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OBJETIVOS DEL APRENDIZAJE

El presente curso tiene como principal objetivo establecer los fundamentos teorico-
practicos del empleo de células animales y de la tecnologia bésica asociada a su
manipulacion génica, asi como a describir sus principales aplicaciones en el campo
biotecnologico.

Al final de este curso, el alumno deberia haber comprendido que éstas técnicas pueden
ser de gran valor para generar, entre otras cosas, modelos de experimentacion muy
utiles para la resolucion de problemas biologicos de indole tanto basica como aplicada.
Se hara especial énfasis sobre la metodologia asociada al cultivo in vitro de células
animales y a la discusion de las técnicas de las que disponemos para transferirles
material genético.

La introduccion de un material genético nuevo y exdgeno (DNA/RNA) a una célula
animal puede proporcionar en algunos casos ganancia de funcion, en otros, pérdida de
la misma o la generacion de mutaciones, lo que abre un enorme abanico de
posibilidades desde el punto de vista investigador.

Una de las aportaciones mas fructiferas del estudio de los requerimientos nutricionales
especificos necesarios para el crecimiento de células animales de diferentes tejidos, y el
desarrollo de las técnicas de transferencia génica, ha sido la generacion de animales
transgénicos. A nadie puede escapar que sin la experiencia acumulada tras més de un
siglo de investigacion sobre el cultivo de tejidos no podrian haberse desarrollado estos
nuevos y valiosisimos modelos de experimentacion. El empleo de estos animales ha
ayudado, no solo, a esclarecer aspectos basicos, oscuros hasta el momento, de la
fisiologia humana tanto normal como patologica (cancer, enfermedades
neurodegenerativas, etc...) o al desarrollo de las técnicas de clonacion y fertilizacion in
vitro, por ejemplo, sino que ha abierto un interesantisimo campo en la mejora
agropecuaria o en la utilizacion de animales para la produccion de proteinas
recombinantes de alto valor biotecnoldgico y comercial.

En la base de la experimentacion con células en cultivo esta también el desarrollo de la
todavia “en pafiales” pero muy prometedora terapia génica o el desarrollo de la
llamada “bioingenieria tisular”. Esta tltima materia sera el objeto especifico de otro de
los cursos de doctorado que serdn impartidos en este programa.

De acuerdo a lo ya dicho, y como se verd mas adelante, se justifica que uno de los



temas propuestos en este curso se dedique a estudiar las principales técnicas para
generar animales transgénicos y a describir sus principales aplicaciones, y otro, a
introducir los fundamentos basicos de la terapia génica.

El programa que se presenta, consta de 3 créditos de los cuales 1 serd destinado a
realizar practicas de laboratorio. El contenido del curso precisa de una base conceptual
previa eminentemente biologica por lo que estd probablemente mas orientado a
completar la formaciéon de alumnos de postgrado procedentes de la Licenciatura en
Ciencias Biologicas. No obstante, considero que podra ser seguido sin problemas por
alumnos procedentes de otras Licenciaturas con conocimientos basicos en Biologia
General y Bioquimica.

N* DE CREDITOS ECTS: 4

TIPO: Optativo (orientacion investigadora)
SECUENCIA: 2? trimestre

CARACTER: Teérico-practico
DESARROLLO: Presencial

BLOQUES TEMATICOS

Tema 1.- Cultivo de células animales. Definiciones basicas y principales aplicaciones
del cultivo de células animales. Aspectos histéricos del cultivo de tejidos.
Clasificacion de cultivos celulares segun el origen celular: cultivos primarios
y lineas celulares. Tipos de lineas celulares. Clasificacion segun la forma de
crecimiento: células adherentes y en suspension. Lineas celulares continuas y
transformadas. Establecimiento de cultivos primarios. El laboratorio de
cultivos celulares. Consejos para el mantenimiento de buenas condiciones
asépticas de trabajo. Técnicas bésicas para el mantenimiento de lineas
celulares: Medios de cultivo y su preparacion, cuantificacion de células,
realizacion de subcultivos, congelacion celular. Separacion celular.
Principios de la citometria de flujo. Escalado de los cultivos de células
animales: Disefo de biorreactores.

Tema 2.-Manipulacion genética de células de animales. Métodos de transferencia
génica a células animales. Transfeccion de células animales. Conceptos de
transfeccion y transformacion. Transfeccion quimica. Transfeccion mediada
por liposomas. Lipofeccion. Electroporacion. Transferencia directa de DNA :
microinyeccion y bombardeo con particulas. Evaluacion de la eficiencia de la
transfeccion: genes reporteros. Transduccion: transferencia génica mediada
por virus (SV40, Adenovirus, Virus adeno-asociados, Retrovirus, etc...).
Transfeccién génica con bacterias. Expresion de genes en células animales.
Elementos necesarios para la expresion de un DNA exdgeno en células de
mamifero. Marcadores de seleccion para células animales: enddgenos y
dominantes. Marcadores de seleccion y amplificacion génica en células
animales.



Tema 3.- Manipulacion genética de animales. Introduccién a las diferentes fases del
desarrollo embrionario. Métodos para producir ratones transgénicos:
microinyeccion de pronucleos de huevos fertilizados, transfeccion de células
madre embrionarias, retrovirus recombinantes, transferencia nuclear.
Discusion critica de los diferentes métodos. Principales aplicaciones de los
ratones transgénicos. Animales transgénicos como biorreactores. Ratones
transgénicos como modelo de enfermedades humanas (cancer y otras), una
discusion critica Factores que influyen en la expresion de transgenes.
Sistemas inducibles para la expresion de transgenes. “Gene targeting”.
Sistemas para la generacion de ratones transgénicos con mutaciones en genes
especificos y “knockout” (KO). Manipulacién especifica de genomas
animales con recombinasas lugar especificas: sistema de la Cre-recombinasa.
Estratégias de inactivacion génica sin modificacion directa de genes diana:
antisentidos, ribozimas, RNAI. Inhibicién génica a nivel de proteinas.

Tema 4. Terapia génica. Principios en los que se basa la terapia génica. Métodos para
la insercidn y expresion de un gen en una célula o tejido diana. Métodos para
reparar o inactivar un gen causante de enfermedad en una célula o tejido.
Silenciamiento mediante siRNAs en vectores retrovirales y adenovirales.
Ejemplos de terapia génica en humanos.
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