Experimentos de pulso-captura. Técnicas autorradiograficas. Radioligandos y
determinacion de receptores. Técnicas radioactivas para proliferacion celular.

7. TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Técnicas de hibridacion in situ: Hibridacion de acidos nucleicos. Sondas. Condiciones de hibridacion.
Sistemas de deteccion in situ. Técnicas isotdpicas y no isotépicas. FISH.

8. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Instrumentacion: Microscopio electronico: de transmisién y de barrido. Elementos. Resolucidn.
Preparacion de muestras. Ultraestructura: Fijacidn. Inclusién en resinas. Ultramicrotomia. Contraste con
metales pesados. Punto critico. Técnicas especiales: Inmuno-ME e histoquimica para ME.
Crioultramicrotomia. Criofractura.

9. Programa de sesiones practicas

1. Técnica histolégica: Fijacion, inclusién y microtomia. Preparacién de diversas muestras para su
observacion. Inclusién y congelacion. Microtomia de parafina, de congelacion y con vibratomo.
Manipulacion de cortes.

2. Coloracion y fluorescencia. Tinciones histolégicas rutinarias. Tinciones con fluorocromos.

3. Histoquimica. Técnicas de deteccién de diversas moléculas. Histoenzimologia. Andlisis de la
expresion de genes testigo.

4. Inmunocitoguimica. Deteccion de distintos antigenos.

5. Técnicas de marcaje de procesos celulares. Determinacion de procesos de proliferaciéon y
degeneracion.

6. Microscopia electronica. Preparacion de muestras. Conocimiento y manejo del instrumental.
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VOLUMEN DE TRABAJO

ACTIVIDAD Horas % Presencial
Précticas en laboratorio 24,00 100
Clases de teoria 21,00 100
Elaboracién de trabajos individuales 7,50 0
Estudio y trabajo autbnomo 25,00 0
Lecturas de material complementario 5,00 0
Preparacion de clases de teoria 15,00 0
Preparacion de clases practicas y de problemas 15,00 0
TOTAL 112,50

METODOLOGIA DOCENTE

Clases deteoria: serealizardn en sesiones de una hora. Exposicion y discusion de temas previamente
anunciados. Los recursos didacticos y bibliogréficos correspondientes estarén a disposicion de los
alumnos en multimedia. El profesor expondra |os aspectos fundamentales del tema, incidiendo en
aquellos que requieran una mayor tutela para su comprension y guiard su integracion con los contenidos
del resto de actividades de la asignatura, alavez que promovera su transversalidad en relacion con otras
asignaturas.

Clases précticas de laboratorio. De forma coordinaday paralela alas clases tedricas se desarrollard €l
programa de clases practicas, de asistencia obligatoria.

Tutorias: Servirdn paradiscutir las experiencias practicas y desarrollar actividades que permitan alos
alumnos adquirir competencias transversal es, contemplandose |a posibilidad de realizar estas actividades
en coordinacion con otras asignaturas de tercer curso.

EVALUACION

Laevauacion de los contenidos del programatedricoy delas practicas de laboratorio seredizaréa
mediante un Unico examen integrado que podra consistir en preguntas de diversos formatos (tipo test, de
desarrollo, de resolucion de cuestiones experimentales) que permita evaluar los conocimientosy la
comprension adquiridos por el alumno sobre la materiay su capacidad de utilizar €l lenguaje cientifico
especifico de lamisma. La nota obtenida en este examen representard el 70 % dela notafinal.

Parala elaboracion de lamemoria de actividades practicas, € alumno completard una serie de
problemas rel acionados con las sesiones de laboratorio. La evaluacion de la calidad de la memoria, junto
con € seguimiento de los alumnos durante las clases, serviraa profesor para conocer la progresion en su
aprendizgje y representara un 30% dela nota final.
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Para aprobar |a asignatura seraimprescindible asistir alas clases précticas, presentar lamemoria de
practicasy obtener una puntuacion minimade 5 sobre 10 en €l examen.

REFERENCIAS

Basicas
- La mayor parte de los textos de Histologia y de Biologia Celular incluyen un capitulo metodolégico

que, aunque muy basico, puede servir al estudiante para obtener una primera vision global de las
técnicas de preparacion de muestras y de observacion.

- Manual de la asignatura generado por los profesores responsables.
- Montuega Badia, L (2014) Técnicas en histologia y biologia celular. 22 ed. Elsevier Espafia.

Complementarias

- También existen paginas web en las que se puede obtener informacién muy interesante sobre
microscopia y técnicas de preparacién de muestras (imagenes, protocolos, etc). Estos son s6lo
algunos ejemplos:

http://members.pgonline.com/~bryand/ (tincién de tejidos)
http://www.bris.ac.uk/Depts/PathAndMicro/CPL/emtechs.htm (microscopia electrénica)
http://www.medinfo.ufl.edu/dental/denhisto/stains.html#AA14 (tincion de tejidos)
http://131.229.114.77/Histology (microscopia/microtecnia)
http://www.bris.ac.uk/Depts/PathAndMicro/CPL/histmeth.htm (tincion de tejidos)
http://www.cellsalive.com/enhance0.htm (microscopia)
http://micro.magnet.fsu/primer/index.html (microscopia 6ptica)

- Para profundizar en cada uno de los apartados del programa podran utilizarse los libros y
publicaciones especializadas listados a continuacion.
Clave de localizacion: (Cl), Biblioteca Ciencias.(M), Biblioteca Medicina. (DEP): Departamento
Biologia Celular

- Bancroft, J.D. and Hand, N.M. (1987) Enzyme histochemistry. Oxford University Press, Oxford (Cl)

- Bozzola J.J. y Russell L.D. (1992) Electron microscopy: principles and techniques for biologists.
Jones and Bartlett (eds.), Boston. (Cl)

- Burck, H.C. (1969). Técnica histoldgica. Ed. Paz Montalbo. Madrid. (M)

- Cuello (1985). Immunohistochemistry. John Wiley & Sons, New York. (DEP)

- Durfort M. et al (1991) Técnicas de inmunocitoquimica en microscopia electrénica. Publicaciones de
la Universidad de Barcelona. (Cl)

- Durfort, M. et al. (1990). La fixaci6 (cinta de video). Publicaciones de la Universidad de Barcelona.
(Ch)

- Durfort, M. et al. (1990). La tincié (cinta de video). Publicaciones de la Universidad de Barcelona. (Cl)
- Durfort, M. et al. (1990). La microtomia (cinta de video). Publicaciones de la Universidad de
Barcelona. (Cl)

- Garcia del Moral, R. (1993) Laboratorio de Anatomia Patolégica. Interamericana. Madrid. (DEP)
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- - Lacey, A.J. (1989) Light microscopy in biology: a practical approach. IRL Press, Oxford. (Cl)
- Locquin, M. (1985) Manual de microscopia. Labor, Barcelona. (Cl)
- McManus, J.F.A. and Mowry, R.W. (1968) Técnica histologica. Ed. Atika, Madrid. (Cl)
- Mercer, E.H., Birbeck, M.S.C. (1974). Manual de microscopia electrénica para biélogos. Ed Blume,
Madrid. (CI)
- Peinado M.A. y cols. (1996) Avances en inmunocitoquimica y técnicas relacionadas. Servicio de
Publicaciones de la Universidad de Jaén. (Cl)
- Renau, J. y Megias, L. (1998) Manual de Técnicas de Microscopia Electrénica (M.E.T.). Aplicaciones
Bioldgicas. Ed. Universidad de Granada. (DEP)
- Sauret, M. (1984) Microscopia. Publicacions i Edicions de la Universitat de Barcelona. (DEP)
- Sampedro, A. et al (1995) Técnicas de fluorescencia en microscopia y citometria. Servicio de
Publicaciones de la Universidad de Oviedo. (M)

ADENDA COVID-19

Esta adenda solo se activara si la situacion sanitaria lo requiere y previo acuerdo del Consejo de
Gobierno

1y 2) Contenidosy Volumen de trabajo.

Sin cambios (laidea es no alterar los contenidos por esta situacién, ni e volumen de trabgjo, cambiala
metodol ogia).

3) Metodologia.

El punto deinicio dado el niUmero de estudiantes y las aulas disponibles es de presencialidad del 50% en
clases de teoria con retransmision sincronay plena presencialidad en €l resto de las actividades. Sin
embargo, ante la posibilidad de que la evolucion de la situacién derivada de la COVID-19 obligue a una
reduccion de la presencialidad, se tomaran |as siguientes medidas:

1) Las actividades presenciales en aula se sustituirian en funcion de las herrami entas tecnol 6gicas
disponibles en el aulaen el momento de desarrollo del curso, por |as siguientes metodol ogias:

-Videoconferencia sincrona

-Videos de presentaciones en mmedia.uv.es

-Presentaciones Powerpoint locutadas en Aula Virtual
-Presentaciones Powerpoint con apuntes extendidos en Aula Virtual

-Propuestas de actividades de resolucion de Cuestionarios de Aula Virtual y entrega de tareas y
cuestiones por Aula Virtual
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2) Las actividades presenciales de practicas de |aboratorio, se sustituirian por las siguientes metodol ogias:
- Précticas de laboratorio simuladas mediante videoconferencia

- Presentaciones Powerpoint locutadas en Aula Virtual

- Videos grabaciones del desarrollo de la practica

- Trabajo con datos experimental es suministrados

- Discusiones en foros asincronos en Aula Virtual

3) Paratutorias y dudas se utilizarian las siguientes metodol ogias:
-Chats sincronos en Aula Virtud
-Foros asincronos en Aula Virtual

-Comunicacion directa profesor-estudiante a través del correo institucional

4) Evaluacion.

En caso de que los exdmenes no pudieran ser presenciales, serealizarian ‘online en AulaVirtua
mediante |as herramientas disponibles.

L os detalles concretos de la adaptaci on a las situaciones que se pudieran producir se supervisaran por la
CAT y se comunicaran alos estudiantes através de Aula Virtual.
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