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CURSO TEORICO-PRACTICO EN CULTIVOS CELULARES

OBJETIVOS GENERALES:

El objetivo general del curso es proporcionar al alumnado los conocimientos tedricos y practicos
necesarios para el trabajo con cultivos celulares. Conocer la metodologia utilizada, las buenas
practicas en su aplicacion, asi como buenas practicas de laboratorio y las necesidades de cada
una de las técnicas.

METODOLOGIA:

Curso tedrico-practico de un total de 40 horas: 13 horas de teoria en modalidad On-line de
manera que la parte tedrica se puede realizar de manera continuada o esporadica en funcién de
la necesidad y dedicacion del alumnado. Ademas, durante las doce semanas posteriores al inicio
del curso el alumnado cuenta con un programa de acompafiamiento y tutorias. La parte practica
se divide en, tres sesiones On-line por videoconferencia de 7 horas cada una con el profesorado
responsable de cada sesidn practica y unas sesiones presenciales de 6 horas en las instalaciones
del Nodo Coordinador del Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia.

El material docente esta organizado en cinco modulos. En cada uno de ellos se incluye la parte
tedrica y material complementario que el alumno puede consultar. Existe un foro general para
resolver dudas. Ademas, después de dar la sesion On-line correspondiente a cada practica, los
videos explicativos y demostrativos se colgaran en la plataforma de manera que quedan a
disposicion del alumnado durante el resto de semanas y se habilitaran foros especificos para
resolver las dudas relacionadas con las practicas.

Se incluye ademas, un cuestionario de autoevaluacién de cada modulo donde el alumnado
demostrara los conocimientos adquiridos. Para superar el curso, el alumnado debe realizar la
encuesta de conocimientos previos, los cuestionarios de cada modulo (dos intentos para
completar cada cuestionario), el cuestionario de evaluacion final (dos intentos) con al menos una
puntuacion del 80% y la encuesta de satisfaccion del curso.
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CONTENIDOS Y OBJETIVOS ESPECIFICOS DE LA ACCION
FORMATIVA:

- FORMACION TEORICA. del 23 de Noviembre de 2020 al 2 de Abril de 2021.

1. Modulo Profesional: Cultivos celulares.

1.1 Identificacion de los distintos tipos celulares:

e Tipos de células: eucariotas y procariotas.

e Estructura celular: Componentes celulares y sus funciones.

e Ciclo celular; Fases del ciclo celular: Interfase y mitosis.

e (Genética celular.

e  Soportes de cultivo: Tipos de frascos de cultivo.

e  Cultivo celular: Historia del cultivo celular. Aplicaciones. Lineas celulares. Células primarias.

e (Concepto de asepsia. Factores a tener en cuenta en la manipulacion aséptica: materiales,
personal, instalaciones, entre otros. Importancia de la manipulacion aséptica en cultivos
celulares.

1.2 Técnicas de aislamiento y purificacion celular:

e Tipos de aislamiento celular a partir de un material bioldgico.

e Meétodo de explantes y disgregacion mecanica.

e Método de digestion enzimatica. Enzimas utilizadas comunmente.

e Seleccion de poblaciones celulares: adherencia al plastico, separacion celular, e
inmunoseleccién.

1.3 Técnicas de cultivo celular:

e (Condiciones ambientales habituales en un cultivo celular (temperatura, humedad y diéxido de
carbono). Cultivo en hipoxia y normoxia.

e Tipos de medios de cultivo y reactivos para el cultivo celular. Enzimas, tampones, y otros.

e Frascos de cultivo usados habitualmente en cultivo celular. Concepto de densidad de siembra.
e Morfologia de los distintos tipos celulares.

e  Cambio de medio: Frecuencia en funcion de la linea celular. Cambio de medio total o parcial.
e Concepto de confluencia.

e Concepto de subcultivo o pase: levantamiento y recoleccion de células de un frasco de cultivo.
Contaje. Nueva siembra para expansion.

e Registro de datos para la monitorizacién de los cultivos.
1.4 Técnicas de criopreservacion y descongelacion de células:

e Concepto de criopreservacion. Criopreservantes utilizados.

e (Condiciones particulares que hay que tener en cuenta en la criopreservacion y descongelacion
de células.

e Concepto de viabilidad y recuperabilidad celular.
e (Condiciones de almacenamiento de células criopreservadas.
e Registro de células criopreservadas e importancia de su trazabilidad.
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1.5 Técnicas de envasado de productos celulares:

e Uso de los productos celulares. Distintos envasados en funcion de uso.

e Materiales de acondicionamiento. Requerimientos especiales de los mismos (ausencia de
endotoxinas, esterilidad, apirogenicidad, calidad del material, entre otros).

e Etiquetado y trazabilidad de los productos celulares (codigo, nimero de lote, fecha, caducidad,
entre otros).

e Documentacion necesaria para la liberacion de lotes envasados.

> Cuestionario de evaluacion Moédulo 1.
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2. Madulo Profesional: Técnicas complementarias en cultivos celulares.

2.1 Técnicas de contaje y viabilidad celular:

Métodos de contaje celular: manual (camara de Neubauer) y automatico (contadores opticos y
por principio Coulter).

Conceptos de viabilidad, apoptosis, senescencia e inmortalidad.

Colorantes empleados en contaje y viabilidad: azul tripano.

Moléculas fluorescentes empleadas en contaje y viabilidad: calceina AM, diacetato de
fluoresceina, ioduro de propidio, homodimero de etidio, naranja de acridina, azul alamar.

Técnicas de determinacion de apoptosis: TUNEL. Moléculas fluorescentes empleadas: ioduro
de propidio, anexina V-FITC y otros fluordforos (PE, APC, entre otros), substratos fluorescentes
de caspasas.

Técnicas empleadas en senescencia: ensayo b-galactosidasa asociada a senescencia.
Substratos colorimétricos (X-Gal) y fluorescentes (FDG).

Determinacion de la proliferacién/citotoxicidad mediante ensayos MTT y similares (XTT,
Resazurina).

2.2 Técnicas de extraccion de acidos nucleicos:

2.3 Caracterizacion de la citometria de flujo**: (Caracterizacién citogenética

Acidos nucleicos. Diferencias entre el ADN y el ARN.

Purificacién de acidos nucleicos mediante métodos manuales y automaticos. Empleo de
columnas de purificacion.

Extraccién de ADN y ARN total mediante el método de Chomczynski (Trizol y productos
similares basados en GTC).

Extraccion de ADN y ARN citoplasmico mediante la técnica de lisis citoplasmatica y proteinasa
K.

Importancia de purificar el ARN mensajero.

Aplicaciones de los acidos nucleicos extraidos: Southern Blots, Northern Blots, construccion de
librerias, PCR, RT-PCR, gPCR, clonaje diferencial de genes, IP, ChIP, cribado de arrays, y
otras.

**)

Citometria de flujo y separacion celular (FACS).
Tipos de citometro y componentes esenciales de un citometro.

Aplicaciones de la citometria de flujo: analisis del ciclo celular, apoptosis, medidas de calcio
intracelular, expresion de marcadores intra y extracelulares, expresion de genes reporteros.

2.4 Técnicas de control de contaminacion de cultivos celulares:

Principales fuentes de contaminacion en el laboratorio de cultivo celular: bafos de agua,
trampas de vacio, bandejas de incubadores, mala asepsia del operario, y otras.

Principales tipos de organismos contaminantes: micoplasmas, bacterias, hongos y levaduras.

Empleo de antibidticos (Penicilina-Estreptomicina) y antifungicos (anfotericina-B) como
prevencion y tratamiento de los cultivos.
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Agentes antimicrobianos empleados en el laboratorio de cultivos: superficies de cobre, sulfato
de cobre, iones de plata, aditivos para el agua de bafios y depdsitos de agua de los
incubadores.

El micoplasma como contaminante “silencioso”: importancia de su control y erradicacion de
los cultivos.

Ensayos de deteccion de micoplasmas:

o) Técnicas de visualizacién por agentes fluorescentes.
o) PCR.
o Ensayos enzimaticos luminiscentes.

Tratamiento y eliminacion de los micoplasmas de los cultivos.

La contaminacién del cultivo por otras células en cultivo similares. Técnicas de trabajo para
evitarlo.

Identificacion de lineas

2.5 Técnicas de transfeccion y transduccion viral:

Plasmidos y genes reporteros.

Transfeccion estable y transitoria.

Técnicas fisicas (electroporacion, biobalistica).

Técnicas quimicas (DEAE-dextrano, fosfato de calcio, lipidos cationicos).
Transduccion viral: retrovirus y lentivirus, adenovirus, virus Sendai.

Seleccion de clones o colonias (plaqueo espaciado o dilucién limite) en las transfecciones
estables, para obtener lineas celulares.

2.6 Técnicas de diferenciacion y reprogramacion celular:

Concepto de diferenciacion y transdiferenciacion.
Concepto de reprogramacion genética.

Concepto de potencialidad celular. Niveles de potencialidad (totipotencia, pluripotencia,
multipotencia y unipotencia).

Desarrollo embrionario. Las tres hojas: endodermo, mesodermo y ectodermo.
Tipos de células atendiendo a sus diferentes linajes celulares.
Caracteristicas de las células reprogramadas (iPSCs).

Técnicas de reprogramacion genética: principales genes de reprogramacion, sustitucion de
genes por moléculas activadoras, vectores virales y no virales, mezcla de plasmidos y
plasmidos policistronicos.

Diferenciacion de células madre hacia distintos tipos celulares: empleo de suplementos
especificos, biomoléculas, productos quimicos, y otros.

Diferenciacion mediante la generacion previa de supraestructuras celulares: cuerpos
embrioides (EBs), neuroesferas, cardioesferas, agregados celulares.

» Cuestionario de evaluaciéon Médulo 2.
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3. Modulo Profesional: Normas de calidad y regulacion aplicables a
cultivos celulares

3.1 Caracterizacion de las normas de calidad aplicables a Laboratorios de cultivo celular:

e (Concepto de Calidad. Objetivo de un sistema de calidad integrado. Herramientas para su
implantacion.

e Normas basicas de un sistema de calidad estandar.
e  (Conceptos basicos de un sistema de gestion ambiental.
e  (Conceptos basicos de la Normas de Buenas Practicas de Laboratorios (BPL).

e Conceptos basicos de las Normas de Correcta Fabricacion (NCF/GMP) para medicamentos
basados en productos celulares.

e Normas de acceso, vestimenta y de seguridad biolégica en un laboratorio de cultivo celular.
e Normas de prevencion de Riesgos en laboratorios en el manejo de material biolégico. Manual
de Bioseguridad (OMS).
3.2 Caracterizacion de la documentacion de calidad:

e Tipos de documentos a generar en un laboratorio de cultivo celular.
e FElaboracion de protocolos.

e FElaboracion de registros.

e Elaboracion de informes.

e Cuaderno de laboratorio. Recogida de datos primarios.

e Trazabilidad de la documentacion.

e Documentacion relativa a la gestion de materiales y almacenamiento (inventario, registro de
altas y bajas).

e Uso de programas informaticos. Validacion de sistemas informaticos. Seguridad.
3.3 Valoracion de la importancia de las calibraciones, cualificaciones y validaciones:

e Concepto de calibracion, cualificacion y validacion. Diferencias entre los tres conceptos.

e Periodicidad de las cualificaciones y calibraciones.

e Tipos de validaciones. Periodicidad.

e (Concepto de DQ, IQ, OQ y PQ en la cualificacion de equipos.

e Planes anuales de calibracion y cualificacion de equipos. Elaboracion de un Plan para un
laboratorio de cultivo celular.

3.4 Aplicacion de la normativa de gestion de residuos:

e  Concepto de residuo. Tipos de residuos (bioldgicos, punzantes, radiactivos, contaminados, y
otros.)

e Clasificacion de residuos biologicos seglin su patogenicidad.
e Manual de Bioseguridad.

e (Concepto de descontaminacion. Técnicas de descontaminacién biologica. Almacenamiento de
residuos.

e Personas encargadas de la gestion de residuos. Actividades y responsabilidades.
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3.5 Valoracion de la trazabilidad en el manejo de muestras bioldgicas:
e  Concepto de trazabilidad y su importancia.
e Concepto de contaminacioén cruzada. Riesgos y prevencion.

e Etiquetado de muestras biologicas.
e Correcta identificacién de muestras almacenadas.

® Recepcion y envio de productos celulares. Condiciones para mantener la estabilidad.

> Cuestionario de evaluacion Médulo 3.
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4. Modulo Profesional: Laboratorio de cultivos celulares.

4.1 Analisis de la estructura de un laboratorio de cultivos celulares:

e Tipos de laboratorio segun los agentes biologicos con que se va a trabajar.

e Estructura de un laboratorio de cultivos. Areas: preparacion, lavado y esterilizado, cultivo,
incubacion, entre otras.

e Ubicacion y disefo idoneo de las instalaciones.

e Normas de trabajo en un laboratorio de cultivos celulares (Normas basicas de seguridad
biologica).
e Equipos de proteccion individual en un laboratorio de cultivos.

4.2 Caracterizacion del equipamiento de un laboratorio de cultivos celulares:

e (Cabinas de seguridad biologica; cabinas de flujo laminar.

e Incubadores de células y tejidos; incubador de diéxido de carbono.

e  Microscopio invertido (y de fluorescencia).

e (Contadores de células y colonias.

e Autoclaves.

e Equipos de filtracion.

e Sistemas de purificacion de agua.

e (Congeladores e instalaciones de criogenia. Precauciones con el nitrédgeno liquido.

e  Otros equipos: centrifugas, balanzas, micropipetas, pipeteadores automaticos, pHmetros,
agitadores y barnos, entre otros.

4.3 Caracterizacion del material y los reactivos:

e Material de uso habitual en un laboratorio de cultivos:

o Material de vidrio o plastico: placas de Petri, placas de varios pocillos, frascos de Roux,
frascos y botellas de cultivo (roller), tubos estériles, vasos de precipitados, matraces
Erlenmeyer, matraces aforados, probetas, pipetas y pipetas Pasteur, entre otros.

o Otro material: gradillas, espatulas, soportes, mecheros Bunsen, termometros, morteros y
asas de siembra, entre otros.

e Reactivos habituales. Precauciones en su manejo. Fichas de seguridad. Pictogramas y frases
HyP.
4.4 Preparacion de materiales y reactivos:

e Limpieza y lavado de superficies, equipos y material. Desinfectantes.

e Pesaje y medida de volimenes en el laboratorio.

e Disolucion y diluciones. Etiquetado.

e  Esterilizacion. Tipos: métodos fisicos (calor himedo y seco, filtracion y radiacion) y quimicos.
Control de esterilidad. Manejo del material estéril.

4.5 Almacenamiento y conservacion de materiales y reactivos:

e Normativa de almacenamiento.

e (Caracteristicas generales de un almacén.
e Modelos de organizacion del almacén.

e  (Criterios de almacenamiento.



Junta de Andalucia

Consejeria de Salud y Familias

BIOBANCO DEL SISTEMA SANITARIO PUBLICO
DE ANDALUCIA

e Condiciones de almacenamiento y conservacion.

e Normas basicas de organizacion.

e Tipos de armarios.

e Elementos de seguridad en un almacén de laboratorio.

e  Gestion de residuos.

e Inventario.

e Aplicaciones informaticas (hoja de calculo y programas especificos de gestion de almacenes).
e  Gestion de inventarios.

> Cuestionario de evaluacion Médulo 4.
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5. Modulo Profesional: Aplicaciones de cultivos celulares.

5.1 Analisis de los conceptos de la medicina regenerativa:

e Hitos historicos de la terapia celular y la medicina regenerativa.
e (Conceptos y caracteristicas de la medicina regenerativa.

e Tipos de celulas madre. Células madre embrionarias. Células madre de sangre de cordén
umbilical. Células madre adultas. Células madre adultas modificadas.

e Principales aplicaciones de las células madre.
e Procedimientos de extraccion y cultivo de células madre.

5.2 Aplicaciones de los cultivos celulares para el cribado de farmacos:

e  Principios que orientan las metodologias empleadas en la caracterizacién de dianas
terapéuticas y su empleo para el cribado de farmacos.

e Aplicaciones de los cultivos celulares como dianas terapéuticas para el cribado de farmacos.
e \Ventajas y limitaciones de los cultivos celulares para el cribado de farmacos.

e Cultivo de células como dianas terapéuticas.

e Ensayos de citotoxicidad mediante cultivos celulares primarios y tumorales.

e Ensayos de actividad anti-inflamatoria utilizando cultivos celulares.

5.3 Procedimientos para la creacion y mantenimiento de bancos celulares:

e Tipos de biobancos.

e Normas, recomendaciones y legislaciones nacionales e internacionales que rigen para la
creacion y mantenimiento de los biobancos.

e Documentos de consentimiento informado para el uso y almacenamiento de muestras
humanas.

e Medidas de seguridad para la proteccion de datos mediante la codificacion y la anonimizacion.
e Procedimientos de registro de muestras.
e Rutinas de entrada y salida de muestras del biobanco.

5.4 Aplicaciones de las técnicas de cultivo en matrices tridimensionales:

e  Principios basicos de los cultivos tridimensionales para su empleo en la ingenieria de tejidos.
e Aplicaciones de los cultivos tridimensionales.
e Matrices de soporte utilizadas en los cultivos tridimensionales.

e (Cultivos histotipicos (Reagregados celulares. Esponjas. Esferoides. Cultivos de alta densidad
sobre un pocillo filtro. Perfusion y sobrecrecimiento de una monocapa en frasco o en disco.
Reagregacion en suspension sobre agar o en gravedad cero real o simulada. Infiltracién de
una matriz tridimensional como el gel de colageno).

e  (Cultivos organotipicos (Técnicas: de vidrio de reloj, de Maximow, de flotacion, sobre rejilla).
e Imagenes de las células en tres dimensiones.

5.5 Aplicaciones de las técnicas de produccion de biomoléculas:

e Biomoléculas que se pueden producir mediante cultivos celulares.

e Tipos de células (CHO, NSO, Sp2/0, PER.C6 e hibridoma) que se utilizan para la produccion
industrial de biomoléculas.

11
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e Tipos de reactores que se utilizan para la produccién de biomoléculas.
e Medios de cultivo especificos para la produccion de biomoléculas.

e Anticuerpos monoclonales generados mediante el cultivo de hibridomas.
e  Purificacion y cuantificacién de anticuerpos.

5.6 Aplicaciones de las técnicas de diagnostico mediante el uso de cultivos celulares:

e  Principios basicos de las tecnologias citogenéticas (Aberraciones cromosomicas. Obtencién de
cariotipos. Técnicas de bandeo cromosomico. Test de micronucleos. Intercambios entre
cromatidas hermanas).

e (Cariotipo de células en cultivo (AA8).

e Técnicas de inmunohistoquimica (Inmunofluorescencia. Hibridacion in situ con fluorescencia.
Pintado cromosomico. Técnicas citogenéticas. M-FISH. Hibridacion gendmica comparativa).

e Analisis de expresion de proteinas mediante técnicas de immunoblotting, inmunoprecipitacion
€ inmunoensayos.
5.7 Aplicaciones de las técnicas de fecundacion in Vitro:

e  Principios de la fecundacion in Vitro y sus posibles aplicaciones.
e (Conservacion de 6vulos y espermatozoides.

e Cultivo de embriones.

e (Conservaciéon de embriones.

e  Procedimientos de fecundacion in Vitro.

> Cuestionario de evaluacion Médulo 5.
> Cuestionario evaluacion final.
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- FORMACION PRACTICA.: Sesiones presenciales (seis alumnos por dia) los dias 14,
15,16 y 17 diciembre en horario de 08.30 h-15.30h. Las sesiones online seran los dias 2, 3,

9 de diciembre (horarios de cada sesién detallados en los cronogramas).

1. Modulo Profesional: Cultivos celulares.

1.1. Caracterizacion del equipamiento de un laboratorio de cultivos celulares.

1.2. Analisis de la estructura de un laboratorio de cultivos celulares (Limpieza de cabina y
consideraciones).

1.3. EPIs necesarios para trabajar en cultivos.

1.4. Preparacion y etiquetado de medios de cultivos.

1.5. Analisis morfologico de diferentes tipos celulares (fibroblastos, mesenquimales y hESCs)

1.6. Cambios de medio de cultivo.

1.7. Subcultivo celular, técnicas de contaje y viabilidad celular.

1.8. Técnicas de criopreservacion celular.

1.9. Técnicas de descongelacion celular.

2. Madulo Profesional: Citogenética.

2.1. Procesamiento de cultivo celular para analisis de citogenética.

2.2. Técnicas de bandeo cromosdmico. Bandeo G.

2.3. Analisis cromosdmico de las lineas celulares procesadas en sistemas semiautomaticos de analisis.
Visualizacion de técnicas de FISH y SKY (cariotipo espectral).

3. Modulo Profesional: Biologia Molecular.
3.1. Extraction de Acidos Nucleicos

3.2. Deteccién de Mycoplasma en un cultivo celular.
3.3. Identificacion de lineas celulares mediante analisis de STRs.

(Cronogramas sesiones Online a continuacion)
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o Cronogramas sesiones online:
= PRIMERA SESION 02/12 de 08.30h-15.30h: Médulo

Profesional: Biologia Molecular:

e (8:30h-10:00h: Visualizacién de video: “Extraccion de ADN genoémico a
partir de células. Introduccioén a los sistemas automatizados de extraccion
de AND".

e 10:00h-11:00h: Preguntas, dudas, aclaraciones...relacionadas con la
materia vista en el video anterior.

e 11:00h-12:00h: Visualizacién video “Analisis de contaminacion por
mycoplasma en sobrenadantes de cultivo celular mediante PCR en tiempo
real”

e 12:00h-13:00h: Preguntas, dudas, aclaraciones...relacionadas con la
materia vista en el video anterior.

e 13:00h-14:00h: Visualizacién video “Control de la trazabilidad:
Caracterizacion de muestras mediante analisis de microsatélites por PCR”.

e 14:00h-15:30h: Preguntas, dudas, aclaraciones...relacionadas con la
materia vista en el video anterior y en toda la materia vista en el Modulo
Profesional: Biologia Molecular.

= SEGUNDA SESION 03/12 de 08.00h-15.00h: Médulo
Profesional: Citogenética.

e  (08:00h-09.30h: Visualizacién de video: “Procesamiento de lineas celulares
para citogenética”.

e (09:30h-10:30h: Preguntas, dudas, aclaraciones...relacionadas con la
materia vista en el video anterior.

e 10.30h-11.30h: Visualizacion video “Analisis de cromosdmico de cultivos
celulares”.

e 11:30h-12:30h: Preguntas, dudas, aclaraciones...relacionadas con la
materia vista en el video anterior.

e 12:30h-13:30h: Otras técnicas de citogenética.

e 13.30h-14.00h: Preguntas, dudas, aclaraciones...relacionadas con la
materia vista en esta sesién practicas y en el Médulo Profesional:
Citogenética.

e 14.00h-15.00h: Otras técnicas de caracterizacion. Dudas, preguntas,
aclaraciones.
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= TERCERA SESION 09/12 de 08.30h-15.30h: Médulo

Profesional: Cultivos celulares:

e (8:30h-10:30h: Visualizacién de video: “Cultivos celulares”.

e 10:30h-11:00h: Descanso y visualizacion videos incluidos en el apartado
“Otros recursos”*.

e 11:00h-12:00h: Aspectos mas importantes de los cultivos celulares.

e 12:00h-13:00h: Preguntas, dudas, aclaraciones...relacionadas con la
materia vista en el video anterior y toda la materia vista en el Médulo
Profesional: Cultivos Celulares.

e  13:00h-14:00h: Guia Morfoldgica.

e 14:00h-14:30h: Informe técnico de una linea celular.

e 14:30h-15:30h: Otros recursos:

o “Material safety data sheet” (Fichas de seguridad)
o Conoce el Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia.
o Video “Programa Conciencia”.
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