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INTRODUCCION

Gracias a la XIV edicién de la Olimpiada de Biologia, se nos ofrecio a todos los que llegamos a la
fase nacional la posibilidad de acudir a un centro del CSIC (Centro Superior de Investigaciones
Cientificas) durante una semana en verano para poder familiarizarnos con la investigacién y
poder aprender mds sobre el trabajo en los laboratorios. En mi caso elegi el Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CIB).

He podido disfrutar de esta experiencia junto con mis compafieros: lhsan, Lucia y Antonio. Me
siento muy afortunada de haber podido estar estos cinco dias en este centro porque me ha
acercado a las labores de investigacidon que se hacen en nuestro pais y he confirmado (aunque
tenia pocas dudas) que es biologia lo que quiero estudiar en la universidad.

PRIMER DIA

El primer dia nos acreditarnos con unas tarjetas de visitantes en la recepcién del CIB. Mercedes
Jiménez nos recibié y ella fue la encargada de ensefiarnos varias de las instalaciones y de
acompafiarnos durante los cinco dias.

Para comenzar, nos hizo una pequefa introduccién de lo que es el CSIC en especial el CIB y
toda su historia. Me Ilamé mucho la atencién una estatua de un hombre alargando el brazo,
qgue es el simbolo del CIB y nos explicd que representa la lucha del hombre contra las
enfermedades.

Tras esta introduccion y explicarnos lo que hariamos durante la semana, fuimos al despacho
del director del centro: Enrique J. De la Rosa que nos dio una calurosa bienvenida y mostré
mucho interés por conocernos.



Después de este recibimiento fuimos a ver distintos servicios que usan casi todos los

laboratorios. Son los siguientes:

Microscopio electrénico:

Funciona con una corriente de electrones. Mostraba las imagenes en blanco y negro
en un monitor y se podian ver estructuras muy pequefias. Se introduce una
pequeiiisima rejilla del tamafio de una lenteja sobre la que se colocan las muestras,
gue tienen que estar secas completamente para que se puedan ver bien las
estructuras. Me parecié muy curioso porque nunca habia visto a nadie trabajar con
muestras tan pequefas. Tuvimos la suerte de observar el centrosoma celular (9+2),
estructura muy complicada de ver en un corte histoldgico. (Algunos de los que se
encontraban en la sala con nosotros también fue la primera vez que vieron uno)

Microscopio electrénico y tamafio de las muestras que se introducen.

Al finalizar, pasamos a la sala donde nos ensefiaron las mdaquinas con las que crean
pequefiios cristales de resina con las muestras que quieren observar en su interior. Este
procedimiento se hace para secar bien las estructuras. Una vez que esta creado el
cristal de resina, se cortan transversalmente con unos microtomos muy precisos que
tienen una cuchilla de diamante para que las muestras queden lo suficientemente
finas para que quepan en la rejilla.



Tamafio de la resina comparada
con un dedo. La muestra que se
verd bajo el microscopio es la
zona de color oscuro.

Biblioteca: Maria Olvido Partearroyo nos explicé que es la mas importante de todos
los centros del CSIC por la diversidad de areas de sus fondos y el mantenimiento de
colecciones histdricas. Tiene expuestos antiguos métodos que se usaban para clasificar
revistas cientificas e incluso CDs. En una salita contigua hay una exposicién de libros
pertenecientes al legado del Doctor Gregorio Marafon, primer director del centro, que
fueron donados por su familia. Los expuestos concretamente tienen 100 afos de
antigliedad.

A continuacion entramos en los archivos donde estan realmente todos los libros
ordenados en muchisimas estanterias que se mueven para aprovechar el espacio. Esta
muy bien protegida, especialmente ante robos e incendios.

Como me encanta leer, esta seccién me fascind, porque nunca habia visto tantos libros
de tematica cientifica juntos.

Nos dieron de recuerdo una copia del articulo publicado el 25 de abril de 1953 por
Watson y Crick en la revista cientifica Nature: Estructura molecular de los dcidos
nucleicos, para que viéramos en qué partes se divide un articulo cientifico.

Olvido también nos explicd de manera cientifica el porqué de la diferencia del olor que
desprenden los libros viejos y los nuevos.

CIB.

Libros que pertenecieron a Gregorio
Marafién, donados por su familia al




La parte mds protegida de la
biblioteca con las estanterias
moviles.

Laboratorio de protedmica: Nos explicaron lo que alli se hace y vimos los distintos
aparatos con los que trabajan. Entre otras cosas, purifican las proteinas y las
fragmentan para poder estudiarlas. Algunas de las maquinas usadas alli son el MALDI-
TOF o el cromatdgrafo. Nos ensefiaron cémo clasifican en los ordenadores los
resultados obtenidos.

Cromatdgrafo y MALDI-TOF.

La sala de secuenciacidon de ADN: donde nos explicaron cdmo funciona la técnica de la
PCR, que consiste en duplicar ADN o ARN. Un ejemplo es cuando sélo tienes una
pequefia muestra y necesitas tener mas iguales para poder hacer experimentos y
poder obtener mas informacién. No pudimos entrar en la sala porque estaban
reparando una de las maquinas pero se podia ver a los cientificos trabajar desde los



cristales. De recuerdo nos dieron una hoja con dos electroferogramas de secuencia de
ADN con una diferencia entre si.

La sala de
secuenciacion
desde fuera.

La sala de esterilizacion. A la hora de usar material de laboratorio hay que diferenciarlo
en dos tipos; el que se desecha porque es plastico y no se puede reutilizar (por
ejemplo puntas de micropipetas, algunos tubos Falcons y las pipetas graduadas que se
usan con los pipetus) y el que no se desecha que es enviado a esta sala para
autoclavarlo (como recipientes de cristal).

Nos ensefiaron los dos de tipos autoclaves que habia, el de calor himedo y el de calor
seco. Una vez hecha la esterilizacidn, hay un papel indicador con un cédigo de colores
que informa si el objeto se ha esterilizado correctamente. También se usa un papel
sellador que puede hacer que cualquier objeto permanezca estéril por tiempo
indefinido.

Aungue este departamento no parezca muy importante, realmente es el que asegura
gue no haya bacterias, hongos o cualquier organismo que pueda infectar las muestras
de cultivos que se trabajan en los diferentes laboratorios.

Material de laboratorio
esterilizado.




Aqui acabd nuestro primer dia en el que vimos los distintos departamentos a los cuales los
laboratorios especializados del propio centro pueden acceder para usar sus servicios.

SEGUNDO DIA

Este dia fue el que mas me gustd porque fuimos a la sala de cultivos. La primera norma es que
para entrar debes ponerte una bata verde como medida de proteccion. Alli nos ensefiaron las
distintas zonas que hay, pero ninguna cuenta con un grave riesgo bioldgico. Nos explicaron
gue en las campanas de flujo laminar donde se trabaja, hay que distinguir entre una zona
limpia y otra “sucia” en la que se pueden dejar los objetos que ya se han utilizado. Cuando se
saca o se mete algo en esa campana se tiene que limpiar previamente con etanol, para evitar
gue se metan organismos indeseados que pueden estropear la muestra. Hemos aprendido que
la limpieza es fundamental porque puede ser que hayas estado durante mucho tiempo
preparando unos cultivos y si entra una levadura en ellos los estropea y los investigadores
tienen que volver a repetirlos, asi que estas medidas son estrictamente necesarias.

Una de las zonas de la sala de
cultivos.

Vimos centrifugadoras, la botella de nitrégeno liquido que mantiene muestras en buen estado
indefinidamente y las incubadoras donde guardan los distintos departamentos sus respectivos
cultivos. Nos explicaron que el medio de cultivo que utilizan es de color rosa y que si se infecta
se vuelve mas anaranjado porque baja el pH y se vuelve mas turbio. En ese caso, las muestras
ya no sirven y antes de deshacerse de ellas, hay que lavar los recipientes en los que se
encuentran con virkon, el cual anula a los organismos y se pueden desechar sin que haya un
riesgo bioldgico.



Campana de flujo laminar.

Tras ver la zona de cultivos, fuimos a ver dos microscopios confocales de fluorescencia.

El primero consiste en un microscopio que va observando una muestra con diferentes
marcadores de fluorescencia en el que habia unas chicas trabajando con una muestra de
epitelio de ratoén.

El microscopio confocal que
estaban utilizando.

El segundo consiste en un microscopio en el cual hay una cdmara de cristal alrededor en la que
se pueden poner las condiciones de temperatura y CO2 que se consideren oportunas. En su
interior se ponen cultivos vivos y se van tomando fotografias cada 15 minutos durante un dia
entero (el tiempo puede variar dependiendo lo que se quiera estudiar). Nos ensefiaron unos
impresionantes videos en blanco y negro sobre cémo se mueven algunas células. Cabe resaltar
el movimiento de un fibroblasto transformado a cardiomiocito introduciendo dopamina vy
fibras de actina y miosina para contraerlo y al liberar la dopamina se contraia. El resultado de
esta especializacidn es ver unas palpitaciones. Resultaba dificil de creer, era fascinante.

Las fotos que se obtienen en color de las distintas estructuras celulares se consiguen excitando
la muestra con distintas longitudes de onda. Asi, las zonas que se desean ver, se pueden
iluminar en azul, en rojo, en verde... dependiendo siempre de la longitud de onda que se
utilice. Al unir todas las fotos se obtiene una Unica en la que se ve la célula completa y se



pueden distinguir las partes que interesa estudiar. Salimos de alli encantados porque M2
Teresa Seisdedos y Gema Elvira nos ensefiaron muchas fotos sUper bonitas y nos enviaron una
cuantas al correo para que las viéramos. Aqui estd mi favorita:

Endotelio de arteria

pulmonar bovina.

El dltimo departamento que visitamos ese dia fue el de citometria de flujo. Pedro Lastres,
quien se encarga de dirigirlo, nos enseiié una presentacion y un pequeino video para que lo
entendiésemos mejor. La verdad es que aunque resultara un poco complicado de creer que
separen células una a una y que caigan ordenadas, fue sUper interesante. Pedro nos abrid la
magquina que se usa para hacer este proceso e incluso nos hizo una demostracién con agua
para ver como se dividen los chorros de células que se separan segun su carga. Un par de dias
después vino a darnos la direccién en youtube de unos videos que podiamos ver para poder
entenderlo mejor. La verdad es que con los dibujos que nos ensefié él se podia comprender,
pero los videos que nos recomendd fueron muy utiles al verlos después de la visita porque ya
teniamos la informacién asimilada.

10



Mdquina abierta usada
en citometria de flujo.

TERCER DIA

Este dia nos tocé dividirnos en los distintos departamentos que habiamos elegido. Lucia se fue
con el departamento que trabajaba con el hongo Aspergillus, Antonio se fue al que estudia la
genética del cancer e Ihsan y yo fuimos al departamento de José Luis Rodriguez Fernandez que
tenia dos lineas de investigacidén: Funciones de los receptores quimiotacticos y la sinapsis
inmunolégica en las células dendriticas. Cuando lei la descripcién me parecié un tema
complicado y confuso, pero José Luis nos dio unas explicaciones estupendas y muy claras
despertando mi interés. Alguno de los muchos objetivos de esta investigacion es poder curar
algunas enfermedades como puede ser el alzhéimer.

Los dias que estuvimos en este laboratorio, estuvieron trabajando José Luis, Olga Criado, Clara
Lorente-Sorolla y una estudiante llamada Lourdes.

En este dia en el que nos empezamos a familiarizar con el entorno del laboratorio en cuestidn,
vimos unos minutos cdmo se hacia una electroforesis.

En comparacién, fue mas interesante lo que hicimos en la sala de cultivos. Alli nos preparamos
para hacer un experimento para ver cdmo reaccionaban cada 10 minutos las células expuestas
a un determinado anticuerpo que las excitaba.

El experimento es sencillo de entender, pero hay que ser muy rapido; las células de distintos
donantes (A, B y C) estan en tubos Falcon en un medio de cultivo, estas se cambian con un
pipetus a otro nuevo medio de cultivo en tubos Eppendorf (mas pequenos que los Falcon).
Tras un tiempo se elimina todo el liquido dejando sdlo las células. En ese momento, dichas
células se ponen en contacto rapidamente con los anticuerpos y se llevan a la incubadora para
que estén en las condiciones mas dptimas. Las muestras se van sacando progresivamente cada
10 minutos (eran 5 series de aproximadamente 5 muestras por serie) parando la reaccién con
un termobloque que calienta los Eppendorf hasta unos 100 grados centigrados. A
continuacién, las muestras se introducen en hielo pudiendo conservarse asi durante mucho
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tiempo. Los resultados de este experimento se esperaban obtener durante la semana
siguiente asi que no sabemos cémo acabd. La experiencia fue muy interesante sobre todo por
poder ver el uso de todos los aparatos de los que dispone la sala de cultivos.

José Luis trabajando en el
experimento previamente
mencionado.

CUARTO DIA

Este dia fue muy fascinante porque Olga prepard unas muestras obtenidas por electroforesis
para verlas con quimioluminiscencia. El método consiste en utilizar anticuerpos primarios para
gue se unan a las moléculas que nos interesan y a continuacion, unos anticuerpos secundarios
marcados con fluorescencia, se unen a los primarios.

: ‘ Antigen
A Primary Antibody
A Secondary Antibody
— — *

Fluorophore
Direct Indirect

Con este dibujo se ve muy bien en qué consiste el método.




Es importante, siempre que se hace algun protocolo con anticuerpos, bloquear las uniones
inespecificas utilizando BSA o caseina, porque sino a la hora de hacer la quimioluminiscencia se
marcarian practicamente todas las proteinas del gel. Para marcar aquello que nos interesa ver
se usan los anticuerpos secundarios que se unen a los primarios y son los que se “iluminan”.

José Luis queria averiguar con una inmunofosforescencia que estaba preparando para el dia
siguiente si una determinada proteina (UB2D1) se encontraba dentro o fuera del nucleo y si
estaba cerca del complejo SCF/CRL. Para ello la muestra se seca durante 5 minutos con
formaldehido y un poco de metanol para agujerear las membranas y asi facilitar el avance de
los anticuerpos. Como he comentado antes al trabajar con anticuerpos hay que bloquear las
uniones inespecificas con BSA. El exceso de BSA y metanol se lava con un liquido llamado
buffer, en este caso con uno similar al suero porque tiene pH-salino. Tras este lavado se ponen
los anticuerpos pudiendo, bien dejarlo a 4 grados centigrados toda la noche o bien a
temperatura ambiente una hora, poniendo algo himedo para que no se evaporen.

Nos dio tiempo a hacer una electroforesis con Olga. En este caso usé un gel ya preparado en el
que nos dejaron depositar con la micropipeta algunas muestras en los pocillos. La cubeta de
electroforesis tiene que estar llena de un buffer de carga compuesto de SDS, que es un
detergente que envuelve a las proteinas de carga negativa y a la vez rompe los puentes
disulfuro. Con esto, las proteinas se mueven desde el polo negativo hasta el positivo ya que
existe un gradiente de carga dependiendo de su peso molecular. Las mdas grandes se quedan
en la parte superior y las mas pequefias en la parte inferior porque son “mas rapidas”. Como
este proceso tardaba 90 minutos en finalizar, mientras tanto fuimos a ver los resultados de
una electroforesis que habian hecho en dias anteriores a la sala de quimioluminiscencia. Se
pudo ver la calle del estandar de pesos moleculares muy iluminada pero no habia mucho
contraste con la muestra.

Resultado de la

guimioluminiscencia.

Al volver al laboratorio estuvimos hablando con José Luis hasta que termind la electroforesis y
se pudo comenzar la transferencia del gel en una membrana. El método es el siguiente: el gel
separado previamente de los cristales donde estaba adherido, se coloca en un nuevo cristal y
se tapa con un papel 3Mm y encima se pone un papel de transferencia. Para evitar burbujas se
pasa un rodillo y se vuelve a colocar un papel 3Mm. Después se mojan unas almohadillas con
buffer de transferencia porque la muestra al igual que en la electroforesis, siempre debe estar
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hdimeda. En la cubeta se introducen los “sandwiches” y en un acumulador de frio se coloca
hielo. La transferencia durd unos 90 minutos porque las proteinas eran de alta Mm.

Electroforesis y la posterior transferencia del gel.

Una vez acabada la transferencia, se tifle la membrana, se lava y se bloquea con BSA en un
buffer TBST que lleva NaCl, TRIS y Tween (detergente) para despegar uniones inespecificas.
Tras una hora, se incuba con el anticuerpo a cuatro grados centigrados hasta el dia siguiente.

‘.

Gel tefiido antes del buffer.

ULTIMO DiA

Comenzamos el dia de nuevo en el laboratorio de José Luis. Se comprobaron los resultados
obtenidos el dia anterior en la electroforesis de gradiente y se hizo la inmunofosforescencia
gue José Luis habia dejado preparada el Jueves, porque queria que nos fuéramos habiendo
visto el resultado.

En la sala explicd que la proteina que queriamos ver era la E2. Los nucleos de las células se
habian tefiido con Hoech y se podian ver sin problema, pero es verdad que el color no era muy
intenso. (Se usa para este color la radiacion ultravioleta). El color verde muestra la ubiquitina
de la E2.
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Tras ver esto, fuimos a la sala de cultivos, donde vimos al microscopio las células con las que
trabajaba. Los cultivos presentaban un color anaranjado, pero eso no es malo, simplemente las
células sueltan lactato y el medio se acidifica un poco, estas células no mueren.

Las células en suspension

Justo antes de irnos nos presentaron a la tercera componente del laboratorio, llamada Clara
gue era una estudiante de bioquimica que estaba preparando un trabajo acerca de las bases
metiladas y como afectan al ADN pudiendo generar algun problema.

Nos habld de su experiencia universitaria y comentamos sobre lo que queriamos estudiar en el
futuro.

Aqui acabd nuestra primera experiencia en un laboratorio de investigacidén y hablo por todos
cuando digo que ojala no sea la ultima.
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