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Manual de précticas de laboratorio. Citometria de Flujo

La citometria de flujo es una tecnologia que permite evaluar diferentes caracteristicas simultdéneamente de una célula o particula
en suspension, como son el tamano y la complejidad interna, asi como, algtin componente celular o la funcién marcada con
fluorescencia. Aunque la citometria de flujo es una tecnologia relativamente reciente, sus caracteristicas especiales como técnica
de andlisis celular han propiciado, en la tltima década, un rapido incremento en su uso, tanto en los laboratorios de investigacion
bésica como en los laboratorios clinicos

El presente manual fue elaborado para apoyar los cursos de licenciatura y posgrado, sobre citometria de flujo, que se im-
parten en la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud. Tiene como objetivo introducir al alumno en el manejo del citdmetro
de flujo, por medio de la realizacion de practicas para la evaluacién de diversas caracteristicas de las células por medio de esta
tecnologia.

Las prdcticas propuestas son factibles de realizar, fueron elaboradas tomando en consideracin los recursos disponibles para
su desarrollo con los citometros de flujo con los que cuenta la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad
Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.

En la primera parte del presente manual, se exponen los conceptos bésicos de la citometria de flujo. A continuacion se inclu-
ye un apartado en el que se presentan las medidas de seguridad esenciales para el trabajo en el laboratorio. En seguida se incluyen
las practicas.

La prdctica 1 tiene como objetivo la demostracidn del citometro de flujo, en ella se explican sus componentes principales y
el funcionamiento general del equipo. En la practica 2 se lleva a cabo el proceso para la calibracion y optimizacidn del equipo.
En la practica 3 se ensefia el método para la separacion de células por medio de citometria de flujo. En la practica 4 se efecttia
el andlisis del contenido de ADN y se identifican a las células en las diferentes fases del ciclo celular. La practica 5 tiene como
objetivo determinar la viabilidad celular de una muestra bioldgica utilizando citometria de flujo. En La préctica 6 se determina
el porcentaje de las diferentes subpoblaciones de leucocitos y linfocitos en sangre periférica de humano. Y, en la practica 7 se
desarrolla un método alternativo para cuantificar al ADN.

Por ultimo se incluye bibliografia complementaria para que los alumnos puedan ampliar los conocimientos que les resulten
més atractivos.

Por medio de la realizacion de estos protocolos, se demuestra que la citometria constituye un complemento valioso de las
técnicas cldsicas utilizadas para el estudio de la morfologia, biologia y bioquimica celular.
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Manual de précticas de laboratorio. Citometria de Flujo

En esta seccion del manual se definen los conceptos de la citometria de flujo (CF), y los sistemas que integran un citdmetro de
flujo. Al final se mencionan algunas aplicaciones actuales de esta tecnologfa para ilustrar su utilidad.

La citometria se aboca a la cuantificacion de parametros celulares. La Citometria de flujo es una tecnologia que
permite medir caracteristicas de las células, mientras éstas pasan en suspension en una corriente de fluido.

La citometria es una disciplina orientada tecnolégicamente a la determinacion multiparamétrica de elementos celulares tanto
morfoldgicos como moleculares (Shapiro, 2003). En la CF las particulas o células en suspensién viajan a través de una corriente
de fluido hasta el punto donde la luz, en general un laser las intercepta y se generan sefiales de cada pardmetro. Un separador de
células, conocido en inglés como “cell sorter” o “flow sorter”, tiene dispositivos, ya sea mecanicos o eléctricos, que son capaces
de seleccionar y colectar células (Shapiro, 2003, Barrera y cols, 2004).

Se conoce como parametro a la caracteristica fisica 0 quimica de una célula que puede ayudar a identificarla dentro de una
poblacion celular (Shapiro, 2003). Por medio de CF se pueden analizar numerosos pardmetros en una célula, dentro de ellos estan:
tamafo y complejidad interna (relacionada con las membranas internas); receptores de superficie; proteinas intracelulares; cambios
en la membrana celular; 4cidos nucleicos y sintesis de ADN; metabolismo celular etc.

La capacidad de medir simultdneamente multiples pardmetros celulares se debe a la deteccion de la desviacién de luz,
permitiendo asi obtener el tamafio y complejidad, asi como la fluorescencia proveniente de cualquier componente celular o
funcion, marcada con un colorante fluorescente o fluorocromo sensible a la fuente de luz. (Barrera y cols., 2004; Ortiz y cols.,
2006).

Aunque la CF es una tecnologia relativamente reciente, sus caracteristicas especiales como técnica de andlisis celular han pro-
piciado un rapido incremento en su uso, tanto en los laboratorios de investigacidn bésica como en los laboratorios clinicos. Den-
tro de los campos en los que es notorio el uso de esta tecnologia estan: inmunologia, genética, boténica, ecologia acuatica, etc.

Actualmente existen numerosas aplicaciones de esta tecnologia, sin embargo, siguen apareciendo nuevas, lo que demuestra
su amplia capacidad. Ademds, las companias fabricantes se han esforzado en desarrollar mejoras técnicas en los equipos, asi
como en los programas de computo (software) para ampliar las capacidades y confiabilidad de los equipos. El citémetro de flujo
estd constituido por diversos sistemas los cuales se describen brevemente a continuacion. La citometria constituye un comple-
mento valioso de las técnicas clasicas utilizadas para el estudio de la morfologia, biologia y bioquimica celular. Ha sido empleada
en diferentes disciplinas tanto en investigacidn basica como clinica.

La citometria constituye un complemento valioso de las técnicas clasicas utilizadas para el estudio de la morfologia,
biologia y bioquimica celular. Ha sido empleada en diferentes disciplinas tanto en investigacion basica como dlinica.
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Manual de précticas de laboratorio. Citometria de Flujo

Un citometro de flujo estd compuesto por tres principales sistemas:
*  Fluidos: Para introducir y alinear a las células para ser medidas.
+ Opticos: Una fuente de excitacion y coleccion 6ptica para generar y colectar las sefales de luz
Electronicos: Conversion de senales dpticas a senales electronicas.

Estos tres sistemas sumados con los avances en disefio de programas de computacion permiten el andlisis de muiltiples paré-
metros de una célula, asi como un gran ntimero de ellas (Ormerod, 2008). La Figura 1 muestra un esquema general de los tres
sistemas que integran un citometro de flujo.

: kul

[ ]
L.
Punto de Detectores
Interrogacion :
f Rojo
B 1 l - /
| Fuente de luz O |:>m!/ Verde
| optico | Complejidad
Tamario
O
Fluido © o Computadora
envolvente @) @
Corriente de la _
muestra Gréfica para ‘
analisis ° @

Figura 1. Vista general de la citometria de flujo. A. Se representa a una célula con receptores de membrana
y membranas internas, que sumados a su tamaro le dan caracteristicas propias. B. Se representa de
manera general el analisis que se realiza de una célula con ayuda de la citometria de flujo.

Sistema de fluidos

El sistema de fluidos se encarga de transportar y alinear a las particulas dentro de una celda o cdémara de flujo en la cual inciden
con una fuente de luz para medir las diferentes caracteristicas de las particulas (Macey, 2010). Es importante sefalar que las
células o particulas deben estar en suspension para que el sistema de fluidos cumpla con su funcion.

Edith Cortés Barberena/Elsa Cervantes Rios/ Alda Rocio Ortiz Muniz 9
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Casa abierta al tiempo

Al mecanismo para alineacion de células también se le conoce como enfoque hidrodindmico y consiste en la inyeccion de la
muestra en el centro de una corriente, conocida también como fluido envolvente y este puede ser agua o un amortiguador de
fosfatos. El fluido envolvente mejora la precision con la que las células se colocan en la region de observacion del citoémetro, ya
que se restringe a las células en el centro del flujo de la muestra y reduce la posibilidad de obstrucciones del sistema (Shapiro,
2003). Si el sistema no se perturba, el fluido envolvente y la corriente de la muestra no se mezclan y se logra que las células viajen
en “fila india” en la cdmara de flujo (Ormerod, 2008; Macey, 2010).

Existen dos tipos principales de cdmaras de flujo: la cdémara abierta y la cerrada. De hecho, en el disefio de cdmaras cerra-
das hay dos subtipos (Figura 2). Las cdmaras cerradas estdn hechas con paredes de cuarzo, las cuales permiten el paso suave,
continuo y no pulsatil de la muestra. El punto de interrogacion, es decir, el lugar donde la luz incide en la muestra, se encuentra
dentro de la cdmara (Ormerod, 2008).

La cdmara abierta (Figura 2B), es utilizada en los citdmetros que hacen separacion por deflexion electrostética (Dean y
Hoffman, 2007). En este tipo de cdmara, se genera suficiente presion para que el fluido que contiene la muestra salga en un
chorro fuera de la cdmara con las células enfocadas (Hoffman, 2008). A este tipo de flujo se le conoce como chorro en aire o por
las palabras en inglés “jet in air”. El punto de interrogacion de la muestra se encuentra inmediatamente después del orificio de
salida (Hoffman, 2008; Ormerod, 2008). Existen otros tipos de sistemas de fluidos que usan estrategias diferentes para alinear a
las células en la cdmara de flujo: bombas peristalticas, enfoque actistico y celda de flujo microcapilar.

A B Fluido
Corriente de envolvente
- la muestra
| Laser @
Punto de
interrogacién
@
[ ]
° ® /vO ‘
® [
Fluido T Punto de
envolvente ¢ orriente de interrogacion @
la muestra @
Cerradas Abiertas

Figura 2. En este esquema se muestran la cdmara de flujo y las flechas sefialan la direccion de los fluidos.

Sistema optico

Este sistema se compone de la dptica de excitacidn y consiste en una fuente de luz que ilumina las particulas o células tefiidas
o sin tefir y la de coleccion que se encarga de la deteccion de la desviacion de luz y fluorescencias (Hoffman, 2008). La fuente
de luz puede ser diferente en cada modelo de citometro, como ldmparas de arco, LED o laser (Shapiro y Telford, 2009). El laser
més comun en los citdmetros actuales de diferentes fabricantes es uno de argon, enfriado por aire, que produce una luz azul de
488nm, pero también existen instrumentos con un laser o mas adicionales (Shapiro y Telford, 2009; Macey, 2010).

10 Sistemas de un citometro de flujo



Manual de précticas de laboratorio. Citometria de Flujo

La membrana celular produce una desviacion de luz con dngulo pequefio de 0.5 a 5° con respecto al eje del ldser, conocida como
dispersion frontal o FSC, por las siglas en inglés de “forward scatter”, y ésta genera un cono que refleja el tamario de la célula (Figura 3).
Por otro lado, la luz que se interna dentro de la célula, se encuentra con las membranas internas y se desvia en cualquier angulo. La luz
dispersada por membranas internas se conoce como dispersion lateral o SSC (side scatter) y se toma en cuenta la que tiene un dngulo
de aproximadamente 90°. Entre mds membranas internas mds dispersion lateral se genera (Ormerod, 2008).

Dispersion lateral (SSC)

li
, ---mmo
Laser

Figura 3. Dispersion de luz. El tamaiio de la célula se obtiene de la dispersion frontal, ya que se genera
por la luz que incide sobre la membrana celular. La complejidad interna se debe a la desviacion
de la luz que se genera al incidir sobre las membranas internas de la célula.

Dispersion frontal (FSC)

La optica de coleccion consiste en lentes de coleccidn y filtros dpticos. Un lente de coleccion se encarga de dirigir la luz desviada
frontalmente por la célula (FSC, por sus siglas en inglés) hacia el detector correspondiente, mientras que otro lente se encarga
de dirigir la luz desviada lateralmente (SSC, por sus siglas en inglés) v la fluorescencia hacia los filtros ¢pticos (Macey, 2010).

Los filtros dicroicos permiten el paso de luz en un intervalo de longitud de onda y refleja la que esté fuera de ese intervalo
(Shapiro, 2003). En la figura 4 se muestran los diferentes tipos de filtros: Los de longitud amplia (longpass) permiten la trans-
mision de luz de longitud de onda mayor mientras que refleja la de menor longitud de onda; los de longitud corta (shortpass)
permite el paso de la luz de longitud de onda corta. Los filtros que en este texto llamaremos de intervalo (bandpass), permiten
solamente el paso de longitudes de onda en un intervalo (o banda) y el resto lo reflejan (Hoffman, 2008).

El uso de diferentes filtros dicroicos permite que las sefiales luminosas se dirijan a los detectores adecuados. Se han utilizado
diferentes arreglos geométricos en los componentes del sistema 6ptico para la lectura de dos o més de 10 fluorescencias segtin
el modelo de citémetro (Macey, 2010; Hoffman, 2008). En la figura 4 se muestra un arreglo del sistema optico que fue adoptado
por varios modelos de citémetros (Ormerod, 2008). Los citdmetros FASCan y FACSCalibur tienen un arreglo muy similar.

Edith Cortés Barberena/Elsa Cervantes Rios/ Alda Rocio Ortiz Muniz 1
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Casa abierta al tiempo

FL1 verde

SSC azul = D Filtro de barrera
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FL3rojo

, A
Laser l FSC azul
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Esquema general del arreglo del sistema dptico.

Sistema electrdonico

Las sefales luminosas generadas cuando el laser incide en la célula deben traducirse a sefales electronicas, y para lograr este
proposito Se requieren sensores sensibles a la luz capaces de esta conversion de las sefales. (Dean y Hoffman, 2007). Los dos
tipos principales de sensores luminosos son los fotodiodos de silicon y los fotomultiplicadores (Hoffman, 2008).

Los fotodiodos de silicon son utilizados principalmente para detectar la extincion y la desviacidn de luz frontal, es decir FSC,
puesto que la sefial es alta en energfa. Este fotodetector se encuentra en el mismo eje del ldser y se coloca un filtro que obstruye y
refleja la luz que atraviesa la muestra o se emite directamente el laser, y de esta manera se evita que interfiera con la sefial de FSC
y dafie el fotodiodo (Shapiro, 2003).

Los fotomultiplicadores, o PMT por sus siglas en inglés, son requeridos para captar sefiales més débiles, como la fluorescen-
ciay la dispersion lateral (SSC) (Dean y Hoffman, 2007). El PMT es un tubo de vacio que capta la luz por un fotocétodo v libera
electrones en el interior del tubo que se amplifican en nimero con ayuda de un gradiente de voltaje generados por una serie
de electrodos llamados dinodos, llegan al dnodo en una sefial amplificada. El suministro de alto voltaje para el PMT hace que el
costo sea mayor que un fotodiodo (Shapiro, 2003).

Los electrones que se generan en los detectores cuando captan los fotones, se convierten en una corriente eléctrica que es
proporcional a la sefial detectada. Este pulso es amplificado aplicando un mayor voltaje, en escala lineal o logaritmica. Los am-
plificadores lineales son Utiles para el estudio de poblaciones celulares con un intervalo de intensidad de sefial muy estrecho, los
estudios del contenido de ADN son un ejemplo. Por otro lado, los amplificadores logaritmicos son mejores para las poblaciones
con un amplio intervalo de intensidades, de dos a tres décadas, y como ejemplo tenemos la identificacion por inmunofluoresen-
cia de células marcadas o no marcadas (Shapiro, 2003; Hoffman, 2008).

12 Sistemas de un citometro de flujo



Manual de précticas de laboratorio. Citometria de Flujo

Un convertidor analogo-digital (ADC, por su nombre en inglés analog-to-digital converter) transforma el pulso de voltaje
andlogo de 0 a 1000 mV en un niimero que representa un canal, en una escala de 0 a 1024 canales. Estos valores se transfieren a
la computadora por medio de una interfaz de entrada y salida de propdsito general (GPIO, por sus singlas en inglés) y se pueden
representar en una gréfica con ayuda de un programa computacional (Hoffman, 2008).

Fluorescencia

Las moléculas fluorescentes, también conocidas como fluorocromos, tienen la caracteristica de poseer dobles enlaces conjuga-
dos. Los electrones que se encuentran en estos enlaces son capaces de absorber energia luminosa, ya que al estar en enlace pi,
se excitan de manera més facil a orbitales de mayor energia. La energia absorbida se emite cuando el electrén regresa a su estado
inicial, pero parte lo hace en forma de calor y como consecuencia, la luz emitida es de mayor longitud de onda y menor energia.
Cada fluorocromo absorbe en una longitud de onda especifica de luz, y emite en otra longitud también caracteristica como se
muestra en el Cuadro 1 (Shapiro, 2003; McCarthy, 2010).

Fluorocromos Excitacion (nm) Emision (nm) Laser
DAPI 345 455 Ultravioleta de Kripton (351-356 nm)
Cascade Blue 395 420 Violeta de Kripton (407 nm)
FITC 495 519
PE 480, 565 578
Azul de argon(488nm)
PerCP 490 675
Yoduro de propidio 493 617
APC 650 660 Rojo de diodo (635nm)

Cuadro 1. Algunos fluorocromos, longitud de onda de excitacion y de emision y el tipo de laser que se requiere para su deteccion.

Existen recomendaciones para una seleccion adecuada de fluorocromos con base en sus caracteristicas (Ormerod, 2008, McCar-
thy, 2010). A continuacion se enlistan las mds importantes:

+  Elespectro de excitacion coincida con la longitud de onda de los laseres disponibles en el citémetro.
 Tienen intensidades de fluorescencia altas al asociarse a las células (brillo).

*  Muestran poca superposicion en los espectros de emision entre ellos.

+  Se puedan unir facilmente a estructuras quimicas.

Compensacion

Los fluorocromos muestran un espectro de emision que puede superponerse en el espectro de emisién de otro fluorocromo
(Macey, 2010), como se puede apreciar en la Figura 5. Si este efecto no se corrige la fluorescencia de FITC, por ejemplo, hace una
contribucion de sefial al PMT correspondiente a un fluorocromo con un espectro de emision adyacente, como el PE. La compen-
sacion es el proceso matemético por el cual se elimina la superposicion entre fluorocromos (Tung y cols., 2007; Ormerod, 2008).

Edith Cortés Barberena/Elsa Cervantes Rios/ Alda Rocio Ortiz Muniz 13
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Figura 5. Esquema representativo de los espectros de emision de FITC y PE. Los rectangulos con linea
punteada representan los filtros que colectan la sefal de cada fluorocromo. Modificado de Ormerod, 2008.

La compensacion es muy importante para obtener datos confiables de las muestras analizadas, por lo que se han disefiado
programas de computacion que permiten realizar este proceso, en forma manual, o completamente automatica y con la opcién
de una compensacion de los datos posterior a la adquisicion (Tung y cols., 2007).

14 Sistemas de un citometro de flujo



Manual de précticas de laboratorio. Citometria de Flujo

Bibliografia

Barrera Ramirez L.M., Drago Serrano M.E., Pérez Ramos J., Zamora A.C,, Gémez Arroyo F, Sainz Espuries TR y Mendoza Pérez F.
2004. Citometria de flujo: vinculo entre la investigacion bésica y la aplicacion dlinica. Rev Inst Nal Enf Resp Mex, 17: 42-55.

Dean PN. y Hoffman.R.A. 2007. Overview of flow cytometry instrumentation. En: Current Protocols in Cytometry. Wiley-Liss Publica-
tion, New York, EUA. 1.1.1-1.1.8.

Hoffman R.A. 2008. Flow cytometry: instrumentation, applications, future trends and limitations. Springer Ser Fluoresc, 6: 307-342.

Macey M. 2010. Principles of flow cytometry. En: Flow cytometry: principles and applications. 3a ed., 2a reimpresion. Macey M.G.
(editora). New Jersey, EUA, editorial Human Press. 1-15 pp.

McCarthy D.A. 2010. Fluorochromes and Fluorescence. En: Flow cytometry: principles and applications. 3a ed., 2a reimpresion.
Macey M.G. (editora). New Jersey, EUA, editorial Human Press. 59-112 pp.

Ormerod M.G. 2008. Flow Cytometry: A Basic Introduction. De Novo, EUA. 116 pp. (http;//flowbook.denovosoftware.com/)

Ortiz R, Rodriguez L., Cortés L., Ndjera O., Rodriguez E. y Cortés E. 2006. Estudios con citometria de flujo. Inmunofenotipo, prolifera-
cion, diferenciacion, muerte celular y andlisis de ADN. En: Topicos de Genética. Sociedad Mexicana de Genética y Universidad
Auténoma del Estado de México. Toluca, México. 345-366 pp.

Shapiro H.M. 2003. Practical Flow Cytometry. 4 ed. Editorial Wiley-Liss, EUA.

Shapiro H.M. y Telford W.G. 2009. Lasers for flow cytometer. En: Current Protocols in Cytometry. Wiley-Liss Publication, New York,
EUA. 1.9.1-1.9.17 pp.

Tung TW., Heydari K., Tirouvanziam R, Sahaf B., Parks D.R, Herzenberg LA, Herzenberg L.A. 2007. Modern flow cytometry: a prac-
tical approach. Clin. Lab. Med., 27: 423-467.

Edith Cortés Barberena/Elsa Cervantes Rios/ Alda Rocio Ortiz Muniz 15
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El laboratorio de citometria de flujo, como en cualquier laboratorio, se deben seguir medidas de seguridad, puesto que para el
desarrollo de las diferentes metodologias para marcar a las células, se utilizan diferentes substancias que implican ciertos riesgos
de diferentes tipos. Un manejo inadecuado de estas substancias, pueden provocar un accidente, como la exposicion a ciertas
moléculas que sean toxicas, mutagénicas o cancerigenas (Lunn y Lawler, 2006). Otro tipo de riesgo son los debidos al manejo
de muestras biologicas, principalmente cuando hay posibilidades de la presencia de agentes bioldgicos infecciosos (OMS, 2005;
Santos-Burgoa y cols., 2003).

Para lograr proteccion durante el manejo de quimicos y muestras bioldgicas, se debe utilizar equipo adecuado y la ropa de
proteccion adecuada. En algunos casos, se requerira de equipo adicional como una méscara para evitar inhalacién de gases, etc.

En nuestro pais se han publicado leyes y normativas para el manejo adecuado de substancias quimicas peligrosas asi como
sus residuos, y de residuos peligrosos bioldgicos infecciosos. Algunas de las normas y leyes son las siguientes:

Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos

1. NOM-052-SEMARNAT-2005. Que establece las caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los lista-
dos de los residuos peligrosos.

2. NOM-018-STPS-2000. Establece el sistema para la identificacion y comunicacion de peligros y riesgos por sustancias
quimicas peligrosas en los centros de trabajo.

3. NOM-087-ECOL-1995. Contiene los criterios para la clasificacion de los residuos peligrosos biologico-infecciosos (RPBI).
4. NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Establece las modificaciones de los criterios para la clasificacion de los RPBI.

Estas normas y leyes pueden ser consultadas en el Instituto Nacional de Ecologia, Secretaria de Salud, asi como el Diario
Oficial de la Federacion.

Manejo de substancias quimicas

El manejo de substancias quimicas en el laboratorio de citometria de flujo implica riesgos y para minimizarlos, es importante
seguir lineamientos de seguridad para evitar posibles accidentes, y en caso de que sucedan, minimizar los dafos. En un reporte
que aparecié en la revista Scientific American (Benderly, 2010) se dio la resefia de un accidente que ponia en relevancia las
consecuencias de un manejo inadecuado de substancias quimicas peligrosas debido a un exceso de confianza, o negligencia.
Lo anterior muestra que debemos hacer conciencia de que nuestra seguridad depende del manejo responsable que hagamos
de las instalaciones y los productos quimicos. Por las anteriores razones, a continuacion se enumeran los pasos que se deben
seguir para evitar un posible riesgo:

1. Previamente a la realizacidn de un experimento, revisar las reglas de seguridad y procedimiento que aplican en el trabajo
en el laboratorio.

2. Revisar las hojas de seguridad del material quimico que se va a usar.

3. Uso de ropa apropiada en el laboratorio: esta va a depender de las substancias quimicas que se usen. En el caso de este
manual, se usara la bata de tela 100% algodén.

4. Uso de guantes adecuados. El articulo de Lunn y Lawler (2006) muestran una lista de algunos reactivos quimicos y los
guantes de material adecuado para su manejo. Para retirarse los guantes que ya fueron utilizados, se debe hacer de
manera que no se toque la superficie exterior del guante, para evitar contacto con la piel. Se deben descartar de manera
adecuada. Nunca reusar.

Edith Cortés Barberena/Elsa Cervantes Rios/ Alda Rocio Ortiz Muniz 17



m Universidad Auténoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

5. Zapatos adecuados. Deben cubrir los pies y ser comodos. Las zapatillas, sandalias, zapatos de lona y caucho y los que
son abiertos son de alto riesgo.

6. Proteccion adecuada para los ojos (Consultar Vega y Konigsberg, 2001).
7. Localizar y saber operar el equipo de emergencia. Ejemplos: extintores, regaderas de emergencia.

8. Nunca consumir alimentos o bebidas. Aunque parece obvio, muchos alumnos se han puesto en riesgo al hacer caso
omiso de esta recomendacion.

9. Nunca pipetear con la boca.
10. Nunca jugar o hacer bromas en el laboratorio.

11. Lavarse las manos después de la sesion de laboratorio.

Las hojas de datos de seguridad, conocidas como HDS o por sus siglas en inglés MSDS, las provee el fabricante de las substancias
quimicas por disposiciones internacionales. Estas hojas contienen informacion importante de cada substancia, como informacion
del fabricante, la forma adecuada de manipulacién, uso, riesgo conocido o potencial, lista de otras substancias que estén presen-
tes, primeros auxilios en caso de exposicion accidental, qué hacer en caso de derrame, etc. Por estas razones, es muy importante
leerlas con detenimiento y conservarlas (Shugar y Ballinger, 2011; NOM-018-STPS-2000).

Las substancias quimicas deben almacenarse de forma adecuada por seguridad. Ademés, algunas substancias no pueden mez-
clarse con otras, puesto que hacen una reaccion violenta. Por tanto, al ser incompatibles, deben guardarse separados. Es posible
consultar una lista de incompatibilidad en la bibliograffa. Ejemplos como reactivos quimicos incompatibles estan los alcoholes,
que son inflamables y los 4cidos fuertes, como el &cido sulfurico que se clasifican como corrosivos. El dcido acético se considera
una excepcion, pues es corrosivo y sus vapores son inflamables, por lo tanto debe guardarse con las substancias inflamables
(Lunny Lawler, 2006; Shugar y Ballinger, 2011; NOM-052-SEMARNAT-2005).

A continuacion se hace una relacion de algunos reactivos quimicos comunes en los protocolos de un laboratorio de citometria de
flujo (Lunny Lawler, 2006). Algunos de ellos son téxicos, irritantes, mutdgenos o cancerigenos, por lo que un manejo adecuado
es indispensable, como cualquier otra substancia quimica. Los efectos de algunos de ellos no se observarian de forma inmediata,
por lo que no seria posible detectar la contaminacion.
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Substancia quimica

Uso

Riesgo

7-amino actimicina D (7-
AAD)

Intercalante de ADN

Cancerigeno potencial

Azida de sodio

Conservador

Cancerigeno, téxico

5-bromo desoxi-uridina
(BrdU)

Analogo de la timidina.

Mutagénico, teratogénico, fo-
tosensible

Bromuro de etidio (BrEt)

Intercalante de ADN

Muy téxico, mutageno

Cianinas (Cy5, Cy7)

fluorocromos

Toxicos

4'6-diamidino-2-fenil indol
(DAPI)

Intercalante de ADN

Mutagénico

Fluoresceina y sus derivados

Conjugacion con proteinas.
Fluorocromo verde.

Cancerigeno, toxico

Ficoeritrina

Conjugacion con proteinas.
Fluorocromo amarillo.

Toxico

Formaldehido

Fijador

Cancerigeno, liquido
inflamable, teratogénico, toxico

Glutaraldehido

Fijador

Corrosivo, teratogénico, toxico

Hoechst 33258

Intercalante de ADN

Mutagénico, téxico

Naranja de acridina

Intercalante de acidos nucleicos

Cancerigeno, mutagénico

Paraformaldehido Fijador Inflamable, toxico, irritante
Rodamina y derivados Fluorocromo Téxico
Rojo Texas Fluorocromo Téxico
Syto (colorantes) Intercalantes de acidos nucleicos Toéxico

Yoduro de propidio

Intercalante de acidos nucleicos

Mutagénico

Cuadro 2. Substancias quimicas peligrosas de uso comun. Nota: Para una lista mas completa, se puede
consultar Lunn y Lawler (2006) asi como la NOM-052-S EMARNAT-2005.

Disposicion de residuos peligrosos quimicos

Se consideran como residuos peligrosos quimicos a aquellas substancias que han perdido sus caracteristicas, sus propiedades
han dejado de ser Utiles, se encuentran fuera de especificaciones, 0 ya se encuentran caducos. También se consideran peligrosos
si tienen alguna o mas de las siguientes caracteristicas: corrosivos, explosivos, tdxicos e inflamables (INPer, 2011).

La disposicion de los residuos peligrosos quimicos se hara dependiendo de la clase de substancia que se trate.
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Residuos de soluciones acidas o basicas

Este tipo de desechos se depositaran en la tarja mientras la llave de agua se mantiene abierta, esto con el propdsito de diluir la
solucién. Después de haber eliminado la solucion, se mantiene la llave abierta para enjuagar la tarja y evitar la capacidad corrosiva
de la solucion eliminada (Vega y Konigsberg, 2001; Shugar y Ballinger, 2011).

Residuos de substancias toxicas

La Universidad Auténoma Metropolitana tiene un programa para la disposicion y eliminacién adecuada de los residuos peligro-
sos quimicos, llamado “Laboratorio Seguro”. Para poder hacer uso de este servicio es necesario realizar los siguientes pasos
(Vega y Konigsberg, 2001; Shugar y Ballinger, 2011):

1. Consultar las hojas de seguridad de las substancias quimicas que se han convertido en residuos antes de disponer de
ellos.

2. Separar los residuos para evitar cualquier reaccion quimica.
3. Colectar en un recipiente adecuado y etiquetar con la informacion del residuo quimico.
4. Minimizar el desperdicio.

Es importante utilizar envases adecuados que permitan un cierre hermético, que sean de un material adecuado al tipo de resi-
duo, para evitar fugas y derrames que pongan en riesgo al personal (INPer, 2011). Se debe consultar también la Ley General para
la Prevencion y Gestidn Integral de los Residuos y la NOM-052-SEMARNAT-2005.

Una vez que se han realizado los pasos anteriores, se accede a la pagina electronica del programa “Laboratorio Seguro”
(http://www.izt.uam.mx/residuos/) y llenar el formulario. Si se observa en la imagen del formulario, se muestra la clasificacion y
el codigo en imagen de la substancia peligrosa. Una vez realizado, se solicita la llave del almacén temporal de los residuos y se
lleva el residuo peligroso quimico al lugar para su posterior disposicion.
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Proporcione la siguiente informacion para registrar el residuo.

IMPORTANTE: Después de enviar la informacion acuda a la Secretaria de la Unidad
para obtener las etiquetas correspondientes.

*Datos obligatorios

Economico :
Nombre :
Ubicacion :
Division : CBI v
Depto :
Extension :
Residuo :

Medida : KILOGRAMO v
Cantidad :

cODIGO CRETIB

=. 1= \NZ
6 \AJ
& N7 w2 N2 ' // [)
A N AR\A .
_a haE ham .‘:—\‘.‘ ]
Corrosivo Reactivo Explosivo Toéxico Inflamable Infeccioso

Enviar datos

Figura 6. Imagen del formato disponible en la pagina electrénica del programa “Laboratorio Seguro”.
Se observan los simbolos del cddigo CRETIB que identifican a cada tipo de residuo peligroso.

Manejo de los Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos.

Como se habia mencionado antes, el manejo de material bioldgico también implica riesgos. La Organizacion Mundial de la Salud
y la Secretaria de Salud en nuestro pais, sefialan que las muestras bioldgicas generan residuos peligrosos bioldgico-infeccioso
(RPBI), razones por las cuales dan gufas que ayudan a un manejo adecuado (Santos-Burgoa y cols. 2003; OMS, 2005).

La NOM-087-ECOL-SSA1-2002 sefala que solo se considera RPBI a los residuos que contienen agentes bioldgico-infecciosos.
Sin embargo, la OMS (2005) menciona que en caso de que la informacion sea limitada para evaluar el riesgo, el residuo debe

manejarse como Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI) y hace una serie de recomendaciones que se enlistan a con-
tinuacion:
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Proteccion personal

1.
2.

© ® ~N o u

Usar ropa protectora: batas o uniformes especiales para el trabajo en el laboratorio.

Usar guantes protectores apropiados para todos los procedimientos que puedan entrafiar contacto directo o accidental
con material biolégico (sangre, liquidos corporales y otros) potencialmente infecciosos o animales infectados. Una vez
utilizados, retirar los guantes de forma aséptica y a continuacién lavarse las manos.

Lavarse las manos después de manipular materiales y animales infecciosos, asi como antes de abandonar las zonas de
trabajo del laboratorio.

Usar gafas de seguridad, viseras u otros dispositivos de proteccion cuando sea necesario proteger los 0jos y el rostro de
salpicaduras, impactos y fuentes de radiacién ultravioleta artificial.

Prohibido usar las prendas protectoras fuera del laboratorio.

No usar calzado sin puntera.

Prohibido comer, beber, fumar, aplicar cosméticos o manipular lentes de contacto.

Prohibido almacenar alimentos o bebidas para consumo humano en las zonas de trabajo del laboratorio.

La ropa protectora de laboratorio no se guardara en los mismos armarios que la ropa de calle.

El material punzocortante, por ejemplo las agujas, se considera como el principal riesgo en la transmision de enfermedades infec-
ciosas, asi que se debe tener cuidado en el manejo de estos materiales. Las agujas de jeringas desechables, lancetas, navajas de
bisturies que se utilizan en la obtencién o manejo de material bioldgico deben separarse y desecharse en recipientes rigidos de
polipropileno de color rojo y con el simbolo de RPBI (Figura 2). El material de vidrio roto no se considera material punzocortante
y se colecta en otro tipo de recipiente (Santos-Burgoa y cols. 2003).
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Términos en citometria de flujo

La citometria de flujo contiene términos que en su origen estd el idioma inglés. Sin embargo, en este manual de practicas se
han traducido estos términos con las palabras del vocabulario en espafiol con el significado mas cercano, acompanado con la
palabra en inglés entre comillas o paréntesis. Esta estrategia se hizo para que el alumno reconozca los términos en la literatura
escrita en su mayoria en inglés. Las secciones de Abreviaturas y Vocabulario son complementarias como ayuda en el manejo de

la terminologia.

Los nombres de los programas de computacién se han escrito en cursivas. Los términos que son usados como funciones o
comandos de los programas se escribieron en inglés en letras cursivas, para facilitar su reconocimiento.
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Practica 1
Demostracion del citémetro de flujo

Introduccion

Para el estudio de las células se han desarrollado diversas metodologias analiticas. La citometria de flujo (CF) ha surgido como
una metodologia fundamental y eficaz para la deteccidn especifica de una gran variedad de caracteristicas y componentes es-
tructurales de las células.

Una de las caracteristicas analiticas més importantes de los citémetros de flujo es su capacidad de medir simultdneamente
multiples pardmetros celulares, como el tamario, forma y complejidad, asi como cualquier componente celular o funcion, mar-
cada con un colorante fluorescente o fluorocromo. Aunque la CF es una tecnologia relativamente reciente, se han vislumbrado
muy diversas aplicaciones tanto en los laboratorios de investigacion bésica como en los laboratorios clinicos

Un citémetro de flujo es capaz de examinar miles de células en unos cuantos segundos con una alta eficiencia y sensibilidad,
efectuando de forma paralela la deteccion de varias propiedades de una misma célula, las cuales son analizadas una a una.

Las células ingresan al citdmetro de flujo en una sola fila a una velocidad de 500 a 4000 células por segundo, en una co-
rriente de flujo, que es alcanzada por el rayo de un laser. Asi, se generan sefiales opticas, que al ser percibidas por detectores
especificos, se convierten en sefiales electrénicas. Estas son digitalizadas y computarizadas en milisegundos, se almacenan vy
pueden ser analizadas posteriormente

Los procesos que se llevan a cabo en la adquisicion con el citometro de flujo, se sintetizan en el Cuadro 1.
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Células en una sola fila pasan en una corriente de flujo

U

Son alcanzadas por el rayo de un laser

U

Se generan sefiales opticas

U

Estas sefales son percibidas por detectores especificos

U

Son convertidas en sefiales electronicas

U

Digitalizadas y computarizadas

U

Almacenadas para su andlisis posterior

Cuadro 1.- Resumen de los procesos que se realizan en la adquisicion con el citémetro de flujo.

Componentes del citdmetro de flujo

Para que el citdmetro pueda medir diferentes caracteristicas de las células, estd compuesto por tres grandes sistemas, cada uno
de estos sistemas tiene una funcién especifica. Ademés cada sistema tiene diversos componentes. En el Cuadro 2 se anotan
estos tres sistemas y su funcion general.

Sistema Funcion Componentes generales
S . Tubo de inyeccion de la muestra.
. Introducir y alinear a las células para ser
Fluidos medidas
' Cdmara de flujo
Optica de excitacion: (Laser, pueden ser varios)
Opticos Generar y colectar las sefiales luminosas. Optica de adquisicidn: (Lentes, Espejos y fitros
Detectores)
Convertir las sefiales dpticas a sefales Sensores sensibles / luz
Electronicos | electronicas proporcionales y digitalizarlas para
andlisis en computadora. fotodiodos y fotomultiplicadores
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Analisis de los datos adquiridos

Los citémetros de flujo estan integrados por el equipo en si mismo, el cual estd conformado por diversos elementos, integrados
en el “modulo sensor”. Ademés, el aparato se encuentra asociado a una computadora que tiene diferentes programas para
almacenar la informacion en forma de archivos; la computadora registra datos de millares de células de cada muestra y, estos
pueden ser representados graficamente para su analisis posterior.

Los datos adquiridos se pueden representar graficamente, de ahi se obtiene informacidn con relacion a los diferentes paré-
metros. Para el andlisis de los datos se puede elegir el examen del total de los mismos o es factible también analizar solamente
una parte de ellos, al determinar previamente una region especifica de andlisis. La regidn puede definirse por la dispersion
de la luz o con base en una fluorescencia as, solo los eventos (células) que estan dentro de los limites de la regidn elegida son
desplegados, pudiéndose hacer el estudio en una poblacion especifica.

En la Figura 1, se muestra un histograma en donde se analiza solamente un pardmetro. En la Figura 2, se presenta una
gréfica de punto (dot plot) del andlisis simultdneo de dos pardmetros, en la gréfica cada punto corresponde a un evento
(una célula). En la Figura 3 se representa una gréfica de densidad, en donde se observa la distribucién de los eventos de acuer-

do a las caracteristicas seleccionadas.

Es oportuno anotar que para la realizacion de los diferentes estudios, en todos los casos, es muy importante ajustar y verificar
el funcionamiento del citdmetro de flujo, preparar adecuadamente las células asi como, adquirir y analizar las muestras con un

programa de computacion apropiado.

Histograma

M1

M2

Eventos
Eventos

FLIH | FLIH
C. Negativo Andlisis Fluorescencia 1

Figura 1.- Histograma del analisis de datos obtenidos con el citometro de flujo. En el eje horizontal (X),
se grafica la intensidad de fluorescencia y en el eje vertical (Y) el nimero de células.
En la parte izquierda se observa el control negativo y en la parte derecha
una muestra positiva a la fluorescencia 1.
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Figura 2.- Gréficas de puntos (dot plot). (a) Identificacion de leucocitos de sangre periférica de humano, con
base en la dispersion de la luz, se diferencian en forma clara los linfocitos, monocitos y granulocitos. La luz
con dispersion frontal (FSC) se relaciona con el tamafio celular y la luz con dispersion lateral (SSC)
se relaciona con la granularidad y complejidad interna de la célula. Se detecta a 90° del eje
de la luz incidente. (b) Identificacion de linfocitos Ty B de sangre periférica de rata, con base en la tincion
con dos diferentes fluorocromos. Los linfocitos T (CD3+) son positivos al fluorocromo isotiocianato
de fluoresceina (FITC) y se observan en el cuadrante inferior derecho. Los linfocitos B (CD45RA+)
son positivos al fluorocromo ficoeritrina (PE) y se localizan en el cuadrante superior izquierdo.

Las células negativas a ambos fluorocromos (no son linfocitos T, ni linfocitos B) se detectan
en el cuadrante inferior izquierdo y, los linfocitos positivos para ambos fluorocromos
se encuentran en el cuadrante superior derecho.
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Grafica de Densidad

0

o

(CD4-CY-Chrome

Figura 3.- Gréfica de densidad. Caracterizacion de las subpoblaciones celulares en el timo de rata.
R1= Células CD4+ CD8+, son positivas para ambos fluorocromos:
ficoeritrina (PE) y cianina de ficoeritrina (Cy), son la subpoblacion mas abundante,
estan en fase de diferenciacion o maduracion; R2 = Células CD8+,
solo son positivas a PE, corresponden a los timocitos maduros D8+;
R3 = Células CD4+ solo son positivas a Cy, son a los timocitos maduros CD4+y,
R4= Células CD4-CD8- son negativas para ambos fluorocromos,
constituyen
los timocitos mas inmaduros.

Citometros de flujo

En la actualidad existen diversos tipos de citometros de flujo. En nuestra Institucidn, dentro de Division de Ciencias Bioldgicas y
de la Salud de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, contamos con dos citémetros de flujo: 1) citdmetro

modelo FACScan (Figura 4), y 2) citémetro modelo FACScalibur (Figura 5), ambos de la compafia Becton Dickinson.

Figura 4.- Citometro de flujo modelo FACScan, equipado con un laser de argon (488nm); con capacidad
de detectar dos formas de dispersion de la luz y tres diferentes fluorescencias.
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Figura 5.- Citdmetro de flujo modelo FACScalibur, equipado con un laser de argén (488nm) y laser de diodo rojo;
con habilidad de detectar dos formas de dispersion de la luz, cuatro diferentes fluorescencias
y capacidad de separar selectivamente y colectar células (“sorting”).

La citometria constituye un complemento valioso de las técnicas cldsicas utilizadas para el estudio de la morfologia, biologia y
bioquimica celular. Ademéds, en comparacién con los métodos bioquimicos de andlisis celular, en los que se obtiene un resultado
promedio para toda la muestra, la CF es capaz de proporcionar informacidn cuantitativa sobre cada célula en particular y permite
identificar en una muestra subpoblaciones de células diferentes, incluso cuando estan escasamente representadas.

Objetivo

Conocer los componentes principales y el funcionamiento general del citometro de flujo.

Material requerido

Citometro de flujo

3 tubos de poliestireno de 5 ml (12 x 75 mm)
3 ml de agua destilada

3 ml de solucién de cloro al 10%

3 ml de etanol al 50%

Archivos adquiridos en el citdmetro de flujo, proporcionados por el profesor

Método o desarrollo
1. Encendido del equipo.
2. lIdentificacion de las partes del citémetro.

3. Elegir la velocidad de flujo de la muestra.
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Observacion de datos obtenidos con el citémetro de flujo. Se usard el programa de adquisicion y analisis CellQuest y se
observaran archivos adquiridos en el citémetro de flujo, proporcionados por el profesor.

Se solicitaran graficas de diferentes tipos. Anote la informacion de los archivos y la informacion que obtenga con cada
uno de los archivos examinados.

5.1 Andlisis de un histograma,
5. 3 Observacion de graficas de puntos (dot plot).
5.3 Examen de una gréfica de densidad.

Cuidado del equipo (Procedimiento de lavado del equipo, al final del trabajo).

Procedimiento de lavado diario del citometro

Automatico. Este proceso se realiza si cuenta con el sistema de carrusel (loader, en inglés)

1.

oS vk~ NN

Una vez terminado el trabajo diario, cerrar el programa en uso.

Ira la barra de Menu y elegir el icono de Apple.

Sefalar Loader Manager.

Se abrird una ventana: Loader Status. Marcar Maintenance.

Se abrird la ventana Maintenance and Diagnostics.

Elegir Short Clean y presionar RUN.

a. Enuntubo de 12 x 75 mm, agregue 3 ml de etanol al 50%.

b. Instale el tubo en la posicion 39 del carrusel.

¢. Enlaposicion 40 instale un tubo con 3 ml de blanqueador al 10% en agua.

d. El programa Loader Manager colocard automaticamente cada tubo para lavar el puerto de inyeccién para su limpieza.

Al terminar el proceso de lavado, cambie el tubo con blanqueador a la posicion 39 y coloque otro con 3 ml de agua en
la posicion 40.

Regrese a la ventana Maintenance and Diagnostics. Elija long clean y presione RUN (el programa Loader Manager
colocard autométicamente cada tubo para lavar el puerto de inyeccion para su limpieza).

Una vez terminado el lavado, salir de la ventana de Maintenance and Diagnostics, seleccionando el botdn Done.

. Coloque un tubo con 1 ml de agua destilada en el SIP con el brazo bajo el tubo.
. Ponga el citémetro en modo de Standby y apaguelo.
. Deseche los residuos al chorro de agua.

. Apague la computadora y el regulador.

Manual. En caso de que no cuente con el carrusel y se pongan los tubos manualmente siga los siguientes pasos:

1.
2.
3.

Instale un tubo de 12 x 75 mm, conteniendo 3 ml con alcohol al 50% en el puerto de inyeccién de la muestra (SIP).
Deje al brazo de apoyo a un lado por un minuto.

Coloque el brazo bajo el tubo, y asegtrese de que el citémetro esté en RUN, y déjelo en velocidad alta (HIGH) por cinco
minutos. Inicialmente, se lavara durante un minuto el tubo externo del SIP, y posteriormente se lavara el tubo interno,
que es el sitio por el que pasa la muestra.

Repita los pasos del 1 al 3 con un tubo con 3 ml de blanqueador al 10%.
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Repita los pasos 1 al 3 con otro tubo con 3 ml de agua bidestilada.
Deje un tubo con 1 ml de agua bidestilada en el SIP con el brazo bajo el tubo.

Ponga el citémetro en modo Standby.

© ~N o w»

Apague la computadora y apague el citémetro.

Resultados

Anote sus observaciones de cada uno de los incisos mencionados en el método.

Analisis de resultados

Comente la importancia de conocer el citometro de flujo y mencione la trascendencia de los sencillos pasos de encendido,
seleccion de la velocidad de flujo y lavado del equipo

Explique el alcance de analizar los datos por medio de un histograma, una grafica de punto (dot plot) y una de densidad.

Conclusiones

Redacte las conclusiones con base a sus observaciones.
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Cuestionario

- {Qué informacidn de las células se puede obtener usando citometria de flujo?

{Cudles son los tres tipos de sistemas que tiene un citémetro de flujo?
{Qué fuente de luz es la més usada en los citémetros de flujo?
{Por qué es importante conocer la fuente excitadora de luz que tiene un citémetro?

Indique las dos principales caracteristicas en las que se basa un citémetro de flujo para evaluar los pardmetros (caracte-
risticas de las células)

Senale los dos tipos de dispersion de luz que detecta el citdmetro y con cudles caracteristicas celulares se relacionan

Mencione algunas ventajas del andlisis por medio de citometria de flujo

CONTESTAR FALSO O VERDADERO:

Las células deben estar en suspensién para ser analizadas por el citdmetro de flujo.

La muestra pasa a través del haz de luz excitador por grupos

Los citometros de flujo analizan las caracteristicas individuales de cada célula, analizando cada una de ellas

Diferentes mediciones se pueden hacer simultdéneamente en una sola célula, esto es, en cada una de las células

La citometria de flujo permite identificar, en una muestra heterogénea grupos o subtipos de células
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Calibracion del equipo y optimizacion

Introduccion

El citometro de flujo, como cualquier otro equipo, necesita un procedimiento de control de calidad para comprobar diariamente su
buen funcionamiento. Dado que actualmente surgen nuevos modelos, Se actualizan los existentes y cambian los sistemas de com-
putacion, no es posible dar un solo procedimiento para todo tipo de modelos. Sin embargo, en todos los casos, el uso de microes-
feras de pléstico estdndar, fluorescentes y no fluorescentes permite hacer el seguimiento diario del citémetro de flujo. Es importante
sefialar que del buen funcionamiento del equipo depende la confiabilidad de los resultados de un ensayo en investigacién o las
pruebas clinicas de laboratorio de un paciente.

El programa FACSComp es capaz de comprobar el desempefio de algunos modelos de citémetros de la marca BD Bioscien-
ces, como el FACScan y el FACScalibur. FACSComp provee un ajuste automatizado, y comprueba que el equipo analiza cada uno
de los eventos de manera consistente.

Para lo anterior, se utilizan unas microesferas de polimetilmetacrilato, también llamadas perlas, de 5 a 6 um de didmetro para
la calibracion (CaliBRITE Beads, MF). Estas microesferas pueden ser de cuatro o cinco tipos: sin tefiir, tefiidas con isotiocianato
de fluoresceina (FITC, verde), ficoeritrina (PE, naranja), proteina de clorofila peridina (PerCP, rojo) ¢ aloficoncianina (APC, rojo).

EIFACSCompy las microesferas estan disefiadas para hacer el seguimiento de lafuncién del citémetro, ytambién para que quede
calibrado para aplicaciones de identificacién inmunofenotipica de células sanguineas humanas. Parece limitado, pero hay
que mencionar que el desarrollo de los equipos de esta marca se han dado en el marco de la investigacion en inmunologia
humana para aplicacion en clinica. El programa permite dos clases de calibracion, basadas en las posibilidades de ensayos con
muestras sanguineas humanas:

* Lisadas y lavadas (Lyse/Wash, en inglés): es la calibracién del citémetro para muestras en los que se lisan los eritrocitos
y se eliminan del resto de las células por centrifugacion.

* Lisadas y no lavadas (Lyse/No Wash, en inglés) calibracidn disefiada para ensayos en los que se lisan los eritrocitos
pero no se eliminan sus restos.

Durante la calibracion se realizan los siguientes procedimientos en secuencia:

1. Ajuste de los tubos fotomultiplicadores (PMT, por sus siglas en inglés de photomultiplier tube): Ajusta los valores del
citémetro para colocar a las particulas de calibracion en los canales blanco estandar. Estos valores también se aplican en
la compensacion. Se realiza con las microesferas sin tefir.

2. Compensacion de fluorescencias: Al efectuar la compensacion se separa la contribucion de cada fluorocromo, y de esta
forma se elimina la sobre posicidn de las sefiales. Se requieren las perlas sin tefiir y todas las tefiidas.

3. Prueba de sensibilidad: Evalta la separacion de la fluorescencia entre los promedios de las perlas sin tefiir y las tefiidas en
los canales FL1, FL2 y FL3. La sensibilidad de FL4 se miden al calcular la diferencia de separacion entre las microesferas
PerCPy APC en el canal FL4. También se compara la sefal de SSC con un pulso generado en FSC.

En el caso de que se requiera el uso del cuarto color, se utilizan otras microesferas, tefiidas con aloficocianina (APC) y excitables
con el segundo laser. En este caso, las perlas con APC serviran, ademas del ajuste de los PMTs, para calibrar el tiempo de retraso
de las sefales de los dos laseres que provengan de un mismo evento (o célula).

Debido a que las microesferas de calibracion y las células tienen propiedades opticas diferentes, deben visualizarse previa-
mente las caracteristicas de desviacion de luz y fluorescencia de las muestras bioldgicas y ajustar el equipo para una adecuada
lectura. A este procedimiento se le conoce como optimizacion y se puede realizar con el FACSComp, solo para leucocitos de
humano, o si son otro tipo de células, en el programa CellQuest.
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La optimizacion se refiere, principalmente, a la compensacion de las fluorescencias presentes en una muestra bioldgica. En forma
sencilla podemos describir cuales son los pasos que se realizan en la compensacion adecuada. Se ajustan los voltajes de cada
PMT con una muestra sin marca de fluorescencia para observar a las células en los canales correspondientes a las células negati-
vas. Después, se utilizan muestras marcadas con un solo fluorocromo (una muestra por fluorocromo que se vaya a utilizar) para
ajustar la sefal de cada fluorocromo para ser detectado por el PMT correspondiente, como se muestra en la Figura 1.
Objetivo

Al'término de la practica, el alumno serd capaz de comprobar el funcionamiento del citémetro de flujo.

Objetivos Particulares
Ajustar el citdmetro utilizando microesferas de calibracion.

Optimizacion del citdmetro para adquirir una muestra.

Material requerido

1 pipeta graduada de 5 ml

1 propipeta

1 vaso de precipitado de 50 ml

1 vaso de precipitado de 100 ml

2 tubos de poliestireno de 5 ml

1 gradilla

1 Agitador (vortex)

Microesferas CaliBRITE"®3 colores
Solucién envolvente comercial (FACSflow) 6 una solucion amortiguadora de fosfatos (3 litros aproximadamente)
Hielo

Papel aluminio

Citometro FACSCan o FACSCalibur

Material bioldgico

Muestra de sangre obtenida por donacién de un voluntario y obtenida con jeringa heparinizada. Esta muestra serd preparada
previamente por el profesor.

Soluciones

Solucién amortiguadora de fosfatos, pH 7.4 (PBS): Pesar 0.23 g de NaH,PO, (anhidrido), 1.15 g de Na,HPO, (anhidrido), 9.00 g
de NaCl. Disolver en 900 ml de agua bidestilada. Ajustar el pH a 74. Aforar a 1 litro.

Nota de seguridad. Revisar las hojas de seguridad previamente. Se requiere el uso en todo momento de: bata de algodon,
guantes de latex. Las agujas de las jeringas usadas con muestra de sangre, se descartan en el recipiente para punzocortantes.
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Método o desarrollo

Preparacion de microesferas

Tubo A.

En un tubo se agrega una gota de microesferas sin marcar (unlabeled) a 1 ml de solucién envolvente comercial 0 una solucion
de fosfatos. Se agita en un vortex. Mantener en frio y cubierto de la luz.

Tubo B.

En un tubo se prepara una mezcla de microesferas. Se afiade una gota de microesferas sin marcar, otra de las marcadas con FITC,
otra de PE y otra de PerCP a 3 ml de solucidn envolvente comercial (o solucion de fosfatos). Se agita en un vdrtex. Mantener en
frio y cubierto de la luz.

Recomendaciones

Las microesferas se diluyen usando la solucidn Facsflow. Sin embargo se puede usar el amortiguador de fosfatos a pH
74.

Los viales que contienen las microesferas se deben agitar suavemente, ya sea por inversion o en un agitador.
La gota debe tener un aspecto turbio, para asegurarse de que contenga microesferas.
Las suspensiones se deben mantener en hielo o entre 2° a 8° C.

Las microesferas diluidas permanecen estables durante 8 horas si se conservan en obscuridad entre 2° a 8° C. Si se usan
microesferas con PerCP, la estabilidad es de una hora.

Ajuste y Compensacion

Varios términos estan escritos en inglés, puesto que son opciones del programa para calibracion.

1.

B S

© ® N o !

Introducirse al programa FACSComp, seleccionandolo desde el ment de Apple.

Llenar el campo de operador y presionar Accept.

Seleccionar el tipo de ensayo Lyse/Wash ¢ Lyse/No Wash.

Teclear los lotes de cada uno de los viales (es necesario para tomar en cuenta los valores de los canales de referencia).
Introducir el tubo A en el inyector de la muestra (SIP, por sus siglas en inglés de sample injection port).

Presionar Run hasta que aparezca la ventana de PMT para ajustar los fotomultiplicadores (PMT) y presionar Start.
Después del ajuste de los PMT, observar que se cambie a la ventana Compensation.

Cambiar el tubo A por el By oprimir Start.

Observar que se logre la compensacion y que el software pase inmediatamente a Sensitivity.

10. Observar los resultados y salir.
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Optimizacion

Este procedimiento se realizard con la muestra proporcionada por el profesor segtin el siguiente cuadro:

Tubo | Fluorescencia de la marca en la muestra Poblaciones celulares presentes

1 Sin marca fluorescente Sin fluorescencia

2 Fluorescencia 1. FITC. Negativas y positivas a FITC.

3 Fluorescencia 2. PE Negativas y positivas a PE.

4 Fluorescencia 3. PerCP Negativas y positivas a PerCP.

5 Fluorescencias 1, 2 y 3. Marcaje simultaneo con FITC, PE | Negativas y poblaciones celulares positivas a un

y PerCP fluorocromo.

Cuadro 1. Guia de preparacién de la muestra proporcionada por el profesor

El cuadro anterior es una guia y puede variar segun la disponibilidad de muestra y anticuerpos. Si no hay disponibilidad, se
pueden usar las mismas microesferas de calibracion, en un esquema similar al cuadro 1.

40
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Introducirse a CellQuest a través del ment Apple. Varios términos estdn escritos en inglés, puesto que son opciones del
programa.

En el mend de herramientas abrir Acquire y conectar el citometro.

Crear la hoja de adquisicion con las siguientes graficas de punto en modo de adquisicion:
FSCvs SSC

FL1 vs FL2

FL3 vs FL2

Abrir los controladores Detectors, Compensation y Threshold desde el ment Cytometer.

A partir del ment Cytometer, abrir Instruments Settings y elegir el archivo Calib file.
Seleccionar set y después done. Cerrar la ventana.

Ademads colocar los cuadrantes en los gréficos FL1 vs FL2 y FL3 vs FL2, a través de la paleta de herramientas, en aproxi-
madamente en la posicion 10" en ambos ejes.

Seleccionar Parameter Description del menu Acquire para crear el folder para guardar los datos y poner nombre a los
archivos.

Colocar el tubo 1. Adquirir la muestra antes de ajustar para un analisis posterior.

. Repetir el paso 9 con los demés tubos.

. Colocar el tubo 1 para ajustar el voltaje de los detectores para FSC y SSC, hasta que la poblacion de las células en la

grafica de tamario y granulosidad esté colocada en la posicion deseada.

. Con este mismo tubo, ajustar el voltaje de los PMT para FL1, FL2 y FL3, hasta ajustar las graficas con los eventos en el

cuadrante inferior izquierdo. Retirar el tubo al terminar.

. Colocar el tubo 2.

. Ajustar la compensacion, usando el controlador Compensation, tratando de poner los eventos positivos en el cuadrante

correspondiente.
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15. Repetir los pasos 12 y 13 para el tubo 3.
16. Coloque el tubo con la muestra marcada con todos los fluorocromos.
17. Adquirir 10,000 eventos de cada muestra.

Utilice la Figura 1 como guia. Cada representacién grafica muestra como se observa cada poblacién celular después de la opti-
mizacion.

A B C
P
(Q\| Q)] (Q\}
1 | 1
o T o

FLA1 FLA1 FLA1

D
@

FLA1

Figura 1. Representacion de las graficas obtenidas durante la compensacion. A) Las células de la muestra
sin marcar se observan en el cuadrante inferior izquierdo. B) Se observan dos poblaciones celulares,
sin marcar en el cuadrante inferior izquierdo y la marcada con FITC el inferior derecho.

C) Se observa en el tubo 2 la poblacion negativa a PE y la positiva en el cuadrante
superior izquierdo. D) Se representa una muestra con negativas a la fluorescencia
y células marcadas con ambos fluorocromos.

FL2

Resultados

Visualice en graficas de punto las muestras antes y después de la optimizacion. En el caso de la muestra sin marcar, muestre en
las graficas los pardmetros FSCy SSC, con el que se representa el tamafio y granularidad respectivamente. Utilice el programa
CellQuest para obtener las gréficas y datos.

En las muestras marcadas grafique FL1 vs FL2 y FL3 vs FL2, en donde se observa la fluorescencia. En estas Ultimas gréficas,
se deben observar los eventos en el cuadrante inferior izquierdo, después de la optimizacion. También muestre en graficas FL1
vs FL2 y FL3 vs FL3, las muestras que estan marcadas con cada uno de los reactivos, antes y después de la optimizacion para
mostrar la compensacion del equipo.

 Imprimir los informes de los resultados de la calibracion y guardarlos en un registro.

Anotar los voltajes de los tubos fotomultiplicadores y las separaciones de los canales que se obtienen con cada pardme-
tro en una hoja de un registro.
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Analisis de Resultados

Mencione la importancia de realizar la calibracion del equipo y la optimizacion para la lectura de las muestras. Con base en sus
resultados, indique si los valores de la calibracidn fueron los adecuados para la muestra y si no fue asi, explique por qué. Ade-
més, mencione si la técnica utilizada para la optimizacion fue clara y si existen algunas variaciones de la misma.

Conclusiones

Redacte las conclusiones con base en el cumplimiento de los objetivos.
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Cuestionario

1.
2.

IS

{Por qué es importante la calibracion de un citémetro de flujo?

{Cudl es la funcion de las microesferas plésticas?

{Cuéles son las funciones del FACSComp?

{Qué es la compensacion?

{Por qué se debe hacer la optimizacion del equipo al leer muestras biolégicas?

En los siguientes esquemas, indique cudl control de compensacion debe mover para ajustar la sefal en cada inciso y
sefiale con una flecha si la resta debe incrementarse (1) o disminuirse (1), en el cuadro correspondiente.

A)
D s [
N
s
Q FL2 - FL] 0/0 I:I
FL1
B)
FL1 - FL2 % I:I
3
(TR
‘ FL2 - FL1 % I:I
FL1
O
FL1 - FL2 % I:I
(3]
i
Q FL2 - FL1 % I:I
FL1
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Separacion de células por citometria de flujo

Introduccion

La separacidn o clasificacion de células (“cell sorting”, en inglés), utilizando citometria de flujo es el proceso de separacion fisica
de particulas con base en la expresion diferencial de uno o varios pardmetros analizables por citometria de flujo.

Este procedimiento permite seleccionar, separar y recuperar en forma integra y viable, subpoblaciones celulares purificadas con
determinadas caracteristicas de tamao, granularidad o intensidad de fluorescencia.

Estas separaciones o clasificaciones se realizan con la finalidad de llevar a cabo posteriormente ensayos bioquimicos, moleculares
o de diferenciacion celular de poblaciones de interés con una alta pureza, y requieren de la utilizacion de aparatos de citometria
de flujo, denominados “cell sorters”.

Se debe tener presente que para lograr una buena separacion, es muy importante la eleccion adecuada de caracteristicas celulares
para identificar a las células. Para lograr este objetivo, es muy comtin, o necesario, el uso de anticuerpos fluorescentes contra recep-
tores de membrana exclusivos de una poblacidn celular. Por ejemplo, los linfocitos T se pueden identificar con anticuerpo anti-CD3
FITC.

Bésicamente hay dos procedimientos para separar células, cada uno con sus ventajas y desventajas:

+  Deflexion electrostatica: consiste en la generacion de gotas cargadas con la célula seleccionada. Estas gotas pasan por
placas cargadas que las dirigen a los tubos de recuperacion. La ventaja principal, es la alta viabilidad de las células sepa-
radas, y la principal desventaja, es el uso complejo de equipos grandes.

*  Mecénica o hidrdulica: En este caso, se hace uso de un tubo de captura colocado sobre la celda. Cuando se selecciona
una célula, el tubo se activa y se coloca sobre la corriente de la muestra, para desviar a la célula a los tubos de recupera-
cion. La principal ventaja de este método es el uso facil de éste método. La principal desventaja es la baja concentracion
celular, debido a que el tubo de captura desvia fluido envolvente mientras espera a la célula seleccionada para separa-
cion.

En el caso del citdmetro FACSCalibur, la separacion de células es por el procedimiento mecanico. En la figura 1 se representa
el mecanismo del tubo de captura descrito anteriormente. La capacidad de separacion estd limitada a 300 movimientos/seg del
tubo de captura.
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Representacion esquematica de la separacion hidraulica utilizada por el citémetro FACSCalibur.

A continuacidn se describen algunas caracteristicas de este tipo de separacion:

Estacion de coleccion

Es el lugar donde las células separadas se recuperan. Las células viajan desde el tubo de captura por medio de las lineas de
captura (mangueras plésticas muy delgadas), hasta los tubos de 50 ml. Estos estan dispuestos en tres puertos de coleccion
(Figura 2). Se comienza a colectar en el tubo del puerto 1, el de extrema izquierda, y cuando se llena, el citometro lo detecta y
automéaticamente comienza a colectar a las células en el tubo del puerto 2. Si la coleccidn de las células contintia hasta llenar el
tercer tubo, las células se dirigen al recipiente de desperdicios.

El boton de purga funciona para revisar que las lineas de separacidn estan libres, es decir destapadas, para la separacion. También
se usa para limpiarlas al final de la separacion.
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Figura 2. Esquemas que muestran la estacion de coleccion.

Modos de separacion

El sistema del FACSCalibur permite tres modos (mode sort) de separacién. El modo de separacidn determina si una célula serd
separada o no cuando aparece un conflicto. Es importante tomar en cuenta tanto la pureza de la poblacidn deseada, asi como
el porcentaje de recuperacion.

Los modos de separacion se basan en control del movimiento del tubo de captura. La cubierta de separacion (sort envelope)
es el volumen de la corriente de la muestra que el tubo de captura colecta al seleccionar a la célula deseada. El tamario de la
cubierta depende del tiempo en que el tubo permanezca en la corriente de la muestra para capturar a la célula.

+ Célula tnica: o “Single cell" por el nombre en inglés, la separacion se hace solo si la célula seleccionada esta sola y se
descarta cuando en la cubierta de separacion estd acompanada de otra, sea diferente o igual a ella. El resultado es una
muestra con alta pureza.

Recuperacién: o “Recovery” por el nombre en inglés, la célula deseada se separa, aun cuando esté con otra célula igual

o distinta en la cubierta de separacidn. El resultado es una muestra con la mayor concentracion de células posible, con
menos énfasis en la pureza.
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*  Exclusién: La célula es separada cuando esté sola en la cubierta de envoltura, o cuando esté con otra célula igual en la
cubierta de separacion. Solo se descarta cuando estd acompariada de otra distinta, es una célula distinta a la deseada o
que estd en una cubierta de separacién muy reducida. El resultado es una muestra con una alta pureza y una concentra-
cion celular intermedia entre las opciones de Single Cell y Recovery.

La concentracion de la muestra depende de dos factores principales: la concentracion celular inicial y el modo de separacion. La
concentracion recomendada es de 1.0 x 107 células/ml, ya que en la velocidad baja (LOW), recomendada para la separacion, se
logra una velocidad de la muestra de 2000 eventos por segundo y se alcanza la velocidad maxima de separacion, 300 eventos
separados por segundo, es decir 300 movimientos del tubo de captura por segundo. Sila concentracion de células inicial es insu-
ficiente para lograr estas velocidades, lo recomendable es concentrar la muestra por centrifugacion. Ademés, si el porcentaje de
la poblacion de interés es menor al 30% de la poblacion total, la velocidad de separacién sera menor de 300 eventos separados
por segundo, aun cuando la velocidad de la muestra sea de 2000 eventos por segundo.

En relacion con los modos de separacion, el modo Single Cell tiene la menor velocidad de separacion, porque los criterios
para separar a la célula son mas estrictos, mientras que el modo Recovery es que tendria mayor velocidad, aunque su pureza es
baja en comparacion a los otros modos de separacion.

Objetivo

Al término de la préctica, el alumno sera capaz de separar células con alta pureza, baséndose en caracteristicas de la poblacion
deseada.

Material requerido

1 pipeta graduada de 5ml

1 propipeta

1 pipeta pasteur

1 vaso de precipitado de 50 ml

1 vaso de precipitado de 100 ml

4 tubos de poliestireno de 5 ml

1 gradilla

1 agitador (vortex)

Microesferas para calibracion

Solucién envolvente comercial 6 amortiguadora de fosfatos (3 litros aproximadamente)
Muestra de células de la practica anterior*

Tubos conicos de polipropileno de 50 ml para centrifuga

Solucion de albtimina sérica bovina al 4%, en solucién salina de fosfatos, con azida de sodio al 0.1%, previamente preparada y
a 4OC**

Centrifuga refrigerada

Citometro FACSCalibur

*En caso de no tener disponible una muestra de células, se pueden usar microesferas de calibracion.

**Si se usan microesferas de calibracion, se puede prescindir de esta solucion.

Material bioldgico

Células en suspension en una concentracion 1.0 x 107 células/ml.
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Método o desarrollo

Pasos previos a la separacion de células
Una vez calibrado el equipo, siga los siguientes pasos:
1. Proceda a la calibracion del equipo como en la practica anterior.

2. Instale un tubo de solucion de fosfatos en el puerto de inyeccion y reemplace el tanque de fluido con un tanque con
solucion de fosfatos.

Instale un tubo de 50 ml en el primer puerto de coleccion.
Presione el botdn de purga de lineas de separacion.

Remueva el tubo de 50 ml'y coldquelo en el segundo puerto.

S

Presione nuevamente el boton de purga.

7. Ponga el control de fluido en Standby.

Seleccion de la poblacién celular
Varios términos estan escritos en inglés, dado que son opciones del programa CellQuest.
1. Abra CellQuest y elabore la hoja de adquisicion, segun los fluorocromos usados para identificar la poblacion.

2. Optimice el equipo, realizando la compensacién adecuada para observar adecuadamente la poblacion deseada (como
en la préctica anterior).

3. Construya la region necesaria (o las regiones) para encerrar la poblacién deseada, usando la herramienta Polygonal de
|a paleta de herramientas.

4. Elija del menu Gates la ventana de lista Gate List.

5. Cambie la definicion de G3. Dé doble clic en R3, y el campo se sefialard (cambiando de color). Escriba R1 AND R2.
Presione la tecla de Return.

6. Cierre la ventana Gate List.

Colectando el archivo de datos pre-separacion
1. Enla ventana de Parameter Description, elija un folder y nombre de archivo para la muestra.
2. Oprima el boton Parameters Saved en la ventana de Acquisition and Storage.
3. Quite la seleccién de P6:FL(X)-.A 'y P7:FL(X)-W.

Quite la seleccion de Setup en la ventana de Acquisition Control.

Elija del menu Acquire a Sort Setup.

Seleccione G3 =R1 AND R2 del ment Sort Gate (dentro de la ventana Sort Setup).

Escriba cero (0) en el campo del Sort Count.

Del menu Sort Mode, seleccione Exclusion.

© o N o v o~

En el mend Aborted cells, seleccione la forma No List.
10. Dé clicen OK
11. Elija Sort counters del menu Cytometer.

12. Seleccione Threshold Total del menu superior de la ventana Sort Counters.
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13.
14.

Seleccione de la parte media Sort Total.

En la misma ventana, seleccione Sort Rate.

Separacion de células

1.

NN

w

Aseglirese de que en Acquisition Control esté seleccionado Setup.

Instale en el puerto de coleccion al tubo con la cubierta de albtimina.

En el instrumento asegtrese de que el control de velocidad de fluido esté en bajo (LOW).
Ponga el control de fluido en RUN.

Coloque el tubo de la muestra en el puerto de inyeccion.

Oprima Acquire en la ventana del Acquisition Control.

Cuando esté completada la separacion, oprima Pause en la ventana del Acquisition Control.
Quite el tubo de la muestra y coloque un tubo con agua destilada en el puerto de inyeccion.

Ponga el control de fluido en Standby.

. Retire los tubos de coleccién.
. Limpie las lineas de separacion como se indica en el manual de entrenamiento del citémetro FACSCalibur.

. Opcional: realice separaciones adicionales, modificando el punto 8 de la seccion “Colectando el archivo de datos pre-

seleccion” a otras modalidades de separacion.

Concentracion de la muestra y comprobacion de pureza

1.

SANEEC IS

7

8.
9.

Centrifugue los tubos con la muestra colectada a 300xg por 5 minutos.

Retire el sobrenadante usando una pipeta Pasteur y un sistema de vacio, cuidando de no alterar el botén celular.
Agite el botdn y resuspenda en 0.5 ml de solucién de fosfatos.

Transfiera la suspensién en un tubo de 5 ml.

Colecte un archivo de datos con sus células separadas, usando su propio documento de adquisicion.

Después de haber guardado su archivo de datos, modifique en sus gréficas a gréficas de analisis y seleccione No Gate.
Busque su archivo de datos de las células separadas en ambas graficas.

Elija Gate Stats en ambas gréficas.

Observe el porcentaje del Gated o del Total, en el cuadro de Stats. Los porcentajes deben ser los mismos.

Nota: Los tubos para la coleccion de las células separadas, deben estar previamente en refrigeracion con la solucidn de albumina.
Cuando se tengan que utilizar, solo cambie la solucién de albumina a otro tubo y mantenga en refrigeracion.

Resultados

En el programa CellQuest muestre en gréficas de puntos la muestra adquirida antes de la separacion y después de la separacion.
Si realizd separaciones en las modalidades Single Cell, Recovery y Exclusion, obtenga las gréficas de cada una.

En un cuadro muestre el porcentaje de la poblacion antes de la separacidn y después de la separacion. Compare la pureza obte-
nida en cada una de las modalidades probadas.
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Analisis de Resultados

De acuerdo a los resultados obtenidos, analice cudl es la modalidad en la que se obtiene mayor pureza. También mencione
las ventajas y desventajas de este método de separacion celular, en comparacion a otros. Ademds, mencione la importancia de
obtener poblaciones puras de células.

Conclusiones

Redacte las conclusiones con base en el cumplimiento de los objetivos.
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Cuestionario

1. Indique en qué consiste la separacidn de células o “cell sorting” por citometria de flujo

2. Explique cudl es el fundamento bésico para llevar a cabo la separacion de células.

3. {Con qué propdsito se lleva a cabo la separacion de células?

4. En el siguiente cuadro, enumere las ventajas y desventajas de los procedimientos existentes para separar células.

Deflexion electrostatica

Mecanica o hidraulica

Ventajas

Desventajas

5. Describa brevemente el proceso de separacion mecéanica

6. En el siguiente cuadro, describa las caracteristicas de los tres modos de separacion que se pueden llevar a cabo con el

sistema del FACSCalibur

Método

Célula unica

Recuperacion

Exclusion

7. Mencione los factores implicados en la eficiencia de la separacion de células.
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Analisis del contenido de ADN

Introduccion

El andlisis de las diferentes fases del ciclo resulta importante para diferentes campos de la biologia y medicina. Para lograr este fin
se han implementado diferentes técnicas citogenéticas y citofluorométricas. En el caso de la citometria de flujo, la cuantificacion
del contenido del ADN en la células ha permitido identificar en qué estado del ciclo celular se encuentran, lograndose por esta
metodologia un andlisis en mucho menos tiempo que con otras técnicas.

El ciclo celular puede reflejarse en una curva que muestre las variaciones del contenido de ADN versus el niimero de células
analizadas. La fluorescencia medida en las células en fase de reposo (GO0) y en fase de pre-sintesis de ADN (G,), produce un
pico con distribucion normal (Figura 1). De la misma forma, las células en G, que tienen duplicado su ADN con respecto a las
células en G,, también producen un pico distribuido como una normal. Los mismos factores que afectan la amplitud de los picos
G,G, y G,+M, también afectan la amplitud de la fase S, por lo que en un histograma de ADN, las células que inician la fase S se
superponen con las células G,, como también lo hacen las células al final de la fase S con las células en G..
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Figura 1. Gréfica del contenido de ADN. A) Representa el histograma ideal de la distribucion
de células por su contenido de ADN. B) Histograma de distribucion de una muestra
de células de bazo de ratas.

Las células normales tienen un nimero 2n de cromosomas, es decir son diploides. Un nimero anormal de cromosomas, carac-
teristicos de células tumorales, se denomina aneuplodia y refleja cambios en el contenido de ADN.

El contenido de ADN de una poblacion celular se expresa como el indice de ADN, el cual se define como la razén entre el
contenido de ADN de la poblacién celular en estudio con respecto a células normales o células control.

El andlisis del contenido del ADN se basa en el principio de los colorantes especificos para ADN deben tefiir a éste en una
manera estequiométrica, es decir, la cantidad de fluorescencia detectada en la célula analizada, es directamente proporcional
a la cantidad de ADN, y por lo tanto se puede usar esta informacion para determinar la fase del ciclo celular. Existen diversas
moléculas intercalantes de los 4cidos nucleicos que cumplen con este requisito, teniendo ventajas unos sobre otros.

Se han descrito una gran cantidad de técnicas para medir el contenido de ADN, en las que se toma en cuenta la fuente celular
(células animales, vegetales, etc), las condiciones en las que se encuentra, asi como el tipo de intercalante mds conveniente,
seglin las especificaciones del citometro o las necesidades del ensayo.
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Ademés del andlisis del contenido de ADN, es posible evaluar de forma répida y eficiente diferentes aspectos relacionados
con el ciclo celular como: duplicacion del ADN, andlisis de ploidias, estudio de proteinas asociadas con la proliferacion, deteccidn
de ciclinas y de otros componentes relacionados con la regulacion del ciclo celular.

Objetivo

Cuantificar células en diferentes fases del ciclo, utilizando citometria de flujo.

Objetivos particulares
Calibracion del citdmetro de flujo con nuicleos de eritrocitos de pollo y de timo de ternera.

Anélisis del ciclo celular de una muestra bioldgica.

Material requerido

1 micropipeta de 1000 pl

1 pipeta graduada de 5 ml

1 propipeta

1 pipeta Pasteur

1 vaso de precipitado de 50 ml
1 vaso de precipitado de 100 ml
6 tubos de poliestireno de 5 ml
1 gradilla

1 Agitador (vortex)
Microesferas Calibrite 3 colores.
Particulas DNA QC

Kit “Cicle TEST PLUS DNA Reagent"

Solucién envolvente comercial ¢ solucién amortiguadora de fosfatos (3 litros aproximadamente)

Material Bioldgico
Células en suspensién proporcionada por el profesor.

Notas de seguridad. Revise las hojas de seguridad de las substancias quimicas previamente. Los alumnos deben usar guantes
de latex y bata 100% algodon.

El yoduro de propidio es una substancia potencialmente mutagena y cancerigena, por lo que todos los sobrantes de las mues-
tras y las particulas CEN y CTN, se colectan en un recipiente de pldstico para eliminarlo por medio del programa “Laboratorio
Seguro” de la UAM-Iztapalapa. También se colectan los tubos de pléstico, las puntas de micropipetas y guantes que hayan estado
en contacto con soluciones de yoduro de propidio.
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Método o desarrollo

Etapas del procedimiento

a)
b)
9)
d)

Preparacion de la muestra.
Obtencion de nicleos y tincion.
Calibracién del equipo.

Optimizacion y adquisicion de datos de ADN en el citémetro.

A. Preparacion de la muestra:

Es factible obtener una muestra de nucleos de diferentes fuentes:

Suspensiones celulares como: sangre periférica, lineas celulares, médula dsea.
Tejidos solidos, tumores sélidos, aspirados con aguja fina.

Tejido en parafina: Cortes de bloques

Es importante mencionar que las células deben estar en suspension celular, para ello las muestras de tejidos solidos se disgregan
previamente, en general empleando enzimas como la pepsina.

A continuacion se describen los pasos necesarios de preparacion, si la muestra proviene de sangre periférica o un cultivo de
sangre completa.

1.

Obtener 1 ml de sangre con ayuda de una jeringa heparinizada. Vaciar en un tubo de 5 ml.
Tomar 200 pl y colocar en un tubo de 5ml.

Anadir a la sangre 4 ml de solucion de lisis en agitacion.

Dejar reposar 10 min.

Centrifugar a 500 xg por 5 min.

Quitar el sobrenadante. Si el boton se ve rojo atin, repetir desde el paso 2.

Si el botén celular se ve blanco o0 con muy poco color rojo, afadir 2 ml de PBS. (Solo se recomienda lisar dos veces, si
€s necesario).

Centrifugar a 500 xg y retirar el sobrenadante.

Anadir 1 ml de PBS y resuspender.

. Realizar el conteo de la concentracion celular con un hematocitdmetro y solucion de Turk. La concentracidn necesaria es

de 0.5 x 10° células/ml a 1.0 x 10° células/ml

. Si'es necesario, tomar otros 200 pl de sangre y repetir los pasos del 3 al 10y juntar las dos muestras.
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B. Procedimiento para la obtencion de niicleos y tincion de la muestra

Se utiliza el Kit “Cicle TEST PLUS DNA Reagent”. Las soluciones que contiene son:

A: Tripsina en un amortiguador (tetracloruro de espermina). Para la disgregacion de fragmentos de tejido y digestion
de las membranas celulares y citoesqueleto.

B: Inhibidor de tripsina y ribonucleasa A (en un amortiguador de citrato de tetracloruro de espermina). Para inhibir la
tripsina y para digerir el ARN.

C: Yoduro de propidio (IP) y tetracloruro de espermina en amortiguador de citrato. El IP se une estequiométricamente
al ADN en una concentracion final125 pl/ml.

Se siguen los siguientes procedimientos para la obtencién v la tincion de los nicleos:

1. Centrifugar la suspension celular a 400 xg por 5 minutos a temperatura ambiente. Decantar cuidadosamente todo el
sobrenadante.

2. Anadir 250 pl de la solucion A (amortiguador con tripsina) a cada tubo y mezclar suavemente con la pipeta (no usar
vortex).

3. Incubar con la solucién A por 10 minutos a temperatura ambiente. No se debe remover la solucion.

4. Anadir 200 pl de la solucién B (amortiguador con inhibidor de la tripsina y ribonucleasa) a cada tubo y mezclar
suavemente con la pipeta (no usar vortex).

5. Incubar con la solucién B por 10 minutos a temperatura ambiente. No se debe remover la solucion.

6. Anadir 200 pL de solucion C (solucién de tincion, IP) a cada tubo. La solucion de IP debe estar fria (2 a 8° C). Mezclar
suavemente e incubar por 10 minutos en oscuridad en el refrigerador o en hielo.

7. Filtrar la muestra a través de una maya de nylon de 50 a 100 pm. Colectar el filtrado en un tubo.

8. Las muestras se pueden analizar en el citdmetro de flujo dentro de las 3 horas después de la adicion de la solucion C.
Se recomienda no exceder este tiempo. Nota: Se ha trabajado con muestras tratadas con este kit al dia siguiente.

C. Calibracion del equipo.

Para la calibracion del equipo se emplearan las particulas “DVA QC”

A: Suspension de CEN en amortiguador y etanol.

@

Suspension de CTN en amortiguador con formaldehido y timerosal al 0.01%.
C: Perlas fluorescentes de 2 um en amortiguador con gelatina y azida de sodio al 0.1%.

D: Yoduro de propidio en amortiguador, concentracion 50 pg/ ml.

Particulas CEN: Son nucleos fijados de eritrocitos de pollo que se usan como control de calidad para el aparato. Estan prepa-
rados como ndcleos simples, dobles, triples y algunos agregados mayores. Son Utiles para probar la discriminacion lineal y la
resolucion del aparato.
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Método de preparacion:
1. Agitar suavemente con un agitador de tipo vortex.
2. Poner en un tubo 1ml de yoduro de propidio (concentracion: 50 (ug/ml).
3. Agregar una gota de las particulas al tubo (40 pl).
4. Tapary agitar suavemente en un vortex.
5. Incubar por 10 min, en oscuridad y a temperatura ambiente.

6. Guardar en oscuridad y a temperatura de 2 a 8° C, hasta su uso (son estables durante 4 horas)

Particulas CTN: Son nticleos aislados de timocitos de ternera, los cuales estan en las diferentes fases del ciclo celular. Permi-
ten detectar la discriminacion precisa de dobletes. Se emplean también para determinar la adecuada deteccion de las células
en las diferentes fases del ciclo celular.

Método de preparacion:

1. Agitar vigorosamente en un vortex

2. Poner en un tubo Tml de yoduro de propidio (concentracion: 50 (ug/ ml)

3. Agregar una gota de las particulas al tubo (40 pl).

4. Tapary agitar suavemente en un vortex

5. Incubar por 10 min, en oscuridad y a temperatura de 2 a 8° C, hasta su uso (son estables durante 4 horas).
Adquisicion de las particulas para la calibracion del citémetro.

1. Se abre el programa CellQuest para adquisicion y se abre el documento de adquisicién CellQuest DNA Experiment
del folder DNA QC.

2. Ajustar el equipo con las particulas CEN y adquirir en velocidad LOW en el programa CellQuest y la hoja de adquisi-
ciéon DNA Experiment del folder DNA QC.

a. Asegurarse de colocar el pico de las particulas simples en el canal 200 + 5 en el histograma del pardmetro FL2-A y
en el de FL2-W, ajustando con los controles de voltaje PMT de FL2 y el porcentaje de la ganancia de la amplificacion
FL2-W en el ment “Detectors/Amps”.

b Anotar los datos del canal promedio para marca uno (M1) y para la marca 2 (M2), del cuadro de estadistica del
histograma FL2-A.

D. Optimizacion y adquisicion de datos de ADN en el citometro.
1. Se abre el documento PBMC Experiment desde el folder DNA QC.
2. Crear una gréfica de puntos FL2-W vs FL2-A, en modo “aquisition “— analysis.

3. Del menu Acquire, elija Parameter Description. Elija el folder en donde desea guardar su archivo de datos y el nom-
bre del mismo.
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4. Escriba el nombre de su muestra en el cuadro de “Sample ID" en “Parameter Description”.
5. Ponga el instrumento en velocidad baja (LOW/) y en modo RUN. Coloque el tubo con la muestra en el puerto de inyeccion.

6. Ajuste el voltaje de FL2 PMT, en modalidad “Setup” para colocar el pico de la poblacién G1 en el canal 200 + 5, en
el histograma FL2-A.

7. Enla grdfica de puntos FL-2W vs FL2-A, observe que se distinga la poblacion de nicleos G, + M de los dobletes. Si
no es asi, ajuste la ganancia de FL2-A.

8. Oprima pausa y pare la adquisicion Quite la seleccion de Setup.
9. Agite la muestra si es necesario e inicie la adquisicién y guarde 20 000 eventos.

Resultados

En la hoja de adquisicidn DNA Experiment Document, llame el archivo de las particulas CEN en el histograma FL2-A y calcule
la linealidad. Se obtiene el canal promedio para marca uno (M1) y para la marca 2 (M2), del cuadro de estadistica y se hace la
siguiente relacion:

Promedio M2/ Promedio M1 = linealidad
El resultado debe ser entre 1.95 a 2.05.

Obtenga el CV de M1 en el cuadro de estadistica del histograma FL2-A, el cual debe ser menor a 3.00 %. Tanto la linealidad
como el CV son datos importantes para el seguimiento del funcionamiento del citometro.

En cuanto a las particulas CTN y la muestra, se analizan en el programa ModFit LTM. Obtenga las proporciones de las células
en cada una de las fases del ciclo.

Analisis de resultados

Haga un andlisis de los resultados obtenidos. Explique qué importancia tiene la linealidad y el CV de las particulas CEN.

Analice los porcentajes de células en cada fase del ciclo de las particulas CTN y observe si coincide con los datos del fabri-
cante. Explique la importancia de estas particulas en el funcionamiento del citdmetro.

De la muestra de células, observe el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo y analice si corresponde al tipo
de celular, es decir, si es una poblacion celular con alta proliferacidn o baja. Asi mismo, diga qué se observaria en una poblacion
que en diferentes condiciones: en un organismo en crecimiento, en cancer, etc.

Conclusiones

Redacte las conclusiones con base en el cumplimiento de los objetivos.
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1. Explique brevemente los eventos que ocurren en cada fase del ciclo celular.

2. lacantidad de ADN de un organismo diploide (2n) varia de acuerdo a la progresion del ciclo celular. En la siguiente
figura, indique la cantidad de ADN correspondiente a cada fase del ciclo celular.

(o)

3. El siguiente histograma muestra el contenido de ADN caracteristico de cada fase del ciclo celular. Indique que fase
del ciclo celular representa cada pico y explique el significado biologico de la superposicion de las células que inician
la fase S con las células que estan en G, asi como la superposicion de células al final de la fase S con las células que
estanen G..

0 50 100
Contenido de ADN

4. Explique por qué razdn las aneuploidias se relacionan con alteraciones en el contenido de ADN.

Edith Cortés Barberena/Elsa Cervantes Rios/ Alda Rocio Ortiz Muniz 61



m Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

5. En la siguiente tabla, haga una lista de moléculas intercalantes de los 4cidos nucleicos y mencione las ventajas y
desventajas de cada uno de ellos.

Molécula intercalante Ventajas Desventajas

6. Defina brevemente, qué es el coeficiente de variacion.
7. Explique cudl es el significado bioldgico del coeficiente de variacion.

8. Indique la relacion existente entre la tasa de proliferacion celular, el contenido de ADN y la progresion del ciclo celular.
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Determinacion de la viabilidad celular

Introduccion

La mayoria de las aplicaciones de la Citometria de Flujo se basan en el monitoreo o medicion de la fluorescencia. Algunas de las
aplicaciones mas comunes utilizando fluorocromos son el andlisis de la viabilidad celular y el estado fisiologico.

La determinacion de la viabilidad celular es el conteo de las células vivas (sanas) o muertas en una muestra. Generalmente
los métodos de determinacion de la viabilidad se basan en el andlisis de dos pardmetros: actividad metabdlica de la célula o
integridad de membrana plasmatica. Genéricamente se considera que la clonogenicidad o viabilidad reproductiva son sinénimos
de viabilidad celular. Lo anterior presenta dos notables desventajas:

1. La definicion de viabilidad en términos de capacidad reproductiva, excluye a células completamente diferenciadas vy
funcionales como es el caso de células nerviosas y musculares en el caso de eucariontes, y a células vegetativas en el
caso de procariontes. En esta situacion, la preservacion de alguna funcién celular estaria mds acorde con el criterio de
viabilidad celular.

2. Mientras que la reproduccion celular en un cultivo proporciona una evidencia inequivoca de viabilidad, la falla en repro-
ducir células se puede deber a una falla en el método usado mas que a un dafio celular.

En 2003, Shapiro propuso usar el término de “células intactas”, para describir a células que no han sido tratadas con fija-
dores o agentes lisantes, y que no muestran una alteracion morfoldgica y funcional. Entre los pardmetros considerados como
caracteristicos de células intactas, se encuentran la integridad, permeabilidad y fluidez de la membrana plasmatica, asi como, el
potencial de membrana y el pH.

Una de las formas de evaluar la integridad de la membrana, es el uso de colorantes de exclusion o colorantes de retencion. Los
colorantes de exclusidn tifien los dcidos nucleicos de las células con membranas deterioradas y los de inclusién generalmente utilizan
sustratos fluorescentes que son degradados por las enzimas intracelulares y que generan productos fluorescentes (Riesberg, 2001).

Las células vivas con membranas intactas se caracterizan por su habilidad para excluir colorantes que facilmente penetran
la membrana plasmética de células muertas o dafadas. La tincion de células no viables con yoduro de propidio ha sido amplia-
mente probada en diversos tipos celulares. Su amplia aplicacién se debe a que es un procedimiento facil de realizar y las células
tefiidas son facilmente identificadas. Alternativamente, el uso de 7-amino actinomicina D (7-AAD), facilita el uso conjunto de
marcadores de superficie conjugados con ficoeritrina (PE) o con isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Para poder tefir o marcar constituyentes no localizados en la superficie de células intactas, un fluorocromo debe ser capaz de
cruzar la membrana celular. La mayoria de los colorantes descritos como tinciones vitales son pequerias moléculas que son relati-
vamente solubles en lipidos, y estdn cargadas positivamente o son eléctricamente neutras a pH fisioldgico. Una alta solubilidad en
lipidos favorece el paso desde un medio acuoso a la fase lipidica de la bicapa de la membrana celular. Los compuestos organicos
que contienen al menos dos cargas positivas (como el DAPI), son impermeables a las membranas intactas. El bromuro de etidio
(BrEt), comparte la estructura de anillo heterociclico del yoduro de propidio (IP), pero sélo presenta una carga positiva. Ambos
fluorocromos forman complejos con ADN y ARN, y son téxicos para las células, una vez que son internalizados. Sin embargo, el
BrEt, entra normalmente en la célula y es expulsado al exterior por algunas bacterias, mientras que el IP es excluido por su carga
positiva adicional (Guindulain y col., 2002).

En esta practica se proponen dos métodos para evaluar viabilidad usando colorantes de exclusion: el IPy el uso de 7-AAD.
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En la actualidad, la evaluacion de la viabilidad celular tiene una amplia aplicacién en la toxicologia debido a que alcanza
enorme trascendencia social por el importante niimero de sustancias quimicas comercializadas y su posible impacto sobre la
salud publica y ambiental. Ello ha conducido al desarrollo de estrategias de evaluacion de riesgos con fines normativos: es el
caso de la llamada “toxicologfa reguladora”, rama dentro de la toxicologia que se dedica a la legalizacion y armonizacién de todos
los protocolos e informes de sustancias tdxicas a partir de normativas legales, disposiciones ministeriales por propia iniciativa o
como acciones de salud publica.

Objetivo
Determinar la viabilidad celular de una muestra bioldgica utilizando citometria de flujo.
Material requerido

Material

Tubos de poliestireno de 5 ml
Cradilla

Micropipetas de 10 pl
Micropipetas de 1000 pl

Hielo

1 vaso de precipitado de 100 ml
2 pipetas graduadas de 5 ml

1 centrifuga dlinica con canastillas para tubos de 5 ml

Material Bioldgico

Células en suspension proporcionada por el profesor: Se extraera Tml de sangre periférica, y se procedera a lisar eritrocitos para
medir viabilidad celular en linfocitos.

Soluciones

[P en PBS (2mg/ml) (puede ser almacenado a 4°C, debidamente cubierto y protegido de la luz hasta por un mes).

7-AAD en PBS (Tmg/ml) (puede ser almacenado a 4°C, debidamente cubierto y protegido de la luz hasta por un mes).
Solucién amortiguadora de fosfatos, pH 7.4 (3 litros aproximadamente).

Solucion de albumina sérica bovina al 1% disuelta en PBS.

Solucion de lisis: Pesar: 4.145 gr de NH,Cl, 0.5 gr de KHCO,, 0.018 g de Na, EDTA. Disolver en 400 ml de agua destilada. Ajustar
pH a 72-74 con HEPES y aforar a 500 ml. Conservar a temperatura ambiente.

HEPES: Preparar: HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl, anhidro 5mM. Disolver en agua. Ajustar el pH a 74.

NOTA DE SEGURIDAD: El IPy el 7-AAD son substancias potencialmente mutdgenas y cancerigenas, por lo que todos los sobran-
tes se colectan en un recipiente de pldstico para eliminarlo por medio del programa “Laboratorio Seguro” de la UAM-Iztapalapa.
También se colectan los tubos de pléstico, las puntas de micropipetas y guantes que hayan estado en contacto con soluciones
de IP'y 7-AAD.

Las agujas y jeringas utilizadas deberdn ser desechadas en el contenedor destinado para este fin (recipiente de punzocortantes),
previa desinfeccion con agua clorada. Los alumnos deberdn utilizar guantes de ltex en todo momento, asi como bata cerrada.
En caso de contaminacién con sangre humana, dar aviso inmediato al profesor.
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Método o desarrollo

1. A600 pl de sangre completa, se le agregaran 4 ml de solucion de lisis y se incubaran durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

2. Centrifugar a 200 xg durante 5 minutos.

3. Retirar el sobrenadante.

4. Resuspender en 4 ml albiimina sérica al 1%.

5. Centrifugar a 200 xg durante 5 minutos.

6. Resuspender en 4 ml de albtimina sérica al 1%.

7. Retirar el sobrenadante y resuspender el paquete en 1 ml de PBS.

Tincion con yoduro de propidio

Preparar una cama de hielo.

Colocar en un tubo de poliestireno aproximadamente 106 células lavadas y suspendidas en 1 ml de PBS.

Agregar 1 pL de IP (concentracion final: 2 pg/ml).

En otro tubo colocar un millén de células en 1 ml de PBS.

Incubar durante 5 minutos en obscuridad en una cama de hielo.

En el programa Cell Quest, construya la hoja de adquisicion.

Abrir los controladores de los detectores. Ponga la amplificacion de FSCy SSC en lineal y de FL1 y FL2 en logaritmica.
Ajustar el voltaje de los PMT de FSC, SSC, FL1 y FL2 con la muestra sin marca.

Adquirir 20,000 eventos celulares de los tubos sin marca y con IP y analizar en el citémetro de flujo a 488 nm de excitacion
a) El IP se excita a 488 nm. Las células muertas tendran un espectro de emision y pueden ser detectadas por medio de los
fotomultiplicadores en modo logaritmico.

Tincion 7-AAD

Colocar en un tubo de poliestireno aproximadamente 1 x 10° células lavadas y suspendidas en 1 ml de PBS.

Agregar 1 pl de 7-AAD (concentracion final: 1pg/ml).

Incubar por 30 minutos en obscuridad en una cama de hielo.

En otro tubo colocar un millén de células en 1 ml de PBS.

En el programa Cell Quest, construir la hoja de adquisicion.

Abrir los controladores de los detectores. Ponga la amplificacion de FSCy SSC en lineal y de FL1, FL2 y FL3 en logaritmica.
Ajustar el voltaje de los PMT de FSC, SSC, FL1, FL2 y FL3 con la muestra sin marca.

Adquirir 20,000 eventos celulares de ambos tubos y analizar en el citometro de flujo a 488 nm de excitacion.
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Adqusicion en el citometro de flujo

Andlisis de patrones de tamafio

Utilizando el programa de adquisicion y andlisis CellQuest se dibujarén las siguientes gréficas de analisis:

1. Se dibujard una ventana en funcion de la dispersion frontal de la luz (FSC) y de la dispersion lateral de la luz (SSC), de
modo que mas del 90% de los eventos celulares queden incluidos (Figura 1).
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Figura 1. Seleccion de la region de andlisis en funcion de FSCy SSC:
A) Se selecciona una region de analisis (R1), de modo que se incluyan mas del 90%
de los eventos celulares. B) Posteriormente se analizan los datos contenidos
en esta region, por medio de histogramas.

1.1 Los datos se expresaran en forma de canales. Los valores de canales en el citometro de flujo FACSCalibur tienen un
intervalo que va desde 0 hasta 1,023.

1.2 Cada histograma se dividira en 8 marcadores consecutivos con un espacio de 100 canales cada uno.
1.3 Se utilizard el porcentaje de células en la region de andlisis para todos los datos.

1.4 Para evaluar el intervalo de tamafos celulares de células detectadas en cada seccion, se consideran intervalos de FSC-
H que contengan un numero significativo de eventos celulares, relacionado con el porcentaje de la region de analisis
dentro de cada marcador y el niimero de eventos celulares.

Analisis de viabilidad

1. Utilizando el programa de adquisicién y andlisis CellQuest se dibujard una gréfica de andlisis en funcién de FSCy SSC, de modo
que mds del 90% de eventos celulares queden incluidos.

2. Se evaluard la intensidad de fluorescencia roja del IP (FL2-H: mayor de 590 nm).

3. Se evaluara la intensidad de fluorescencia roja del 7-AAD (FL3-H: mayor de 640 nm)
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Analisis de resultados
Anlisis de viabilidad celular
1. Observar los histogramas obtenidos correspondientes a evaluacién de viabilidad celular mediante la incorporacion de IP.

2. En el histograma correspondiente al control positivo, se dibuja a la izquierda un marcador que incluyera el 95% de los
eventos celulares y un marcador (a la derecha del histograma), que incluye como maximo un 5% de eventos.

3. Las células que estan incluidas en este segundo marcador corresponden a las células que incorporaron IP, es decir, no
viables.

Conclusiones

Redacte las conclusiones con base en el cumplimiento de los objetivos.
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Cuestionario

1. {Cémo se determina la viabilidad celular en un cultivo?
2. Explique cudles son los parametros utilizados para determinar la viabilidad celular
3. (Cudl es la diferencia entre los colorantes de exclusion y los colorantes de retencion?

4. Enla siguiente tabla anote las aplicaciones del uso de colorantes de exclusion y de inclusion:

Aplicaciones

Colorantes de exclusion Colorantes de inclusion

5. Explique el fundamento de la técnica de tincion celular con yoduro de propidio y 7-AAD.

6. Ademés de la toxicologfa, indique en que otros campos de la investigacion tiene aplicacion la determinacion de la viabi-
lidad celular.
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Inmunofenotipo

Introduccion

La determinacion del inmunofenotipo consiste en el andlisis de poblaciones heterogéneas de células con el propésito de iden-
tificar la presencia y las proporciones de diferentes subpoblaciones de interés. Para este propdsito se utilizan anticuerpos que
son capaces de identificar a las células de interés mediante la deteccion de antigenos especificos, los cuales son expresados por
estas células. Estos antigenos son conocidos generalmente como marcadores y en el caso de células del sistema inmunoldgico
se conocen como cluster de diferenciacion (CD). Dichos marcadores son generalmente proteinas funcionales de membrana que
participan en la comunicacion celular, la adhesion, o en el metabolismo (Ruiz-Argtielles y col., 2010).

Los CD representan una via muy Util para identificar una subpoblacidn especifica, sin embargo, frecuentemente éstos se expre-
san en mds de un tipo celular. Por esta razén, en la citometria de flujo se han implementado estrategias de tincion que emplean
dos o més anticuerpos simultdneamente, de tal forma que mediante la evaluacion de estos anticuerpos conjugados con diferentes
fluorocromos, una poblacion de células puede ser identificada y cuantificada. Los fluorocromos més utilizados son la fluoresceina
(FITC) v la ficoeritrina (PE). Generalmente se utiliza una mezcla de anticuerpos conjugados con los dos fluorocromos y se realiza el
andlisis directo de dos colores.

Como ya se menciond, muchos marcadores de células inmunolégicas son marcadores CD y estos se utilizan cominmente
para la deteccion en citometria de flujo de poblaciones especificas de células inmunoldgicas y subpoblaciones. Las principales
subpoblaciones de linfocitos estudiadas en humanos son las células T (CD3+), células B (CD19+), células asesinas naturales o
NK (CD16+ y/o CD56+), células cooperadoras o inductoras (CD4+) y células supresoras o citotoxicas (CD8+) (Ortiz y col., 1999).

El estudio de las subpoblaciones de linfocitos, empleando citometria de flujo ha propiciado la obtencién de mayor informa-
cion con relacion a la funcion de los diferentes tipos de linfocitos. Esto ha permitido conocer mejor sus interacciones e identificar
nuevos marcadores importantes en diferentes condiciones y padecimientos. Por otro lado, el andlisis de las subpoblaciones de
linfocitos permite evaluar el estado inmunoldgico del organismo, también proporciona informacién substancial para identificar
diversos padecimientos, para valorar la condicion de los pacientes con enfermedades autoinmunes e inmunodeficiencias, incluso
se ha evidenciado que proporciona, en diferentes trastornos, datos con valor pronéstico (Sénchez, 2007).

La Inmunofenotipificacion usando citometria de flujo se ha convertido en el método de eleccion en la identificacion y clasifica-
cion de células dentro de poblaciones complejas, por ejemplo el andlisis de las células inmunologicas en una muestra de sangre.
Las aplicaciones de esta tecnologia se utilizan tanto en la investigacion bésica como en laboratorios clinicos (Saavedra-Herreray col.,
2008).

Objetivo

Mediante identificacion de inmunofenotipo, determinar el porcentaje de subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica de
humanos,

Objetivos particulares
1. Determinar el porcentaje de linfocitos T4, T8, dobles positivos y la relacion entre T4/T8.
2. Determinar el porcentaje de linfocitos T3, T4.
3. Determinar el porcentaje de linfocitos Ty NK.

4. Determinar el porcentaje de linfocitos Ty B.
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Material requerido
Soluciones

1. Solucién de lisis: Pesar: 4.145 gr de NH4Cl, 0.5 gr de KHCO3, 0.018 gr de Na EDTA. Disolver en 400 mL de agua destilada.
Ajustar pH a 7.2-7.4 con HEPES y aforar a 500 ml. Conservar a temperatura ambiente.

2. HEPES: Preparar: HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 anhidro 5mM. Disolver en agua. Ajustar el pH a 74.
3. PBS.

Material

6 Tubos de poliestireno de 5 ml

1 Gradilla

Micropipetas de 10 pl

Micropipetas de 100 pl

Micropipetas de 1000 pl

Pipetas de 5 ml

Matraz aforado de 2000 ml

1 vaso de precipitado de 50 ml

1 centrifuga clinica con dos canastillas para tubos de 5 ml

1 agitador (vortex)

Reactivos

Isotipo

Anticuerpo CD4-FITC/CD8-PE
Anticuerpo CD3-FITC/CD4-PE
Anticuerpo CD3-FITC/CD16,56-PE

NOTA: De acuerdo a la disponibilidad de anticuerpos al momento de realizar la practica, el profesor podré elegir o decidir qué
subpoblaciones celulares se trabajaran.

En caso de que no se cuente con todos los anticuerpos, los alumnos tendran acceso al andlisis de archivos generados en précticas
anteriores, los cuales se encuentran almacenados en el citémetro de flujo.
Material Bioldgico

Se extraerd 1 ml de sangre periférica por puncion venosa usando heparina como anticoagulante. Se conservara a temperatura
ambiente por no més de 6 horas.

NOTA DE SEGURIDAD: Las agujas vy jeringas utilizadas deberan ser desechadas en el contenedor destinado para este fin
(recipiente de punzocortantes), previa desinfeccion con agua clorada. Los alumnos deberdn utilizar guantes de latex en todo
momento, asi como bata cerrada. En caso de contaminacion con sangre humana, dar aviso inmediato al profesor.
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Método o desarrollo

1. Etiquetar 6 tubos de acuerdo al siguiente cuadro:

Tubo Anticuerpos Utilidad
1 Control negativo (sin marca) | Andlisis FSC-SSC. Identificacion de region de linfocitos, monocitos y granulocitos
2 Control de isotipo Andlisis FL1-FL2: Reconocer fluorescencia inespecifica. Definir cuadrantes
3 CD4-FITC/CD8-PE Determinar porcentajes de linfocitos T4, T8, dobles positivos y relacion T4/T8
4 CD3-FITC/CD4-PE Determinar porcentajes de linfocitos T3 y T4
5 CD3-FITC/CD16,56-PE Determinar porcentajes de linfocitos Ty NK
6 CD3-FITC/CD19-PE Determinar porcentajes de linfocitos Ty B

Cuadro 1. Estrategia de marcaje para identificar inmunofenotipo en linfocitos

2. Acada tubo agregar 10ml de la mezcla de los anticuerpos especificos.
3. Afadir 100 ml de sangre completa.

4. Incubar 15 - 30 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad.

5. Agregar 4 ml de solucién de lisis.

6. Incubar 10-12 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad.

7. Centrifugar a 300 xg durante 5 minutos.

8. Aspirar el sobrenadante

9. Agregar 2 ml de solucion envolvente (FACS flow) o de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) y resuspender el botén
celular.

10. Centrifugar 200 xg 5 minutos.
11. Aspirar sobrenadante.
12. Anadir fijador: 500 pl de paraformaldehido al 1% en PBS, 0.1% de azida de sodio.

13. Analizar en el citometro de flujo, durante las siguientes 24 horas. Empleando el programa CellQuest.

NOTA: Recordar que se debe ajustar previamente el equipo, con el Software FACSComp empleando las perlas de calibracion.

Adaquisicion en el citdmetro de flujo.

Utilizando el programa de adquisicion y andlisis CellQuest se dibujarén las siguientes gréficas de analisis:

1. Se dibujard una ventana en funcion de la dispersion frontal de la luz (FSC) y de la dispersion lateral de la luz (SSC), para
ubicar a la region de linfocitos (Figura 1).
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Figura 1. Seleccion de la regién de andlisis (linfocitos) en funcion de FSCy SSC.

2. Se dibujara una ventana para control negativo (Figura 2).

L

Control negativo

Figura 2. Grafica de puntos en la que se muestran la calibracion con el control negativo.

3. Se dibujard una ventana para ubicar a los linfocitos T4 y T8, asi como los dobles positivos (Figura 3).

anti-CD8-PE

anti-CD4-FITC
T4/T8

Figura 3. Gréfica de puntos en la que se muestran las subpoblaciones de linfocitos T4 y T8.

4. Se dibujara una ventana para ubicar a los linfocitos T3 y T4 (Figura 4).
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&
* -

anti-CD4-PE
T4/T3

anti-CD13-FITC

Figura 4. Gréfica de puntos en la que se muestran las subpoblaciones de linfocitos T4 y T3.

5. Se dibujard una ventana para ubicar a los linfocitos Ty NK (Figura 5).

NK
r‘lﬁ-"

ke

anti-CD3-FITC
T/NK

anti-CD16-PE

Figura 5. Gréfica de puntos en la que se muestran las subpoblaciones de linfocitos Ty NK.

6. Se dibujard una ventana para ubicar a los linfocitos Ty B (Figura 6).

anti-CD19-PE

e

anti-CD3-FITC
T/B

Figura 6. Gréfica de puntos en la que se muestran las subpoblaciones de linfocitos Ty NK.
Optimizacion del equipo

7. Con el tubo del control negativo, ajustar el voltaje del SSCy la ganancia de amplificacion en el FSC para observar a los

leucocitos como la gréfica 1.

Ajustar los voltajes de los PMT con el tubo del control negativo, para que se observe en el cuadrante inferior izquierdo.
9. Compensar al citometro con el tubo de la muestra marcada con CD3-FITC/CD19-PE.

10. Adquirir las muestras una vez terminada la compensacion (Vea la practica 1).
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Analisis de resultados

De acuerdo a los datos obtenidos, exprese las siguientes relaciones:

. Porcentaje de leucocitos

a) El porcentaje de linfocitos totales fue de

b) El porcentaje de monocitos fue de

¢) El porcentaje de granulocitos fue de

Il.  Porcentaje de linfocitos T totales

a) (D3 /CD4 el % de linfocitos T totales fue de

b) D3/ CD16+56 el % de linfocitos T totales fue de

¢) CD3/ (D19 el % linfocitos T totales fue de

El porcentaje de linfocitos T totales es el promedio de estos tres tubos, de acuerdo con sus resultados este es de:

Una variacion mayor al 10% entre ellos indica algun problema en su caso cual fue la variacion

Con relacion a lo anterior éson consistentes sus datos?

lll. Porcentaje de linfocitos T4

a) Eneltubo CD4 / CD8 el % de linfocitos T4 fue de

b) En el tubo CD3 / CD4 el % de linfocitos T4 fue de

) Son similares los % obtenidos entre ambos tubos?

d) Sino, icudl podria ser la causa?

IV. Porcentaje de linfocitos T, By NK

a) El % total de linfocitos T fue de:

b) El % total de linfocitos B fue de:

¢) El% total de linfocitos NK fue de:

d) Lasuma de estos tres es:

e) {Cudnto creen que deberian sumar?

V. Compare los resultados obtenidos con los valores de referencia mostrados en el Cuadro 2 y en caso de no coincidir,
explique cudl podria ser la causa. Estos valores fueron obtenidos en el laboratorio de Biologia Celular y citometria de flujo
de la UAM-Iztapalapa . (Ortiz y col., 1999).
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Subpoblacion celular Promedio + desviacion estandar Intervalo
Linfocitos 26.6+42 20.1-39.5
Granulocitos 614 +6.7 44.4-70.7
Monocitos 56+19 3.0-10.9
Subpoblacion celular Promedio
Muijeres Hombres
Linfocitos T 68.5 65.4
Linfocitos B 12.9 13.7
Linfocitos NK 171 176
D4+ 38.6 371
CD8* 33.1 316
(D4*/ CD8* 12 12

Cuadro 2. Intervalos de referencia para las subpoblaciones de linfocitos en jovenes mexicanos sanos (Ortiz

Conclusiones

y col., 1999).

Redacte las conclusiones con base en el cumplimiento de los objetivos.
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Cuestionario

80

1.

Defina qué es el inmunofenotipo.
Explique cudl es el fundamento de la inmunotipificacion de subpoblaciones celulares por citometria de flujo.

Explique cudl es la ventaja de utilizar mezclas de anticuerpos conjugados con fluorocromos en el andlisis del inmunofe-
notipo.

Anote cudl es el CD de cada una de las subpoblaciones de linfocitos analizados en esta practica.
{Qué significado bioldgico tiene analizar los porcentajes de subpoblaciones de linfocitos en humanos?

Investigue un caso clinico en el que este método de andlisis sea utilizado.
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Método alternativo para el andlisis del contenido de ADN

Introduccion

El andlisis de las diferentes fases del ciclo resulta importante para diferentes campos de la biologfa y medicina. Para lograr este fin
se han implementado diferentes técnicas citogenéticas y citofluorométricas. En el caso de la citometria de flujo, la cuantificacion
del contenido del ADN en la células ha permitido identificar en qué estado del ciclo celular se encuentran, lograndose por esta
método un analisis en mucho menos tiempo que con otras técnicas.

El andlisis del contenido del ADN se basa en el principio de que los colorantes especificos para esta molécula deben tefiirla
de una manera estequiométrica. Es decir, la cantidad de fluorescencia detectada en la célula analizada, es directamente pro-
porcional a la cantidad de ADN, y por lo tanto se puede usar esta informacion para determinar la fase del ciclo celular. Existen
diversas moléculas intercalantes de los &cidos nucleicos que cumplen con este requisito, teniendo ventajas unos sobre otros.

En las Gltimas décadas se ha descrito una gran cantidad de técnicas para medir el contenido de ADN, en las que se toma en
cuenta la fuente celular (células animales, vegetales, etc), las condiciones en las que se encuentra, asi como el tipo de intercalante
mds conveniente, seguin las especificaciones del citometro o las necesidades del ensayo.

Ademds del andlisis del contenido de ADN, es posible evaluar de forma rdpida v eficiente diferentes aspectos relacionados
con el ciclo celular como: duplicacion del ADN, anélisis de ploidias, estudio de proteinas asociadas con la proliferacion, deteccion
de ciclinas y de otros componentes relacionados con la regulacion del ciclo celular.

Objetivo

Cuantificar células en diferentes fases del ciclo celular, utilizando citometria de flujo.

Objetivos particulares
Calibracion del citémetro de flujo con ntcleos de eritrocitos de pollo y de timo de ternera.

Analizar el ciclo celular de una muestra biolégica con un método alternativo.

Material requerido

1 micropipeta de 1000 pl

1 pipeta graduada de 5 ml

1 propipeta

1 pipeta Pasteur

1 vaso de precipitado de 50 ml
1 vaso de precipitado de 100 ml
6 tubos de poliestireno de 5 ml
1 gradilla

1 Agitador (vortex)
Microesferas Calibrite 3 colores.
Particulas DNA QC

Solucién envolvente comercial ¢ solucion amortiguadora de fosfatos (3 litros aproximadamente)
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Material Biolégico:

Células en suspension proporcionada por el profesor.

Soluciones preparadas previamente:
Alcohol al 70% con agua destilada. Colocar 5 ml en un tubo de vidrio y guardar en el congelador.

RNAsa 1mg/ml, diluido en PBS. Guardar a -=70°C hasta su uso. Si no es posible a esta temperatura, se puede guardar a —20°C
temporalmente.

Yoduro de propidio (IP), 50 pg/ml diluido en PBS. Guardar en refrigeracidn hasta su uso.

NOTA DE SEGURIDAD: El IP es una substancia potencialmente mutagena y cancerigena, por lo que todos los sobrantes de las
muestras y las particulas CEN y CTN, se colectan en un recipiente de pléstico para eliminarlo por medio del programa “Labora-
torio Seguro” de la UAM-Iztapalapa. También se colectan los tubos de pléstico, las puntas de micropipetas y guantes que hayan
estado en contacto con soluciones de IP.

Método o desarrollo

A. Preparacion de la muestra:

Es factible obtener una muestra de nucleos de diferentes fuentes:
«Suspensiones celulares como: sangre periférica, lineas celulares, médula dsea.
*  Tejidos sélidos, tumores solidos, aspirados con aguja fina.

 Tejido en parafina: cortes de bloques

Es importante mencionar que las células deben estar en suspension celular, para ello las muestras de tejidos solidos se disgregan
previamente, en general empleando enzimas como la pepsina.

Al

A continuacién se describen los pasos necesarios de preparacion de las células:

1. Las células deben obtenerse en suspension. Se pueden probar diferentes métodos para disgregacion. El uso de enzimas
para separarlas puede ser efectivo o hacerlo mecanicamente haciendo cortes con bisturi. Otro método es la aspiracion con
agujas de 25 x 1.5: se introduce la aguja en el tejido y se hace vacio para que las células sean capturadas, se debe cuidar
que se queden en la aguja y cuando ya se atraparon, se vacian en 1 ml de PBS. Se deben hacer pruebas para ver cudl es el
método més adecuado. Si la muestra es de sangre, haga los pasos de la seccién A.2, antes de continuar con el paso 2 de
este segmento.

2. Sivya se tienen las células en suspension en PBS, centrifugar a 500 xg por 5 min.

3. Anadir 2 ml de PBS.

4, Centrifugar a 500 xg y retirar el sobrenadante.

5. Adadir 200u! de PBS.

6. Se debe gotear la muestra en el tubo con el alcohol frio al 70%, en constante agitacion (usando vortex).

7. Dejar en reposo por 10 min a 4°C. Si es necesario, se puede guardar la muestra en congelacion a —20°C. Se conserva
por més tiempo a -70°C.
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Centrifugar a 500 xg por 10 min a 10°C y retirar el sobrenadante.

Resuspender el paquete celular en 1.5 ml de PBS.

. Centrifugar a 500 xg por 5 min. Retirar sobrenadante.
. Afadir 500 pl de PBS.
. Incubar 30 min a 37°C con 50l de RNAsa (1mg/ml).

. Después de la incubacion con RNAsa, si hay aglomerados de restos celulares, se recomienda filtrar con una malla de

nylon.

. Afadir 250 pll fijador de paraformaldehido al 1% en PBS.

. Anadir IP para una concentracion final de 5pg/ml.

Obtener 1 ml de sangre con ayuda de una jeringa heparinizada. Vaciar en un tubo de 5 ml.
Tomar 200 pl y colocar en un tubo de 5ml.

Anadir a la sangre 4 ml de solucion de lisis en agitacion.

Dejar reposar 10 min.

Centrifugar a 500 xg por 5 min.

Quitar el sobrenadante. Si el botdn se ve rojo aun, repetir desde el paso 2.

Si el botdn celular se ve blanco o con muy poco color rojo, afadir 2 ml de PBS. (Solo se recomienda lisar dos veces, si
es necesario).

Centrifugar a 500 xg y retirar el sobrenadante.

Anadir 1 ml de PBS y resuspender.

. Realizar el conteo de la concentracion celular con un hematocitdmetro y solucion de Turk. La concentracion necesaria es

de 0.5 x 10° células/ml a 1.0 x 10° células/ml

Si es necesario, tomar otro 200 pl de sangre y repetir los pasos del 3 al 10y juntar las dos muestras.

B. Calibracion del equipo.

Para la calibracion del equipo se empleardn las particulas “DNA QC”

A:

@

[

o

Suspension de CEN en amortiguador y etanol
Suspension de CTN en amortiguador con formaldehido y timerosal al 0.01%.
Perlas fluorescentes de 2 pm en amortiguador con gelatina y azida de sodio al 0.1%.

Yoduro de propidio en amortiguador, concentracion 50 pg/ ml.
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Particulas CEN: Son nuicleos fijados de eritrocitos de pollo que se usan como control de calidad para el aparato. Estan prepa-
rados como nucleos simples, dobles, triples y algunos agregados mayores. Son Utiles para probar la discriminacion lineal y la
resolucion del aparato.

Método de preparacion:

1.

Agitar suavemente con un vortex.

Poner en un tubo Tml de IP (concentracion: 50 (ug/ml).

Agregar una gota de las particulas al tubo (40 pl).

Tapar y agitar suavemente en un vortex.

Incubar por 10 min en oscuridad y a temperatura ambiente.

Guardar en oscuridad y a temperatura de 2 a 8° C, hasta su uso (son estables durante 4 horas)

Ajustar el equipo con estas particulas y adquirir en velocidad LOW en el programa CellQuest y la hoja de adquisicion
DNA Experiment del folder DNA QC

a. Asegurarse de colocar el pico de las particulas simples en el canal 200 + 5 en el pardmetro FL2-Ay FL2-W, ajustando
con los controles de voltaje PMT de FL2 y el porcentaje de la ganancia de la amplificacion FL2-W en el menu “De-
tectors/Amps".

b.  Anotar los datos del canal promedio para marca uno (M1) y para la marca 2 (M2), del cuadro de estadistica del
histograma FL-2A.

Particulas CTN: Son nticleos aislados de timocitos de ternera, los cuales estan en las diferentes fases del ciclo celular. Permiten
detectar la discriminacion precisa de dobletes. Se emplean también para determinar la adecuada deteccion de las células en las
diferentes fases del ciclo celular.

Método de preparacion:

1.

5.

6.

Agitar vigorosamente en un vortex

Poner en un tubo Tml de IP (concentracion: 50 (ug/ ml)

Agregar una gota de las particulas al tubo (40 pl).

Tapar y agitar suavemente en un vortex

Incubar por 10 min en oscuridad y a temperatura de 2 a 8° C, hasta su uso (son estables durante 4 horas).

Adquiriry guardar los datos de estas particulas.

C. Optimizacion y adquisicion de datos de ADN en el citdmetro.

1.

86

Optimizar el instrumento para la muestra con ayuda del programa CellQuest y el documento PBMC Experiment del
folder DNA QC.

Si es necesario, en modalidad “Setup”, ajustar a la poblacion G1 en el canal 200 + 5 en el pardmetro FL2-A'y FL2-W, de
manera similar que con las particulas CEN.
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3. Agitar suavemente antes de adquirir.
4. Modificar la adquisicion para guardar 20 000 eventos, iniciar la adquisicién y guardar.

Resultados

En la hoja de adquisicidn DNA Experiment Document, llame el archivo de las particulas CEN en el histograma FL2-A y calcule
la linealidad. Se obtiene el canal promedio para marca uno (M1) y para la marca 2 (M2), del cuadro de estadistica y se hace la
siguiente relacion:

Mean M2/ Mean M1= linealidad
El resultado debe ser entre 1.95 a 2.05.

Obtenga el CV de M1 en el cuadro de estadistica del histograma FL2-A, el cual debe ser menor a 3.00 %. Tanto la linealidad
como el CV son datos importantes para el seguimiento del funcionamiento del citometro.

En cuanto a las particulas CTN'y la muestra, se analizan en el programa ModFit LTTM. Obtenga las proporciones de las células
en cada una de las fases del ciclo.

Analisis de resultados

Haga un andlisis de los resultados obtenidos. Explique qué importancia tiene la linealidad y el CV de las particulas CEN.

Analice los porcentajes de células en cada fase del ciclo de las particulas CTN y observe si coincide con los datos del fabri-
cante. Explique la importancia de estas particulas en el funcionamiento del citémetro.

De la muestra de células, observe el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo y analice si corresponde al tipo
de celular, es decir, si es una poblacién celular con alta proliferacion o baja. Asi mismo, diga qué se observaria en una poblacién
en diferentes condiciones: en un organismo en crecimiento, en cancer, etc.

Conclusiones

Redacte las conclusiones con base en el cumplimiento de los objetivos.
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Cuestionario

88

1.

Investigue qué otros métodos, diferentes de la citometria de flujo, existen para cuantificar ADN.
Explique la ventaja de utilizar colorantes intercalantes en la determinacion del contenido de ADN por citometria de flujo.
Investigue la importancia de la linealidad y su significado bioldgico.

Enumere las ventajas y desventajas del método utilizado en la a préctica 4 en relacion al método utilizado en la presente
practica.

{Cudles son otras aplicaciones que se pueden hacer de la cuantificacion del contenido de ADN? Mencione alguna.

Practica 7
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7-AAD: 7-amino actimicina D

ADC: Siglas de las palabras en inglés “analog-to-digital converter”,
ADN: Acido desoxirribonucleico. DNA.

APC: Aloficocianina.

AO: "Acridin orange”, naranja de acridina.

ARN: Acido ribonucleico.

BrdU: 5-Bromo-desoxiuridina.

BD: Nombre actual de la empresa Becton Dickinson.

BrEt: Bromuro de etidio.

CD: "Cluster of differentiation”. Siglas adoptadas internacionalmente para grupo de diferenciacion.
CEN: Nucleos de eritrocitos de pollo.

CF o CMF: Citometria de flujo.

CRETI: Acronimo de la clasificacion para identificar los residuos peligrosos y que significa: corrosivo, reactivo, explosivo, toxico
ambiental e inflamable.

CRETIB: Acrénimo de dlasificacion de las caracteristicas a identificar en los residuos peligrosos y que significa: corrosivo, reactivo,
explosivo, téxico ambiental, inflamable y bioldgico-infeccioso.

Cy: Cy-chrome, en inglés. Marca registrada de cianina de ficoeritrina.

CV: Coeficiente de variacion.

CTN: Nucleos de timocitos de ternera.

DAPI: 4 6-diamidino-2-fenilindol.

DCFH: 2',7"-dihidroclorofluoresceina.

DNA QCMR: Producto comercial que contiene nticleos de eritrcitos de pollo y niicleos de timocitos de ternera.
dUTP: Trifosfato de desoxiuridina.

FACS: Fluorescence activated cytometry sorting. Clasificador de células activadas por fluorescencia. Marca registrada por BD,
pero utilizada comtnmente.

FCS: De las palabras en inglés “flow cytometry standar”. Se podria traducir como citometria de flujo normalizado. Denominacion
para el tipo de archivo con datos de muestras obtenidas por citometria.

FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

FL: Fluorescencia.

FSC: Ver dispersion frontal. Las siglas se derivan de las palabras en inglés “forward scattering”.
IP: Yoduro de propidio.

LED: Diodo emisor de luz.

LSC: Citometria laser de barrido, “ldser scanning cytometry”.

NA: Ntmero de apertura.

PBS: Solucién amortiguadora de fosfatos.
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PE: Ficoeritrina.

PE-TR: Ficoeritrina-Rojo Texas

PerCP: Proteina de peridin clorofila o proteina de clorofila peridinina.

PMT: Tubo fotomultiplicador.

RPBI: Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.

SIP: por sus siglas en inglés de “sample injection port”, puerto de inyeccion de la muestra.
SSC: Ver dispersion lateral. Las siglas se derivan de las palabras en inglés “side scattering”.

Tdt: Transferasa de desoxinucleotidil terminal.

TUNEL: “Tdt-mediatef dUTP nick end labelling”. Marcaje por unién de dUTP mediado por Tdt.
UV: Ultravioleta.
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Adquisicion: “Acqusition”. Es el proceso para detectar y colectar las sefiales de una célula por medio de citometria y convertirlas
en un archivo para analizar en un programa de computadora.

Amplificacion: Proceso que incrementa la sefal.

Anticuerpo: Proteina que secretan los linfocitos B ante la presencia de una antigeno, que ademds es capaz de unirse especifi-
camente a este.

Aneuploidia: En citogenética, nimero anormal de cromosomas en una célula. En citometria, contenido de ADN anormal en
una célula.

Antigeno: Molécula que las células del sistema inmunoldgico reconocen como extrafia.

Autofluorescencia: capacidad de las células o particulas para absorber energia luminosa y liberarla en forma de fluorescencia.
Calibracion: Procedimiento para realizar el seguimiento diario del funcionamiento del citémetro.

Canal: Se refiere al nimero contenido en la escala de un histograma.

Citometria de flujo: Tecnologia que permite la medicidn simultdénea de multiples caracteristicas de las células, mientras éstas
estan en suspension en un fluido.

Citometria multiparamétrica: Se realizan mediciones simultdneas de un niimero de diferentes substancias en las células.

Compensacion: Proceso por el cual se elimina la sobreposicion de los fluorocromos vy, de esta manera, evitar que un detector
capte la sefial de un fluorocromo de una longitud de onda que no le corresponde.

Complejidad interna: Es una caracteristica particular de cada célula que depende de la presencia de membranas internas y se
mide por la desviacion lateral de la luz al incidir sobre dichas membranas.

Convertidor de sefal analégica a digital: ADC, dispositivo que convierte la sefial de volts a un ndmero de canal.

Dispersion frontal: Desviacion de luz frontal o de éngulo pequefio que resulta de la desviacion producida por la membrana
celular o la superficie de la particula.

Dispersion lateral: Desviacidn de luz lateral, ortogonal, 90° o de angulo amplio.
Evento: Células o particulas que se analizan por citometria de flujo.
Filtro dicroico o espejo dicroico: Filtro de interferencia dptica que refleja la luz en una longitud de onda y transmite en otra.

Fotoblanquemiento: Fendmeno que resulta de la pérdida de fluorescencia de una molécual, cuando la luz rompe un doble
enlace.

Fotodiodo: Detector que capta luz y la convierte en una corriente de electrones. Es menos sensible que un fotomultiplicador.

Fluorescencia: Energia luminosa que libera una molécula, casi inmediatamente después de absorberla en una longitud menor
a la que libera.

Flurocromo: Molécula capaz de absorber energfa luminosa y devolverla en una longitud de onda mayor, casi inmediatamente.
Parte de la energia se libera como calor.

“Gate”: Se puede interpretar como ventana. Se define por la seleccion de células en una region en una gréfica. Solo las células
que estdn en esa regidn contintan hacia el siguiente paso de anélisis. También es la seleccion de células deseadas para separa-
cion.

Marcaje: Se refiere a la utilizacion de reactivos o anticuerpos para revelar alguna caracteristica de la célula.

Parametro: Caracteristica fisica 0 quimica de una célula.

Punto de interrogacion: Es el punto donde coinciden la muestra en el flujo con el laser enfocado.
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Optimizacion: Ajuste del citémetro para realizar una lectura adecuada de la muestra.
Tubo fotomultiplicador: Detector que capta luz y la convierte en una corriente de electrones. Es més sensible que un fotodiodo.

Separacion de células: “Cell sorting”. Es el proceso de separacion fisica de particulas con base en la expresion diferencial de uno
0 varios parametros analizables por citometria de flujo.

Separacion por deflexion electrostatica: Consiste en la generacion de gotas cargadas con la célula seleccionada y dirigirla a los
tubos para recuperacion.

Separacion por sistema mecanico o hidraulico: Se hace uso de un tubo de captura colocado sobre la celda. Cuando se selec-
ciona una célula, el tubo se activa y se coloca sobre la corriente de la muestra, para desviar a la célula a los tubos de recuperacion.
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Paginas electrdnicas recomendadas
Las siguientes paginas fueron verificadas el 31 de agosto de 2012.
Citometria de flujo: www.citometriadeflujo.com/

TSRI Flow Cytometry Core Facility: http;//facs.scripps.edu/facsindex.html

BD Biosciences. Multicolor Flow Cytometry: http://www.bdbiosciences.com/research/multicolor/tools/index.jsp#usage

Ormerod M.G. Flow Cytometry: A Basic Introduction:

http://flowbook.denovosoftware.com/
Pordue University Cytometry Laboratories:_http://www.cyto.purdue.edu/
Verity Software House: http://www.vsh.com

Visualizadores de espectros:
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Research-Tools/Fluorescence-SpectraViewer.html

http://www.mcb.arizona.edu/ipc/fret/index.html

http://www.bdbiosciences.com/research/multicolor/spectrum_viewer/index.jsp

Cursos interactivos de citometria de flujo y videos:

http://www.bdbiosciences.com/support/training/self paced.jsp

http://www.bdbiosciences.com/support/training/itf_launch.jsp

http://www.coulterflow.com/bciflow/theory.php

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Tutorials.html

http://www.abdserotec.com/support/introduction to flow cytometry-685.html
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