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ABREVIATURAS 

 

CK Citoqueratina 

D-MEM Siglas en inglés: Dulbecco modified Eagle´s médium 

DS Desviaciones estandar 

FBS Suero fetal bovino 

FLC Fibroblastos Limbo-corneales 

KSFM Medio de queratinocitos libre de suero 

p53 Siglas en inglés: transformation related protein 53 KDa 

p63 Siglas en inglés: transformation related protein 63 KDa 

PMC Células postmitóticas (de PMC: Post-mitotic Cells) 

TAC Células amplificadoras transitorias (de TAC: Transient Amplifying Cells) 

TDC Células terminales diferenciadas (de TDC: Terminally Differentiated Cells) 
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INTRODUCCION 

 

Hay varios ejemplos en el reino animal de la habilidad de regenerar tejidos 

después del daño. Nuestra capacidad para reemplazar ciertos tejidos está dada por 

una pequeña población de células madre o “stem cells” que se auto regeneran. La 

superficie corneal es de las más especializadas del cuerpo en constante estado de 

renovación especialmente en el epitelio (5,16). 

 

Se encuentran 3 tipos celulares principalmente en la córnea: células epiteliales, 

fibroblastos corneales y células endoteliales (2,16). El epitelio corneal es no 

queratinizado, escamoso y estratificado; que junto con el epitelio limbal y conjuntival, 

cubren la superficie ocular sirviendo como barrera protectora contra la pérdida de 

fluidos y la penetración de patógenos (4,16,17). Todos ellos de origen ectodérmico 

difieren en sus características y funciones. Diferencias reflejadas en sus patrones 

únicos de expresión genética (8).  

 

Las diferencias entre los fenotipos epiteliales conjuntival y corneal se basa en la 

expresión de queratinas, mucinas y glucocalix. El  limbo es la zona transicional entre 

los epitelios corneal y conjuntival. Morfológicamente es diferente de la córnea en que 

posee células de Langerhans y melanocitos y de la conjuntiva en que carece de células 

caliciformes; y se encuentra sobre un estroma altamente vascularizado (5,8). Se 

muestra en la figura 1 la ubicación de la zona limbal. 
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Figura 1. Limbo esclerocorneal (tomada de 
http://www.nei.nih.gov/photo/evan/index.asp). 

 
 

CÉLULAS MADRE EN EL OJO 

 

Las células madre poseen varias características únicas que explican su 

importante papel en el mantenimiento de los tejidos: 

 

• Proliferación libre de errores 

• Pobre diferenciación 

• Duración de vida larga 

• Ciclo celular largo 

• Capacidad de división simétrica y asimétrica 

 

La diferenciación terminal del epitelio de la superficie ocular, empieza con el paso de 

las células madre a células amplificadoras transitorias (TAC: Transient Amplifying 

http://www.nei.nih.gov/photo/evan/index.asp
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Cells). Estos dos tipos de células constituyen el compartimento proliferativo, poseen 

características diferentes y están separadas anatómicamente, lo cual hace del ojo un 

modelo ideal para estudiar la regulación de células pluripotenciales. Estos dos tipos de 

células basales dan origen a células suprabasales del compartimento diferenciativo: las 

células postmitóticas (PMC: Post-mitotic Cells) y las células terminales diferenciadas 

(TDC: Terminally Differentiated Cells) (16,19). En la figura 2  se muestra un diagrama 

hipotético del nicho dónde se encuentran las células madre limbales y el desarrollo 

propuesto. 

 

Figura 2. Diagrama hipotético del nicho de las células madre limbales y los 

diferentes niveles de localización celular (tomada de Marzieh Ebrahimi, PhD, 

2009; 4(1): 40-58) 
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TIPOS Y FUNCIONES DE LAS CÉLULAS EPITELIALES CORNEALES 

 

Células Madre 

Son pocas en número, pero tienen alta capacidad de auto-regeneración y amplio 

potencial proliferativo. En tejidos sanos tienen una tendencia a permanecer 

quiescentes. Éstas sufren una diferenciación a células amplificadoras transitorias 

(TACs) cuando son estimuladas y se localizan en la capa basal del epitelio limbal (6, 

19,21). 

 

Células Amplificadoras Transitorias (TACs) 

Las TACs en el limbo y la córnea periférica muestran algunas características de 

células madre, tales como una vida larga, ciclo lento con baja actividad mitótica y 

menos diferenciación en el estado estacionario normal. En contraste, las TACs en la 

córnea tienen menor duración de vida, ciclos celulares rápidos, y puede amplificar la 

masa celular más efectivamente a través de rondas limitadas de mitosis. 

 

En un punto crítico, las TACs detienen su mitosis y se diferencian en células 

suprabasales post-mitóticas y finalmente en células diferenciadas (TDCs) aunque el 

mecanismo exacto permanece desconocido (16,25). 

 

Células Diferenciadas Terminales (TDCs) y Células Post-mitóticas (PMCs) 

Éstas células no tienen capacidad de auto-renovación ni potencial proliferativo. 

En tejidos sanos están siendo desechadas continuamente y reemplazadas por su 
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tiempo de vida limitado. Están localizadas en la parte superficial de la córnea central y 

tienen muchas uniones fuertes del tipo “tight junctions” (17). 

 

 

IDENTIFICACIÓN DE LAS CÉLULAS MADRE LIMBALES 

 

Durante los últimos años, se ha progresado en la identificación y desarrollo de 

marcadores moleculares que puedan distinguir entre células madre y células 

amplificadoras transitorias in situ. Y aunque cierto grupo de aparentes marcadores se 

han propuesto su rol para la identificación de células madre aún es controversial. 

Algunos de los marcadores conocidos para células humanas son los siguientes (Figura 

2 tomada de Marzieh Ebrahimi, PhD et al. 2009; 4(1): 40-58)(16): 

 

 

MARCADORES MOLECULARES PARA CÉLULAS MADRE LIMBALES 

 

Proteínas de citoesqueleto 

Las citoqueratinas (CK) o queratinas son un grupo de proteínas de citoesqueleto 

que forman filamentos intermedios en las células epiteliales y son expresadas en 

distintos patrones durante el desarrollo epitelial y diferenciación. La subfamilia 

comprende al menos 20 diferentes polipéptidos (20). 
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CK 12 y CK 3 son específicamente expresadas en células epiteliales corneales y 

son consideradas marcadores epiteliales de diferenciación.  La aparición de ambas 

durante la migración del estroma limbal al corneal ha sido interpretado como 

diferenciación de células madre a amplificadoras transitorias (TACs). Pertenecen 

ambas proteínas a los filamentos intermedios(13,14,19). 

 

CK 19 y Vimentina son dos marcadores pluripotenciales, ambos componentes 

de los filamentos intermedios (3,13,14), los cuales están involucrados en el 

mantenimiento de la arquitectura y adhesión celular. La citoqueratina 19 es 

considerada un marcador de proliferación de queratinocitos en la piel y ha sido usada 

para localizar células madre epidérmicas; aunque junto con vimentina, han sido 

localizados en las células basales limbales humanas. En un estudio reciente la 

expresión de citoqueratina 19 fue más pronunciada en el citoplasma de células basales 

epiteliales que en las suprabasales del limbo. 

 

Proteínas nucleares 

P63 es un factor de transcripción, pertenece a la familia de genes p53 (19). Es 

expresado en el núcleo de las células epiteliales con potencial proliferativo de piel, 

cérvix, próstata y córnea. Juega un papel importante en la morfogénesis, al verse 

involucrado en la regulación del desarrollo y diferenciación epitelial. En la Figura 3, 

tomada de Marzieh Ebrahimi,et al. J Ophthalmic Vis Res 2009; 4(1): 40-58. 
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Figura 3. Localización inmunohistoquímica semicuantitativa de marcadores de 

células madre corneales humanas y epitelio limbal. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Se sabe de la existencia de las células madre y de las células amplificadoras 

transitorias, así como su papel en patologías donde su función se ve alterada como por 

ejemplo en la deficiencia de células madre limbales (Limbal Stem Cell Deficiency 

“LSCD”), pero se desconoce el funcionamiento de las mismas involucrado en las 

enfermedades, por lo que es importante desarrollar el cultivo para crear modelos de 

estudio in vitro. 
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JUSTIFICACION 

 Los fibroblastos limbocorneales poseen características descritas de células 

pluripotenciales, lo que las convierte en una línea celular adecuada de estudio para 

todas aquellas patologías que muestran alteración en la reparación tisular corneal. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL: 

 Establecer el cultivo y fenotipificación  de fibroblastos limbocorneales.  

 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

- Aislar y cultivar los fibroblastos limbo-corneales humanas a partir de rodetes 

esclerocorneales humanos de donadores cadavéricos. 

- Caracterizar fenotípicamente a estas células con marcadores específicos (p63, 

CK12, CK19 y vimentina). 

 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

Es un estudio prospectivo y experimental. 
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METODOLOGÍA: 

Se utilizaron rodetes esclerocorneales de donadores cadavéricos, los cuales fueron 

procesados para obtener los cultivos primarios de fibroblastos limbo-corneales. 

Una vez obtenido el cultivo primario se procedió a caracterizar fenotípicamente, por 

medio de citometría de flujo, buscando los marcadores moleculares característicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aislamiento de fibroblastos limbo-corneales humanos 

Para realizar el cultivo primario se utilizaron rodetes esclerocorneales, los cuales 

en el historial de donación no deben presentar algún tipo de infección. A partir de estos 

rodetes, se retira lo más posible el área de esclerótica, para después realizar cortes 

más pequeños e incubar a 37ºC con 5% de CO2 y 95% de humedad (Ver protocolo I,  

Apéndice I) 

 

Figura. Protocolo general 
Figura 4. Protocolo general 
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Caracterización fenotípica 

Como partimos de un cultivo primario, se requiere de una caracterización de las 

mismas. Esta fenotipificación abarca diferentes puntos (Ver protocolo 2, Apéndice I): 

- Morfología 

- Marcadores moleculares (analizados por citometría) 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Proceso de aislamiento de fibroblastos limbo-corneales 

humanos 
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RESULTADOS 

 

Aislamiento de fibroblastos limbo-corneales 

EL objetivo de este trabajo, es el de caracterizar a los fibroblastos limbo 

corneales humanos fenotípicamente. 

Esta caracterización se realizó observando el crecimiento, su morfología y el 

tiempo de crecimiento. De acuerdo al estudio realizado estas células tardan en crecer 

de 4 a 5 días (Figuras 6 a 13) alcanzando de un 90 a un 95% de confluencia. 

La morfología encontrada en el cultivo corresponde a la descrita para 

fibroblastos limbocorneales.  

El procedimiento se siguió de acuerdo a la metodología mencionada (Figura  5 ). 
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Figura 6 . Disección de la porción limbal del rodete esclerocorneal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 . Fijación del rodete. 
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Figura 8. Corte del rodete. 

 

 

Figura 9. Inicio de la disgregación del tejido con dispasa II. 
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Figura 10. Explante con células en el 4° día. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 . Fibroblastos limbo-corneales al segundo pase. 
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Figura 12. Fibroblastos limbo-corneales al décimo pase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Fibroblastos limbo-corneales al décimocuarto pase. 
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Caracterización fenotípica 

Se llevo a cabo una caracterización molecular, a través de marcadores celulares 

(Figura 2). La presencia o ausencia de estos marcadores determina si las células 

obtenidas en el cultivo son las esperadas. 

Se analizaron dos marcadores pluripotenciales (CK19 y p63) y uno diferencial 

(CK12), además de vimentina. 

Se realizaron tres experimentos para la caracterización fenotípica, por citometría de 

flujo, en los cuales se analizaron Vimentina, CK 12, CK19 y p63 (fig. 17). Se obtuvieron 

valores del porcentaje de células que presentaron los marcadores, estos datos están 

resumidos en la tabla 1. El análisis estadístico se llevo a cabo con el programa Graph 

Pad Prism 5.0. 

Tabla 1. Porcentaje de células positivas para cada uno de los marcadores de 

fenotipificación 

MARCADORES % CÉLULAS POSITIVAS 

p63 4.78 ± 0.56 DS 

Citoqueratina 12 53.09 ± 0.56 DS 

Citoqueratina 19 0.79 ± 0.56 DS 

Vimentina 2.21 ± 0.56 DS 
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Figuras representativas de los experimentos de citometría de flujo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura   14. Región seleccionada para estudio por tamaño y granularidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  15. Control negativo de tinción. 

 

0.56 % 
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Figura  16. Esquema representativo de la tinción para citoqueratina 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 

17. Esquema representativo de la tinción para citoqueratina 19. 

 

 

53.65 % 

1.35 % 
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Figura  18. Esquema representativo de la tinción para p63. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  19. Esquema representativo de la tinción para vimentina. 

 

 

5.34  % 

2.77  % 
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DISCUSIÓN: 

 Se observó una buena tasa de crecimiento de éstas células en cultivo, así como 

el hecho de que se mantiene su morfología a través de los pases realizados. Esta es, 

compatible con lo descrito para fibroblastos. 

 Es importante mencionar, que a diferencia de otras líneas celulares cultivadas a 

partir del mismo tipo de rodete esclerocorneal, como por ejemplo, las células limbo-

epiteliales humanas o “HuLEC” (por sus siglas en inglés Human Limbal Epithelial 

Cells); la morfología y diferenciación de nuestro cultivo no se ve alterada por la 

presencia de factores de crecimiento presentes en el medio de cultivo como en dichas 

células, tales como el factor de crecimiento epidermal, extracto bovino pituitario, insulin 

tranferrin sodio selenito y demás componentes del medio KSFM en las que las células 

HuLEC se ha descrito su cultivo. 

 Los factores de crecimientos que no están presentes en nuestro medio de cultivo 

pueden tener cierto papel en la expresión de marcadores, así como en el 

mantenimiento de la morfología de nuestras células en cultivo. 

 Con respecto a la caracterización la lectura de cada uno de los marcadores fue 

ajustado previamente a la fluorescencia propia de las células sin teñir. 

CK19 son proteínas de citoesqueleto que forman parte los filamentos 

intermedios, esta junto con la vimentina (otra proteína de citoesqueleto) son 

características de las células básales del epitelio limbal humano. 

p63 es una proteína involucrada con la supresión de tumores y la morfogénesis 

celular, esta proteína solo se encuentra localizada en las células limbo-epiteliales pero 

no en aquellas totalmente diferenciadas. 
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Por último tenemos a la CK12 como marcador diferencial esta proteína de 

citoesqueleto pertenece al mismo grupo que CK19 pero a diferencia de esta última 

CK12 se presenta en las células suprabasales del limbo epitelial y en las corneales 

centrales (totalmente diferenciadas). 

De acuerdo a la fenotipificación de las células obtenidas en cultivo, se cumple lo 

esperado en cuanto a que los fibroblastos limbocorneales se han descrito citoqueratina 

19 negativos, vimentina y p63 escasamente positivos. Aunque se encontró expresión 

en parte de la población de citoqueratina 12 en un porcentaje mayor al reportado en los 

marcadores descritos anteriormente, que como se mencionó, se encuentra sobre todo 

en células diferenciadas epiteliales.  

 Todo lo anterior, tomando en cuenta que se ha mencionado en diferentes 

trabajos que los fibroblastos limbo-corneales poseen características de células TAC, 

podría significar que la variación en cuanto a la cantidad de citoqueratina 12 

encontrada en nuestra células pueda referirnos que éstas se encuentran justamente en 

un estado medio de diferenciación entre las células limbales epiteliales suprabasales y 

las células corneales basales, ya que éstas últimas expresan CK 12 en mayor cantidad. 

 Al revisar la metodología de la tinción de los marcadores celulares, 

consideramos que sería conveniente ajustar los resultados a la intensidad media de 

fluorescencia en cada caso para que los mismos sean más detallados. 
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CONCLUSIÓN: 

 

• Se requiere de aproximadamente 4-5 días para obtener un pozo de 1cm de 

diámetro con una confluencia del 95%. 

 

• La morfología en el cultivo corresponde a la descrita para fibroblastos limbo-

corneales. 

 

• Las células obtenidas a partir de rodetes esclerocorneales cadavéricos, 

corresponden, según los resultados reportados por citometría de flujo a 

fibroblastos limbo-corneales humanos. 

  

• Pueden plantearse nuevos experimentos para determinar más a fondo las 

características respecto a su función, desarrollo o alteración de su estructura en 

enfermedades de interés. 
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ANEXO 1. MÉTODOS 

 

Material. 

Placas de cultivo celular (Costar, Corning, NY, USA), medio DMEM (Dulbecco Modified 

Eagle Medium), suero fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, USA), tripsina/EDTA 

(Sigma, St. Louis Missouri, USA), Dispasa II (Roche, Mannheim, Germany), 

penicilina/estreptomicina (Biowhittaker, Walkersville, MD, USA), microscopio invertido 

(Olympus, Japan), incubadora (Forma Scientific, Inc., OH, USA)  

 

Protocolo I. Obtención de fibroblastos limbocorneales humanos.  

El tejido limbo-corneal conservado en OptisolTM-GS (Bausch and Lomb Inc, Rochester, 

NY, USA) a 4 °C, procedente de donadores cadavéricos, fue obtenido del Banco de 

Ojos del Instituto de Oftalmología Conde de Valenciana-Cruz roja, México, D.F.  

 

El tejido limbo-corneal fue fijado a pelotas de goma con agujas de insulina para su 

disección, se eliminó con bisturí (N° 11) el exceso de esclera, cornea y la inserción del 

iris. El borde limbal fue tratado con dispasa II (1.2 UI) durante  45 min/37°C, 5% CO2 y 

95 % de humedad;  después se lavó con PBS y se cortaron fragmentos de aprox. 4 

mm2 para ser colocados en placas de 24 pozos. Se colocaron 25 microlitros de suero 

fetal bovino durante 24 h, transcurrido este tiempo se adicionó  700 microlitros de 

medio D-MEM (Dulbecco) suplementado con 5% de suero fetal bovino, 100 μg/mL de 
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penicilina, 100 μg /mL de estreptomicina. El tejido así tratado fue incubado en las 

condiciones antes mencionadas. El medio fue cambiado cada dos o tres días según 

crecimiento.  Los pases celulares se realizaron con  tripsina-EDTA 0.025%, incubando 

de 5-10 min, vigilando la disgregación celular observando al microscopio  invertido, 

deteniendo el efecto de la enzima con medio DMEM 5%  suero fetal bovino.  

 

Protocolo 2. Caracterización de células limbocorneales por marcadores 

intracelulares. 

- Las células serán contadas y distribuidas en 7 tubos a razón de 1X106 células. 

- Las células obtenidas por tripsinización son lavadas 2 veces con 1mL de PBS y 

centrifugadas a 1500 rpm/5min. 

- Eliminar el sobrenadante e incubar las células en 250 µL de Cytofix/Cytoperm 

por 20 min a 4°C. 

- Lavar una vez con el buffer (1mL) BD Perm/wash diluido 1:10 con agua 

bidestilada, centrifugar 1500 rpm/5 min. 

- Eliminar el sobrenadante y realizar la tinción intracelular según protocolo. 

- Lavar con buffer 1X, centrifugar a 1500rpm/5min. 

- Eliminar sobrenadante y fijar las células con 20 µL de paraformaldehido 4% por 

20 minutos 

- Lavar 2 veces con 1 mL. de PBS centrifugando y eliminando el sobrenadante 

entre cada lavada. 

- Analizar por citometría de flujo. 
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Protocolo 2.1. Tinción para CK19 ó p63. 

- Los anticuerpos son primarios generados en ratón y se utiliza una segunda 

tinción con un anticuerpo anti-ratón marcado con ficoheritrina (PE). 

- Después de la permeabilización se lavan las células y se incuba con 10 μL de 

anti-CK19 ó anti-p63 diluido 1:10 con PBA 1% (PBS + albumina sérica bovina al 

1%). 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y centrifugar 1500 rpm/7 min. 

-  Eliminar el sobrenadante y agregar 20 μL del 2o anticuerpo (Goat Antimouse 

Binding) diluido 1:1500 con PBA 1%. 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Eliminar el sobrenadante y lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y 

centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y agregar 10  μL de estreptoavidina-PE (SA-PE) diluido 

1:300 con PBA 1% . 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Eliminar el sobrenadante y lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y 

centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y fijar las células con paraformaldehido 4%. 
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Protocolo 2.2. Control de isotipo para CK19 y p63 

- Otra fracción de células permeabilizas se lavan e incuban con 10 μL de PBA 1%. 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y centrifugar 1500 rpm/7 min. 

-  Eliminar el sobrenadante y agregar 20 μL del 2º  anticuerpo (Goat Antimouse 

Binding) diluido 1:1500 con PBA 1%. 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Eliminar el sobrenadante y lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y 

centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y agregar 10  μL de estreptoavidina-PE (SA-PE) diluido 

1:300 con PBA 1% . 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Eliminar el sobrenadante y lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y 

centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y fijar las células con paraformaldehido 4%. 

 

Protocolo 2.3. Tinción para vimentina 

- Será utilizado un anticuerpo policlonal IgG hecho en cabra marcado con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC), por lo que la tinción es directa: 

- Después de la permeabilización lavar e incubar con 10 µL de anti-vimentina 

diluido 1:10 con PBA. 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 
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- lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y fijar las células con paraformaldehido 4% 

 

Protocolo 2.4. Control de isotipo para vimentina 

- El anticuerpo anti-vimentina está marcado con el fluorocromo FITC por lo tanto 

es una tinción directa y como control de isotipo se utilizan solo células 

permeabilizadas:  

- Después de la permeabilización lavar e incubar con 10 µL PBA 1%. 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y fijar las células con paraformaldehido 4%. 

 

Protocolo 2.5. Tinción para CK12 

El anticuerpo primario (anti CK12) está generado en cabra, por lo tanto el anticuerpo 

secundario es un anti-cabra generado en burro el cual está marcado con el fluorocromo 

proteína clorofila peridinina (PerCP). 

- Después de la permeabilización lavar e incubar con 10 µL de anti-CK12 diluido 

1:10 con PBA 1%. 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y agregar 10 µL de PerCP Donkey Anti-goat IgG. 
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- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y fijar las células con paraformaldehido 4%. 

 

Protocolo 2.6. Control de isotipo para CK12 

- Después de la permeabilización lavar e incubar con 10 µL de anti-CK12 diluido 

1:10 con PBA 1%. 

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y agregar 10 µL de PerCP Donkey Anti-goat IgG.  

- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 

- Lavar con 1mL de buffer BD Perm/wash 1X y centrifugar 1500 rpm/7 min. 

- Eliminar el sobrenadante y fijar las células con paraformaldehido 4%. 
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