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Introduccion

La citometria de flujo es una tecnologia que permite el analisis individual de una
gran cantidad de células o particulas en un breve periodo de tiempo, haciendo
posible el estudio de diversos fendmenos bioldgicos. Se compone de los sistemas
de fluidos, Optico y electrénico. Para su funcionamiento, las células son
transportadas en suspension a través del citdmetro de flujo; al ser incididas por la
fuente de luz se genera el fenébmeno de dispersion de luz y emisién de fluorescencia.
La dispersion de la luz proporciona informacion sobre el tamafio y la complejidad de
las células en una poblacion heterogénea. Por otro lado, con el uso de moléculas
fluorescentes es posible la identificacion y cuantificacion de diferentes parametros
en las células o particulas de estudio (McKinnon, 2018).

La citometria de flujo tiene diversas aplicaciones en el campo de la biologia como
el estudio de los mecanismos de muerte celular, los perfiles de
inmunofenotipificacién, el ciclo celular, la proliferacion celular, las tinciones
intracelulares, la evaluacién de moléculas solubles y los ensayos de citotoxicidad;
En el area clinica, mediante la deteccion de marcadores de fenotipificacion, la
citometria de flujo se ha utilizado en el diagnostico clinico de algunas
inmunodeficiencias, leucemias, infeccion por VIH, monitoreo de un trasplante, entre
otras (Chantzoura & Kaji, 2017; Flores-Gonzalez et al., 2020).

La citometria se encuentra avanzando en el desarrollo de reactivos y herramientas
de analisis de datos lo que lleva a un mejor estudio de las funciones biol6gicas de
interés en condiciones normales o patologicas (Lugli et al., 2010). En el campo de
la instrumentacion, estos avances han permitido realizar variaciones a la citometria
tradicional como la citometria espectral, la citometria de imagen y la citometria de
masas (McKinnon, 2018).

Un ensayo de citometria de flujo comprende las fases pre-analiticas, analiticas y
post-analiticas, que abarcan desde la preparacion de la muestra y disefio del
experimento hasta la adquisicién de las muestras en el citbmetro pertinente; con el
fin de su posterior analisis y adquisicion de la informacion necesaria con el uso de

softwares especializados para la citometria de flujo (Flores-Gonzalez et al., 2020).



El analisis de datos se facilita si se tiene conocimiento de los fundamentos en los
cuales se basa la citometria. Uno de los métodos de analisis mas utilizados es el
gating secuencial o andlisis supervisado, el cual consiste en ir seleccionando de
manera manual y secuenciada areas de las graficas que pueden ser utilizadas para

definir caracteristicas de las particulas para analisis posteriores (Adan et al., 2017).

Objetivo

Realizar un escrito que abarque los principios y generalidades de la citometria de
flujo, los aspectos importantes para el desarrollo de un ensayo de citometria y la
generacion de un andlisis supervisado con el fin de ser una guia en espafiol para

los que se inicien en la utilizacion de la técnica.

Principios de la citometria de flujo

Las bases para el desarrollo de la citometria de flujo se relacionan con los avances
en la microscopia, los métodos de tincién celular, la electronica y la tecnologia
computacional. El primer prototipo de un citbmetro fue realizado por Andrew
Moldavan en 1934; sin embargo, fue hasta 1968 que Wolfgang Gohde vy
colaboradores desarrollaron el primer citdmetro de flujo que se bas6é en la
fluorescencia (Chantzoura & Kaji, 2017; Givan, 2011). A partir de entonces la
citometria de flujo se encuentra en constante innovacion; no obstante, su principio
contintia siendo el mismo.

La citometria de flujo se basa en el movimiento de las particulas en suspensién que
atraviesan una fuente de luz, dando como resultado la dispersion de la luz y emision
de fluorescencia. Una particula se refiere como término general a cualquier cuerpo
gue fluye a traves del citometro de flujo y puede ser de distinta naturaleza, como un
microorganismo, célula, nucleo, microvesiculas o nanoparticulas. (Adan etal., 2017;
Givan, 2011). A pesar de que el término particula es mas correcto de utilizar en
relacion a esta técnica, es comun encontrar informacion sobre la citometria de flujo

gue solo se refiere a las células al ser lo mas estudiado.



El fendmeno de dispersion de luz se relaciona con las propiedades estructurales de
la célula, mientras que la emision de fluorescencia es proporcional a la cantidad de
la molécula fluorescente que esta presente en la célula o particula (Adan et al.,
2017).

Un citbmetro se compone de tres sistemas: fluidos, Optico y electronico (Fig. 1).
Cada uno sera descrito con mas detalle en los siguientes capitulos, pero de forma
general el funcionamiento de los sistemas en conjunto es el siguiente: Las células
se transportan por un flujo de liquido (sistema de fluidos) a través del equipo y hacia
el punto de interrogacion en el cual entran en contacto con el laser, generando la
dispersion de la luz y emision de fluorescencia. La luz y fluorescencia son
recolectadas por una serie de filtros y detectores determinados (sistema Optico),
para posteriormente transformar la sefial luminosa a una sefial eléctrica (sistema
electronico) que permita su representacion y posterior analisis (Chantzoura & Kaji,
2017).
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Fig. 1. Representacién de los sistemas de componen el citometro de flujo con algunos de sus
componentes. 1) Sistema de fluidos, 2) Sistema éptico constituido por los laseres que excitan a
las células y los filtros y espejos que captan las sefiales. 3) Sistema electrénico con detectores
que transforman y amplifican las sefiales y permiten su visualizacién en computadora. Imagen

modificada de Flores-Gonzalez et al., 2020.

Sistemas que componen la citometria de flujo

1) Sistema de flujo

Para medir las propiedades Opticas de las células en un citometro de flujo, las
células deben pasar a través de la zona de interseccion del laser (punto de analisis).
El sistema de fluidos tiene como finalidad transportar a las células de manera
individual en una corriente liquida hacia el punto de interrogacion; de manera que
cada célula sea iluminada por el laser durante un tiempo breve y definido
(Cossarizza et al., 2019; Givan, 2011).

El flujo de células individuales a través del citbmetro se logra por un proceso
conocido como enfoque hidrodindmico, que permite la alineacion de las células y
las obliga a pasar individualmente a través del rayo laser. El enfoque hidrodinamico
ocurre en la camara de flujo del citdmetro donde las células en suspension son
inyectadas por un tubo delgado hacia el centro del fluido envolvente y por
diferencias de presion, velocidad y densidad los fluidos no se mezclan (Fig. 2)
(Cossarizza et al., 2019; Leach et al., 2013).
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Fig. 2. Representacion de la formacion del flujo hidrodinamico tras la inyeccion de la muestra
en el fluido envolvente. Las particulas pasan una tras otra por el punto de analisis. Imagen
tomada de Givan, 2011.

Modificando la presion a la cual la muestra se adiciona al fluido envolvente se
pueden hacer cambios en la amplitud del fluido y, en consecuencia, en el nimero
de células que atraviesan el punto de analisis por lapso de tiempo. Con una mayor
presion el flujo se vuelve mas amplio y aumenta la frecuencia de células que pasan
por el punto de interrogacion; este tipo de flujo es util en mediciones cualitativas
como los ensayos de inmunofenotipificacién. Utilizando una menor presién se tiene
el efecto contrario y por lo tanto una menor frecuencia de células a través del laser,
siendo esta situacion mas conveniente cuando se requiere alta resolucion como es
el caso en analisis de contenido de DNA (Adan et al., 2017; Leach et al., 2013).

2) Sistema 6ptico
El sistema oOptico comprende la parte de la excitacion mediante el uso de laseres

con lentes para concentrar la luz y la recoleccién de la sefial luminosa utilizando un



arreglo de lentes, filtros y espejos que se encargan de separar la luz y dirigirla hacia
los detectores apropiados (Leach et al., 2013).

En citometria los laseres son muy utilizados ya que generan un haz de luz estrecho
con una longitud de onda definida; actualmente la mayoria de los citbmetros pueden
utilizar laseres de gas (argén, kriptén, helio-neén) o de estado sélido (azul, diodo
rojo, diodo violeta). Con ayuda de lentes convexos se enfoca la luz del laser hacia
el punto de analisis (Cossarizza et al., 2019; Givan, 2011).

Cuando la célula pasa por el punto de andlisis y es iluminada por el laser se genera
el fendmeno de dispersion de la luz en dos direcciones; una en el mismo angulo o
en angulos muy cercanos que el laser conocida como luz dispersa hacia delante
(FSC por sus siglas en inglés de Forward Scatter) y que es proporcional al tamafio
de la célula. La segunda dispersion se genera aproximadamente a 90° del punto de
analisis por efecto de la reflexion y refraccion de la luz; este tipo de luz es conocida
como luz dispersa lateral (SSC por sus siglas en inglés de Side Scatter) y es
proporcional a la granularidad o complejidad interna de las células (Fig. 3). Las
seflales FSC y SSC proporcionan informacion fisica de las células por los cambios
en la direccién de la luz y sin necesidad de realizar una tincion fluorescente. (Adan
etal., 2017; Leach et al., 2013).
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Fig. 3. Origen de las sefiales FSC y SSC de la célula tras la incidencia del laser. La sefial de
FSC (Forward Scatter) se obtiene en el mismo angulo que incide el laser a la célula e indica el
tamafio. SSC (Side Scatter) es detectada aproximadamente a 90° del laser y se relaciona con

la complejidad y granularidad de las células. Imagen tomada de Adan et al., 2017.

Una sefial muy importante a medir en la citometria de flujo es la emisién de
fluorescencia la cual puede ser relacionada con propiedades bioquimicas
especificas en las células. La deteccion de la luz fluorescente al igual que la sefial
SSC se detecta en un angulo aproximado de 90°, con ayuda de filtros y espejos
colocados de una manera predeterminada que permite el paso de ciertas longitudes
de onda especificas a los detectores apropiados (Givan, 2011).

Existen tres tipos de filtros utilizados y son cominmente conocidos por sus nombres
en inglés: bandpass (BP), longpass (LP) y shortpass (SP). La caracteristica comun
entre ellos es que sélo permiten el paso de la luz dentro cierto rango del espectro;
los filtros BP transmiten un rango especifico de longitud de onda, los filtros SP

transmiten la luz con una longitud de onda menor o igual que la especificada en el



filtro y en el caso contrario, los filtros LP transmiten la luz con una longitud de onda

mayor o igual que la indicada en el filtro (Fig. 4) (Leach et al., 2013).
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Fig. 4. Tipos de filtros usados en el sistema Optico de un citémetro de flujo. La imagen explica
la diferencia entre los tres tipos de filtros usando como ejemplo la longitud de onda de 500 nm.
Sin embargo, existen una gran cantidad de filtros para diferente longitud de onda. Imagen
tomada de Leach et al., 2013.

Ademés de los filtros, dentro de la configuracién Optica del citometro se utilizan
espejos dicroicos, los cuales se encargan de dividir el haz de luz para permitir el
paso de cierta longitud de onda y reflejar el resto. Los espejos dicroicos direccionan
la luz hacia un detector para cierta longitud de onda y al igual que los filtros las
clases de espejos dicroicos se clasifican en LP y SP (Cossarizza et al., 2019;
Longobardi, 2001).

3)Sistema electrénico

El sistema electronico de un citdmetro de flujo se encarga de convertir la sefal

luminosa en una sefal eléctrica para su posterior andlisis. La sefial luminosa



generada por las células o particulas que pasan a través del punto de andlisis es
convertida a un voltaje por los fotodectectores. Existen dos tipos de detectores, los
fotodiodos (PD, por sus siglas en inglés de photodiode) y los tubos
fotomultiplicadores (PMT, por sus siglas en inglés de photomultiplier tube). Los
detectores PD son menos sensibles que los PMT, y se utilizan para colectar la sefial
correspondiente a FSC que es una sefial mas fuerte. Por otro lado, los detectores
PMT al ser altamente sensibles son utilizados para recabar la luz proveniente de
SSC vy la fluorescencia que son sefales mas débiles (Adan et al., 2017; Leach et
al., 2013).

Los fotones capturados por los detectores PD o PTM se convierten en electrones
para generar una corriente eléctrica; la cual viaja a los amplificadores para ser
transformada a un pulso de voltaje. (Adan et al., 2017; Givan, 2011).

Para que las sefiales amplificadas puedan observarse en una computadora deben
ser digitalizadas. El voltaje es amplificado por dos tipos de amplificadores, lineal y
logaritmico, que asignan un valor numeérico a la altura, ancho y area del pulso
generado (Fig. 5). Mediante un convertidor analogo a digital (ADC por sus siglas en
inglés de analogue-to-digital convertor) al valor numeérico del pulso de voltaje se le
asigna un numero de canal para que la informacién se pueda transferir a una

computadora y permitir su posterior analisis (Leach et al., 2013).
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Fig. 5. Componentes del pulso de voltaje. Conforme la particula pasa por el punto de
interrogacion se va generando un pulso de voltaje conformado por tres parametros: ancho (W
por su nombre en inglés width), altura (H por su nombre en inglés height) y area (A). W se refiere
al tiempo que tarda la particula en atravesar el laser, H es el punto maximo del pulso y refleja la
intensidad maxima de luz dispersa o fluorescencia. Finalmente, A se refiere al area del pulso y

es un valor obtenido a partir de W y H. Imagen tomada de Chantzoura & Kaji, 2017.

La visualizacién de los datos que se observa en la computadora es diferente
dependiendo de la amplificacion lineal o logaritmica. La amplificacion lineal muestra
un rango limitado de intensidad de la sefial de los datos, mientras que la

amplificacion logaritmica muestra un amplio rango de intensidad de sefal (Adan et

al., 2017; Givan, 2011).

Fluorescencia
Al pasar la muestra por el citometro de flujo, los dos parametros que se obtienen de

las células son FSC y SSC. Las células pueden tener componentes propios que

generan una emisién de fluorescencia; sin embargo, en la citometria de flujo las

10



células se tifien con moléculas fluorescentes que permiten la visualizacion de
diversos componentes y asi, obtener una mayor informacion de los fendmenos
biolégicos (Adan et al., 2017).

-Principio de fluorescencia

El principio de fluorescencia se basa en la propiedad que tienen ciertos compuestos,
denominados fluorocromos, para absorber energia luminosa a una longitud de onda
y posteriormente emitir luz a una longitud de onda diferente. Todo fluorocromo tiene
un intervalo especifico de longitud de onda en el cual absorbe energia en forma de
luz, lo cual genera que sus electrones que se encuentran en un estado basal
asciendan a un estado de mayor energia o estado excitado. Los electrones
excitados vuelven a su estado basal rapidamente (en aproximadamente 10
nanosegundos desde su excitacion) liberando el exceso de energia en forma de
fotones. La longitud de onda describe las ondas electromagnéticas que se propagan
como consecuencia de la excitaciébn de la molécula y su valor es inverso a la
cantidad de fotones que se liberan. La energia liberada siempre es menor a la
energia absorbida debido a que cierta cantidad de energia se libera en forma de
calor; el resto de la energia es la fluorescencia observada y tiene una longitud de
onda menor a la inicial (Fig. 6) (Adan et al., 2017; Longobardi, 2001).

11
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Fig. 6. Principio de emisién de fluorescencia. En una molécula fluorescente los electrones que
se encuentran en un estado basal absorben energia en forma de fotones, lo que les permite
transitar a un estado excitado. Cuando el electron pierde la energia lo libera en forma de fotones,

lo que genera la fluorescencia observada. Imagen tomada de Dey, 2018

Tipos de fluorocromos utilizados en citometria de flujo

Alo largo de los afios se han desarrollado una variedad de fluorocromos que pueden
acoplarse a otras moléculas (anticuerpos, sondas o acidos nucleicos), 0 se excitan
de acuerdo a una propiedad particular de la célula. Como se menciono
anteriormente, cada fluorocromo tiene una longitud de onda de absorcion y un rango
de longitud de onda de emisidn; parametros que son de gran relevancia para la
eleccién de los fluorocromos a utilizar en la realizacién de un ensayo de citometria
de flujo. Otro factor importante a considerar es el brillo de los fluorocromos. (Ver
tabla 1)

12
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El brillo de los fluorocromos es una caracteristica intrinseca que presentan las
moléculas de cada uno y hace referencia a la intensidad de la sefial luminosa que
pueden emitir. El brillo de un fluorocromo depende de su capacidad para absorber
la luz de manera eficiente (coeficiente de extincion) y la proporcion entre los fotones
absorbidos y aquellos que son emitidos (rendimiento cuantico) (Flores-Montero et
al., 2019; Maciorowski et al., 2017).

El brillo de los fluorocromos en términos generales, se clasifica como muy brillante,
brillante, medio y bajo; mediante esta clasificacion se pueden encontrar diversas
tablas o listas que agrupan a diversos fluorocromos. Generalmente este tipo de
guias se pueden encontrar de manera electronica, son realizadas por sitios
especializados como Fluorofinder y casas comerciales que venden reactivos para
ensayos de citometria de flujo. Ejemplo de ello es la Tabla 1 presentada en la pagina
anterior.

Ademas de esto, el identificar a un fluorocromo depende de la configuracion Gptica
de los detectores para colectar la luz de citometro (Baumgarth & Roederer, 2000;
Maciorowski et al., 2017).

Para una mayor comprension de los diferentes fluorocromos cominmente utilizados
en la citometria de flujo se pueden dividir en aquellos que se unen a proteinas,
aquellos que interactian con los acidos nucleicos y finalmente algunos fluorocromos

gue funcionan como moléculas reporteras.

a) Unidén a anticuerpos, proteinas o ligandos

Este tipo de fluorocromos son de gran utilidad para la deteccion de antigenos y
receptores, ademas de proveer gran informacion sobre las funciones celulares. Los
mas utilizados en esta categoria son los fluorocromos acoplados a anticuerpos,
como aquellos conjugados con ficoeritrina (PE por su nombre en inglés
phycoerythrin) o fluoresceina (FITC por su nombre en inglés Fluorescein
isothiocyanate). Actualmente existe una amplia variedad de fluorocromos que
pueden conjugarse con los diferentes anticuerpos, algunos ejemplos son PerCP
(por su nombre en inglés Peridinin-Chlorophyll-Protein), Alexa Fluor™ 488, APC
(por su nombre en inglés Allophycocyanin) y Texas-Red. Sumado a estos se

encuentran los denominados fluorocromos en tandem, conformados por dos
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moléculas fluorescentes unidos con un enlace covalente y que se basan en la
transferencia de energia de resonancia (FRET); ejemplo de ellos son PE-APC, PE-
Cy5, APC-Cy7 (Adan et al., 2017; Macey, 2007).

Por otro lado, cuando no existe un anticuerpo conjugado con una molécula
fluorescente o por el disefio del ensayo no pueden ser utilizados, existen proteinas
como estreptavidina, proteina A o avidina que son conjugadas con fluorocromos
permitiendo una tincion indirecta de las células (Macey, 2007). Finalmente, otro tipo
de tincion indirecta es aquella donde se utiliza un sistema de dos anticuerpos; el
primero es un anticuerpo monoclonal que reconoce la molécula de interés, mientras
gue el segundo reconoce al primer anticuerpo y se encuentra conjugado con el

fluorocromo para permitir la visualizacion de la sefial (Longobardi, 2001).

b) Unién a acidos nucleicos

Las moléculas fluorescentes que se unen al DNA permiten evaluar la integridad de
la membrana, la discriminacién de células nucleadas, la cuantificacion de DNA y el
analisis del ciclo celular. Una misma molécula puede tener varias de estas
aplicaciones dependiendo del fundamento con el cual se utiliza y el procedimiento
experimental al cual se someten las células. Dentro de los ejemplos que se pueden
nombrar se encuentra Pl (por sus siglas en inglés de propidium iodide), la 7
aminoactinomicina D (7-AAD), DRAQ7™ y DAPI (por su nombre en inglés 4',6-
diamidino-2-phenylindole) fluorocromos que pueden ser utilizados para la medicion
del ciclo celular y viabilidad. Ademas de esto, estos fluorocromos en combinacion
con el marcaje de la proteina Anexina V permite medir la apoptosis.

Hoechst 33342 y Vybrant™ DyeCycle™ son fluorocromos generalmente utilizados
para estudiar el ciclo celular (Chantzoura & Kaji, 2017; Macey, 2007).

c) Moléculas reporteras
Las moléculas reporteras pueden funcionar como sustrato o formar conjugados en
las células que tras su transformacion generan la fluorescencia que puede ser

medida mediante un citbmetro de flujo.
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Fluorocromos como DiOCe[3] (por su nombre en inglés 3,3-
Dihexyloxacarbocyanine lodide) y JC-1 (por su nombre en inglés 5,5°6,6-
tetrachloro-1,1’,3,3-tetraethyl- benzimidazolylcarbocyanine iodide) permiten Ila
evaluacién del potencial mitocondrial. De forma general son compuestos de caracter
lipofilico con carga positiva, o0 que les permite atravesar facilmente la membrana
mitocondrial y acumularse en el interior. Con un alto potencial mitocondrial se
acumula una mayor cantidad de estos compuestos en el interior; mientras que en el
caso contrario la cantidad de este tipo de fluorocromos sera menor (Cossarizza et
al., 2019).

DIBAC4[3] (por su nombre en inglés Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid)Trimethine
Oxonol) es utilizado para el potencial de membrana debido a que al ser una
molécula lipofilica con carga negativa no atraviesa la membrana mitocondrial. En un
ambiente hiperpolarizado existe una menor concentracion de DIBAC4[3] en el
citoplasma. Mientras que, en caso contrario, en una despolarizacion mayor cantidad
de DIBAC4[3] (Adams & Levin, 2012; Macey, 2007).

INDO-1 es una molécula usada para medir la movilizacion intracelular de Ca?* en la
célula. Una mayor concentracién de Ca?* genera mas unién con INDO-1 con un
espectro de emision alrededor de 475 nm; por otro lado, una menor movilizacion de
Ca?* provoca menor unién y el espectro de emision desciende a un valor alrededor
de 400 nm. H2DCFDA (por su nombre en inglés 2'7-Dichlorodihydrofluorescein
diacetate) es una molécula permeable en la membrana que tras sufrir una
desacetilacion y ser convertida a su forma oxidada por las especies reactivas de
oxigeno emite fluorescencia (Cossarizza et al., 2019; Macey, 2007).

El fluorocromo CFSE (por su nombre en inglés carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester) es una de las moléculas utilizadas para estudiar la proliferacion
celular. De manera general CFSE o sus analogos, son moléculas permeables que
se unen a los grupos amino de las proteinas intracelulares, lo que permite su
retencion al interior de la célula. De esta forma, la cantidad fluorocromo comienza a
diluirse entre las células conforme ocurre la division (Chantzoura & Kaji, 2017).
Finalmente, otro tipo de molécula que puede ser utilizada en ensayos de citometria

de flujo es la proteina verde fluorescente (GFP, por su nombre en inglés Green
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Fluorescent Protein) o sus andlogos como RFP (Red Fluorescent Protein) o YFP
(Yellow Fluorescent Protein). Mediante un procedimiento de transduccion se puede
producir una célula que exprese la proteina de interés conjugada con GFP. Su punto
maximo de emision es en aproximadamente 488nm lo que permite la visualizacion
de la fluorescencia verde en el citdmetro de flujo (Telford et al., 2012).

Estos son algunos de los fluorocromos mas utilizados en los ensayos de citometria
de flujo. Sin embargo, la eleccion de los diferentes tipos de fluorocromos depende
del objetivo del estudio y de la configuracién del citdmetro de flujo, para conocer si
los fluorocromos son compatibles con la configuracion del equipo y es posible su

deteccion (Flores-Montero et al., 2019).

Informacion que proporciona la citometria de flujo

A partir del proceso de transformacion y digitalizacion realizado por el sistema
electronico los datos pueden ser analizados, proceso que comprende la generacion
de gréficos y la estadistica correspondiente para generar el reporte necesario. De
una célula se puede obtener una gran cantidad de informacion, sin embargo, debe
ser compactada en valores que puedan ser evaluados de manera estadistica. La
creacion de un grafico permite la observacion de patrones o tendencias que puedan
presentar los datos (Roederer et al., 2004).

En la citometria de flujo existen dos tipos de gréaficos utilizados dependiendo de la

informacion requerida: graficos de un parametro o dos parametros.

a) Un parametro: histogramas

Los histogramas muestran la distribucion de un so6lo pardmetro, colocando en el eje
“X” los valores del parametro a interpretar (fluorescencia, FSC o0 SSC) y en el eje “y”
el niumero de eventos (células). Los histogramas son Utiles para observar diferentes
patrones de expresion entre muestras para un sélo parametro. Asi mismo, mediante
la determinacion de una fraccidén positiva a un pardmetro o marcador se puede
realizar la comparacion entre muestras y el control, lo que permite el reporte de
células positivas para el pardmetro en estudio (Fig. 7) (Roederer et al., 2004; Rothe,

2009).
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Fig. 7. Diversas representaciones de histogramas. a) gréfica de activacion de caspasa 3 en la
linea celular MDA-MB-231: en gris la muestra con tratamiento experimental, en linea sin
contorno la muestra sin tratamiento; b) histograma de expresion de CD3 en linfocitos T
marcando el porcentaje de células positivas; c) Graficas de la expresion del transportador Glut
1 en la linea celular A-427 sometida a diferentes condiciones experimentales. Imagenes

obtenidas de Cossarizza et al., 2019; Prado-Garcia et al., 2020; Verschoor et al., 2015.

Ademas del porcentaje de células positivas, otro dato de las células que se puede
obtener de un histograma es la intensidad media de fluorescencia (MFI); el cual es
un valor que permite relacionar la distribucién de fluorescencia en la poblacion
representada. Existen tres tipos de intensidad de fluorescencia que pueden ser
reportados basados en las medidas de la tendencia central; éstos son la media,
mediana o media geométrica de fluorescencia. La eleccion del tipo de MFI que debe
reportarse depende de la distribucién que se tiene de los datos. La media es util a
reportar cuando los valores tienen una distribucién Gaussiana, la media geométrica
conviene en valores con distribucion logaritmica. Los valores de la media y media
geomeétrica son mas susceptibles a pequefios cambios por valores atipicos. Por ello
es usualmente mas utilizado el valor de la mediana, ya que es menos susceptible a
estos cambios y no se ve alterada por la distribucién de los datos; siendo asi un

valor mas robusto para reportar (Cossarizza et al., 2019; Shapiro, 2003).

b) Dos pardmetros: gréafico de puntos, contorno y densidad
Este tipo de graficas son las mas conocidas para la citometria de flujo, permite la

representacion de dos parametros correlacionados en un sélo gréafico. De forma
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general este tipo de grafico puede ser dividido en cuadrantes y dependiendo de la
fluorescencia emitida por las células se tienen cuatro tipos de poblaciones: dobles
negativas (sin expresion de ninguna fluorescencia), positivas al fluorocromo 1,
positivas al fluorocromo 2 y dobles positivas (expresion de ambas fluorescencias)
(Fig. 8) (Givan, 2011; Rothe, 2009)

Fluorescencial @

Fluorescencia 2

Fig 8. Divisién en cuadrantes de un grafico de dos parametros. Como ejemplo se presentan dos
tipos de fluorescencias hipotéticas; las células pueden tener cuatro combinaciones posibles, la
presencia de solo la fluorescencia azul, células con solo la fluorescencia naranja, células que

tienen la fluorescencia azul y naranja y finalmente las células sin ninguna de las dos
fluorescencias.

El gréfico de puntos, de contorno y de densidad (pseudocolor) son los tres tipos de
representaciones graficas de dos parametros mas comunes en la citometria de flujo
(Fig. 9). En el gréafico de puntos (dot-plot en inglés) cada punto corresponde a un
evento que es acomodado en coordenadas “x” y “y” de acuerdo a la intensidad de
la sefial que presente para los dos parametros (Rothe, 2009).

El grafico de contornos permite la visualizacién de los eventos que se encuentran
en la misma coordenada mediante la representacion de lineas de contorno y sin la
saturacioén del grafico como puede ocurrir en el dot plot. Cada linea puede encerrar
los eventos con una probabilidad del 2%, 5% 6 10%, de manera que el Gltimo
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contorno contiene aproximadamente el 95% de todos los eventos graficados
(FlowJo, n.d.; Herzenberg et al., 2006). Por otro lado, el grafico de densidad (o
pseudocolor) utiliza un rango de colores para indicar que los eventos se encuentran
en una misma posicion, es decir, la frecuencia de los eventos en cierta region
(Roederer et al., 2004).

En comparacion con el grafico de puntos, los graficos de contornos y pseudocolor
proveen de una mejor representacion de las frecuencias de los datos obtenidos,
facilitando la discriminacion de diferentes regiones en el grafico (Herzenberg et al.,
2006).

Dot plot Pseudocolor plot ~ Contour plot

,,,,,, S e———

Fig. 9. Tipos de gréficos de dos parametros mas usados en la citometria de flujo. Modificado de
Roederer 2004.

A partir de este tipo de graficos se puede obtener el porcentaje de células que son
positivas a las moléculas de interés en la grafica. Ademas, son de gran utilidad para
generar la estrategia de andlisis de los datos del experimento, ya que permiten ir
seleccionando regiones de poblaciones celulares de interés de manera consecutiva
(Roederer et al., 2004; Rothe, 2009).

Requerimientos basicos para un ensayo de citometria de flujo

Dependiendo del fendmeno que se pretende estudiar en las células, el
procedimiento para realizar un ensayo de citometria de flujo puede variar. Sin

embargo, para una mayor comprension del disefio de un ensayo basico se puede
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dividir en las siguientes etapas: fase pre-analitica, fase analitica y fase post-
analitica. Este apartado se concentra en la fase pre-analitica que abarca los
aspectos de la preparacion de la muestra, el marcaje de las células asi como el
disefio del panel y la compensacion; durante la fase analitica se realiza la
adquisicién de los datos haciendo uso del panel y aplicando la compensacion
correspondiente. Finalmente, el andlisis de los datos corresponde a la fase post-
analitica (Fig. 10) (Maecker et al., 2012).

Fase Pre-analitica Fase Analitica Fase Post-analitica
1 I
[ Muestra celular
Cri 6 Detector de
HORIes0ivacion fluorescencia células CD3+
H. N ! —————
N CcD8}f—%—

'S ‘ Firo  dispersa CD4
J ] Seleccion de

A optico .
| !‘ | | Separacion y © poblacncén de
i interés
preceanmanic - Pas0 de la suspension celular :

Obtencién de la muestra e (T P

de muestra
; 2\
*@)@

Proceso de
tincion

Fig. 10. Etapas generales de un ensayo de citometria de flujo: fase Pre-analitica, fase Analitica

fase Post-analitica. Imagen modificada de Maecker et al., 2012.

-Preparacién de la muestra

Para que una muestra pueda ser analizada por el citbmetro es necesario que se
encuentre en suspension. Si la muestra ya se encuentra en suspension, como es el
caso de una muestra de sangre o médula 6sea, pueden solo realizarse procesos de
filtracion y centrifugacion para eliminar restos celulares agregados o poblaciones
celulares que no son de interés (Cossarizza et al., 2019; Longobardi, 2001). En el
caso de un tejido o un cultivo de células, la suspension celular se puede preparar
por método mecanico o enzimatico; en cualquiera que sea utilizado es conveniente

medir la viabilidad y el conteo de las células que se obtienen al final. Mayores
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detalles en el procedimiento de preparacion de la suspensién depende del objetivo
a estudiar en las células (Cossarizza et al., 2019).

-Marcaje

Lo siguiente a revisar en la preparacion de la muestra es el proceso de marcaje o
tincion de las células. Dependiendo de la ubicacién de las moléculas a marcar con
el fluorocromo, el marcaje puede ser en la membrana citoplasmica o a nivel
intracelular.

Las tinciones de superficie permiten la deteccidén de una gran cantidad de moléculas
con el uso de anticuerpos, receptores de ligando o sondas; como el caso de Anexina
V que detecta la salida de fosfatidilserina en la membrana (Cossarizza et al., 2019).
Ademas de esto, las tinciones de superficie permiten la inmunofenotipificacion de
células; ya que mediante marcadores de superficie conocidos como marcadores de
linaje se puede realizar la discriminacién de diferentes poblaciones celulares.

El marcaje intracelular detecta la expresion de diferentes moléculas como factores
de transcripcion, citocinas, quimiocinas o de componentes del citoesqueleto. Para
la detencién de algunos marcadores intracelulares puede ser necesario que las
células sean primero estimuladas para su expresion (Cossarizza et al., 2019).

El procedimiento detallado de como realizar el marcaje celular depende de las
caracteristicas del ensayo y la molécula objetivo del estudio. Sin embargo, en una
tincion de superficie suele realizarse el proceso de fijacibn para mantener la
estructura y locacion de las moléculas. En una tincion intracelular se realiza la
fijacion y ademas la permeabilizacion que permite la entrada de los anticuerpos al
interior de la célula (Cossarizza et al., 2019).

Independientemente del tipo de tincion que se pretenda llevar a cabo es importante
revisar la viabilidad de las células, ya que las células muertas pueden generar
uniones inespecificas con los anticuerpos utilizados y producir sefiales falsas
positivas (Cossarizza et al., 2019). La eleccion de las moléculas para reportar la
viabilidad depende del tipo de marcaje realizado, por ello es necesario conocer el
fundamento del fluorocromo de viabilidad para determinar si es compatible con el

procedimiento experimental.
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-Creacion de panel y compensacion

La eleccion de los fluorocromos es parte importante del disefio del ensayo de
citometria. Para el uso de diferentes marcadores y fluorocromos en un ensayo de
inmunofenotipificacion o en el estudio de las funciones biolégicas que se pueden
medir en citometria de flujo, es necesario conocer algunos puntos clave con el fin
de crear un panel de fluorocromos que permita obtener resultados sin demasiadas
interferencias que compliquen el analisis de los datos.

Los pasos mas importantes para la creacién del panel son los siguientes que se

observan en la figura 11:

e e e . i « Control del efecto spillover
: Identificacion de: i « Generacion de la i
i « Tipos de marcadores: compensacmn

L« Nivel de expresnon el ibmessaseaseeprasmesssuseassevsmssassaomnsand

1 3

Configuracion Eleccion de Pruebay Compehsaci(’)n y
del citometro marcadores optimizacion aplicacion del panel

2 4

: Identmcamon de:
i « Mesa Optica del

,,,,,,, e quo . DlSpOI‘lIblhdad comercial

: « Brillo relativo de fluorocromos
i « Titulacién de anticuerpos :

Fig. 11. Fases del disefio de panel para un ensayo de citometria de flujo. En recuadros los

aspectos a destacar de cada fase. Imagen basada en Holmberg-Thyden et al., 2021.

1)Configuracion del citdmetro de flujo:

Conocer la configuracion de laser y filtros (mesa Optica) con las que cuenta el equipo
a utilizar permite la elecciéon de los fluorocromos que son posibles emplear y
aquellos que son incompatibles. Se pueden encontrar tablas que indican los
diferentes fluorocromos que son excitados con los diferentes tipos de longitud de
onda de los laseres. Cuando el numero de fluorocromos a utilizar es reducido, es
recomendable utilizar diferentes laser y fluorocromos en los que su espectro de
emision se encuentre mas distante entre ellos (Bunshell, 2015; Maciorowski et al.,
2017).
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2) Eleccion de marcadores

Es necesario investigar los tipos y la expresion de marcadores en las células de
estudio. Existen en general dos tipos de marcadores, los marcadores de linaje que
permiten la identificacion de poblaciones celulares a un fenotipo en particular. Por
otro lado, se encuentran los denominados marcadores de interés. Estos ultimos
pueden presentar diversos patrones de expresion dependiendo de las condiciones
experimentales o tener una expresién desconocida que va a estudiarse (Mair &
Tyznik, 2019).

Otro aspecto a considerar es la densidad con la cual se expresan los marcadores.
Clasificando los niveles de expresion en baja, intermedia, alta o desconocida se
puede decidir con qué fluorocromo es mejor identificar cada marcador. Ya que los
fluorocromos tienen diferente intensidad de brillo, es conveniente escoger aquellos
fluorocromos con alto brillo para las moléculas que presentan un poco o
desconocida expresion en la célula y en caso contrario para las moléculas con alta
expresion suelen utilizarse los fluorocromos con bajo brillo. (Maciorowski, et.al,
2017)

3) Prueba y optimizacién

Un aspecto muy importante a considerar es la disponibilidad de los diferentes
anticuerpos y moléculas reporteras que se encuentran ya conjugadas con los
diversos fluorocromos y que estan disponibles comercialmente; ya que esto puede
limitar el disefio del panel y de ser necesario adaptar a la disponibilidad de algunos
fluorocromos.

Ademas de lo hasta ahora mencionado para generar una buena combinacién de
fluorocromos a utilizar, un valor que puede ayudar a la eleccion es el indice de
tincion. El indice de tincidon (Sl por sus siglas en inglés) es un valor que indica la
separacion entre la poblacion positiva y negativa de un fluorocromo, permitiendo
comparar el brillo relativo de los diferentes fluorocromos. A un mayor valor de indice
de tincion la separacion entre ambas poblaciones es mayor y viceversa.
(BioLegend-Blogs, n.d.; Bunshell, 2015). El Sl esta influenciado por las propiedades

intrinsecas del fluorocromo, pero también por la configuracion optica del citbmetro
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y los ajustes que se le hagan al mismo; por ello no puede tomarse como un valor
unico para la eleccion de los fluorocromos (Maciorowski et al., 2017).

Una vez elegido el panel de fluorocromos tomando en cuenta lo antes mencionado,
es importante realizar la titulacion de los mismos. La casa comercial de los
fluorocromos proporciona una concentracibn recomendaba para su uso; sin
embargo, el objetivo de la titulacidn tiene como fin encontrar la mejor concentracion
del reactivo. De esta manera se busca reducir las interferencias por uniones no
especificas del anticuerpo, disminuir su desperdicio y ajustarlos a las condiciones
experimentales a probar (Bunshell, 2015; Cossarizza et al., 2019; Mair & Tyznik,
2019).

4) Uso y compensacion

Para el uso del panel es necesario tomar en cuenta la superposicion de los
espectros de emision de los fluorocromos (conocido por su nombre en inglés como
spillover) y en consecuencia la generacion de la matriz de compensacion. Un
fluorocromo tiene un rango de emision de fluorescencia determinado y este espectro
de emisién puede coincidir con la excitacion o emision de otros fluorocromos,
generando que las fluorescencias se traslapen en los diferentes canales de
deteccion. Lo anterior es conocido como spillover y existen tres fuentes que lo
generan: el traslape de los espectros de emisién continuos, la inestabilidad de los
fluorocromos en tandem y la excitacion por laseres diferentes de dos fluorocromos
con un espectro de emision similar (Maciorowski et al., 2017).

A pesar de tener cuidado en el disefio de panel, es posible que se presenten ciertas
interferencias al momento de adquirir los datos consecuencia del spillover, por ello
es necesario realizar el proceso de compensacion.

La compensacion es el proceso matematico que permite calcular la cantidad de
fluorescencia de un fluorocromo en el canal de otro fluorocromo y asi sustraer esa
sefal no deseada. El objetivo de la compensacion es asegurar la deteccion de la
sefial individual de cada fluorocromo y que los datos observados no sean afectados
por el spillover (Fig. 12) (Bunshell, 2015; Maciorowski et al., 2017).

Actualmente la compensacién es calculada de manera automética por los

programas de adquisicion y analisis de citometria de flujo. Con ayuda de los
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controles de compensacion, el programa genera una matriz de compensacion que

puede ser aplicada a todas las muestras del experimento (Maciorowski et al., 2017).
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Fig. 12. Célculo y aplicacion de la compensacion para las sefales de FITC (eje x) y PE (eje y)
en un tubo que marcado sélo con FITC. En la grafica superior se observa los datos sin
compensar con una sefial positiva para PE (poblacién en diagonal). Tras realizar el proceso de
compensacion, la sefial positiva a PE desaparece y las poblaciones se alinean horizontalmente

con valores de MFI similares. Imagen tomada de Maciorowski et al., 2017.

-Controles

Como en cualquier ensayo bioldgico, el uso de controles es indispensable para la
generacion de resultados confiables y de calidad que puedan ser posteriormente
analizados. Permiten la distincion entre una respuesta positiva y negativa, ademas

de evitar resultados que puedan ser falsos positivos. Dos tipos de controles son
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utilizados en la citometria de flujo, los controles de citometria y los controles

bioldgicos.

Controles de citometria

1)Células sin tincion (autofluorescencia)

Las células pueden presentar cierta cantidad de fluorescencia por la presencia de
moléculas con anillos aromaticos como NADPH, flavinas o algunos aminoécidos; lo
gue genera errores en la deteccion de las moléculas blanco por una disminucién en
la resolucion y sensibilidad de la sefial. Este tipo de control es usado para calcular
la compensacion y ajustar el voltaje en los detectores PMT tomando en cuenta la
fluorescencia basal de las células a analizar (Bunshell, 2015; Staats et al., 2019).
2) Compensacion

Los controles de compensacion son utilizados para generar la matriz de
compensacion gue permite disminuir el spillover. Se debe contar con un control para
cada marcador fluorescente que se incluye en el panel, por lo que el nimero de
tubos control varia dependiendo del experimento. Para el control se utilizan células,
perlas conjugadas con un fluorocromo en particular o perlas de captura recubiertas
con el anticuerpo de interés. Independiente del tipo de control que se utilice, se debe
someter a las mismas condiciones experimentales que las muestras experimentales
(Maecker & Trotter, 2006; Sun et al., 2021).

Para lograr una adecuada compensacion es necesario que se utilicen los mismos
fluorocromos en los tubos para compensar y en las muestras problema. Ademas de
esto, los controles de compensacion deben emitir fluorescencia con la misma

intensidad que las muestras problema (Bunshell, 2015).

3) Control de isotipo

El control de isotipo corresponde a anticuerpos de la misma clase de
inmunoglobulina y la misma marca fluorescente que el anticuerpo de estudio pero
gue esta dirigido a un antigeno que se presume no se encuentra en las células de
estudio. Funciona como un control negativo al representar las uniones no
especificas de la tincion con los anticuerpos. Actualmente este tipo de control es

menos usado debido a que presenta dos principales limitaciones, la primera de ellas
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es que el nivel de tincidbn que genera puede variar entre anticuerpos con el mismo
fluorocromo y el segundo es que no toma en cuenta el spillover como es el caso del
control FMO. Asi mismo, al utilizar este anticuerpo se da por hecho que el control
de isotipo tiene la misma concentracién que el anticuerpo a evaluar, que no presenta
uniones inespecificas con las células que se estan evaluando y que tiene el mismo
radio fluorocromo/proteina de acoplamiento (Maecker & Trotter, 2006; Staats et al.,
2019; Sun et al., 2021).

Finalmente, respecto a su uso, actualmente existe una controversia sobre que tan
conveniente es utilizar este tipo de control. Debido a las desventajas que puede

presentar se ha disminuido su uso y es preferible usar el control FMO.

4) Fluorescencia menos uno (FMO por sus siglas en inglés Fluorescence Minus
One)

El tubo de control FMO contiene todos los fluorocromos utilizados en el panel
excepto uno, proporcionando asi informacion sobre la dispersion de las otras
fluorescencias en el canal de interés. Debido a que en los tubos FMO solo una
variable es modificada, su uso permite distinguir las sefiales positivas de las
negativas cuando se comparan con las muestras problema y la sefial puede ser
atribuida a las condiciones experimentales a probar y no a la interferencia de los
demas fluorocromos utilizados en el panel (Cossarizza etal., 2019; Sun et al., 2021).
5) Viabilidad

El control de viabilidad permite distinguir entre células muertas y vivas en la muestra,
basandose en la retencion o exclusion del fluorocromo de viabilidad en la célula.
Existen tres tipos de fluorocromos que pueden ser utilizados, los primeros de ellos
son aquellos que se unen al DNA y se mencionaron anteriormente como PI, 7-AAD
y DAPI. En el caso de ensayos que requieren permeabilizar y fijar las células se
pueden usar los fluorocromos con union a los grupos aminos de las proteinas,
ejemplos de este tipo son las diferentes variaciones de LIVE/DEAD™,
ZombieDye™, Fixable viabilit dyes™, Por altimo, la Calceina AM es un colorante
vital que emite fluorescencia como consecuencia de una actividad metabdlica en la
célula (Cossarizza et al., 2019; McKinnon, 2018; Sun et al., 2021).
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6) Anticuerpo secundario

Este tipo de control se utiliza cuando se realiza una tincion indirecta en la cual se
requieren dos anticuerpos; el primero dirigido hacia la molécula de interés mientras
gue el segundo reconoce el primer anticuerpo y tiene conjugado un fluorocromo que
genera la sefial luminosa. En control del anticuerpo secundario consiste en incubar
la muestra solo con el anticuerpo secundario, con el fin de determinar una posible
unién inespecifica y demostrar que la sefial mas brillante que se observa es debido
a la interaccion entre el anticuerpo primario unido a la célula y el anticuerpo

secundario (Barbierato et al., 2012; Donaldson, 2015)

Controles bioldgicos

La correcta seleccion de los controles bioldgicos depende de un adecuado disefio
experimental, por ello es necesario comprender la funcién de cada control. De
manera general, los controles bioldgicos se pueden dividir en dos tipos: control
positivo y negativo.

1)Control positivo

El objetivo de este control es observar la respuesta a evaluar, demostrando que
puede ser detectada en la muestra y con el disefio experimental realizado. Un
control positivo puede tener diferentes origenes dependiendo del experimento.
Puede ser una muestra que es estimulada con un agente quimico conocido y que
genera la respuesta, o una poblacién celular en la cual se expresan los marcadores
de interés (Maecker & Trotter, 2006).

2) Control negativo

Contrario al control positivo, la finalidad de este control es que no se observe la
respuesta que se pretende investigar, ayudando a distinguir entre resultados
positivos y negativos. En este caso, puede ser una poblacion celular que no exprese
los marcadores de interés sometida a las mismas condiciones experimentales. Por
otro lado, en ensayos de estimulacién un buen control negativo es una muestra sin
estimulo, ya que considera el spillover y la unién inespecifica que puedan tener los
fluorocromos en el canal de la medicion de interés (Cossarizza et al., 2019; Maecker
& Trotter, 2006).
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Hasta este punto, se ha mencionado todos los aspectos importantes a considerar
para la preparacion de la muestra junto con el disefio del panel. Posteriormente se
puede realizar la lectura de las muestras en el equipo o citdmetro de flujo para

finalmente realizar el andlisis de los datos.

Andlisis supervisado de citometria de flujo

Dentro de la fase post-analitica de un experimento de citometria, el analisis de datos
es un proceso que puede llegar a ser complejo. El avance en la instrumentacion y
reactivos permite en un citometro de flujo la deteccibn de mas parametros de
manera simultanea y en diferentes condiciones experimentales, lo que genera que
los datos que se deben procesar y analizar sean cada vez mas complejos y los
programas que se requieren sean mas avanzados (Lugli et al., 2010).

A pesar de los avances en las herramientas de analisis de datos uno de los métodos
clasico es el conocido como gating manual, el cual continda siendo muy utilizado
sobretodo en aquellos casos con pocos parametros. Las herramientas de analisis
se pueden clasificar en dos tipos supervisados y no supervisados. En un analisis
supervisado el operador conduce el analisis de los datos mientras que, en los
analisis no supervisados a pesar de que existe un proceso de preseleccion, la
mayoria del analisis de seleccidn y agrupacion de los datos lo realiza el software
utilizado. Los analisis no supervisados permiten la generacion de modelos
descriptivos que se ajusten a la estructura de los datos y el descubrimiento
poblaciones celulares con patrones de expresién no antes identificados dentro de
una gran cantidad de datos. Por lo otro lado, los analisis supervisados son utilizados
para la generacién de modelos predictivos con el fin de relacionar el dato obtenido
con la variable de interés. Son Gtiles cuando se pretende replicar un experimento de
una poblacién bien identificada. El gating manual corresponde a un andlisis
supervisado (Cossarizza et al., 2019; Wang & Brinkman, 2019).

El método de gating consiste en la identificacion de las células de interés dentro de
una muestra heterogénea a través de la seleccion manual y secuencial de regiones
en las graficas de un parametro o dos parametros, permitiendo asi el analisis en la

poblacion de interés (Fig 13).
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Fig. 13. Ejemplo de seleccion secuencial de gates (A-E). Las regiones utilizadas para graficar
en el siguiente paso se encuentran en contorno negro. La seleccion de regiones va de lo general

a lo particular. Imagen tomada de Cossarizza et al., 2019.

El procedimiento de gating consiste en la seleccion de regiones en las graficas; una
region es un grupo de células que comparten ciertas similitudes en términos de la
dispersion de la luz como son el tamafio, granularidad y la intensidad de
fluorescencia. Como se observa en el ejemplo de la figura 13, la seleccion en las
gréficas Ay B es mediante los eventos con similitud entre su tamafio y granularidad,
mientras que en C, D y E se realiza tomando en cuenta la intensidad de
fluorescencia que pueden presentar con los diferentes fluorocromos utilizados. Esta
seleccién secuencial en cada tipo de grafica se explicara mas a detalle en las
siguientes secciones de este trabajo.

El término gate se refiere a la region seleccionada en la grafica y es de utilidad para
definir ala poblacion de células del andlisis final. Asi cada gate que se va generando
de manera secuencial funciona como un filtro para eliminar interferencias e ir
definiendo la poblacién en la cual se requiere medir el fenébmeno a estudiar (Fig. 14)
(Givan, 2011; Longobardi, 2001; Montante & Brinkman, 2019).
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Fig. 14. Ejemplo de obtencién de gates. Dentro de la gréfica de tamafio contra granularidad se
seleccionaron tres poblaciones diferentes para generar tres gates independientes. En cada gate
se observan los patrones de fluorescencia (verde y naranja) de cada poblacién. En un analisis
directo de las fluorescencias sin la seleccion de gates, no se pueden distinguir los patrones de

fluorescencia de cada poblaciéon. Imagen tomada de Givan, 2011.

A pesar de las limitaciones que puede tener esta estrategia de analisis, el método
de gating continda siendo muy utilizado. Su comprension puede favorecer el
entendimiento de los principios de técnicas mas avanzadas para el analisis de datos
multiparamétricos. Es por esto que es necesario la generacion de una guia que
indique los principales gates que debe contener un analisis de citometria.

La creacion de gates y el andlisis completo puede variar dependiendo del objetivo
del estudio. Sin embargo, existen gates que son comunmente utilizadas dentro de
varias de las aplicaciones que la citometria de flujo tiene y deben incluirse en un

andalisis manual basico como un control de calidad.

a) Gate de tiempo
Este tipo de gate funciona como un buen parametro de control de calidad ya que

permite identificar las alteraciones temporales en la dinamica del flujo de la muestra.
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El flujo de la muestra puede verse alterado por las diferencias de presiones y
densidad utilizadas para generar el flujo hidrodinamico, siendo més inestable al
inicio y final de la adquisicion. La presencia burbujas de aire o particulas largas son
las dos principales causas de la interrupcion temporal del flujo lo que puede generar
una alteracion en la sefial de fluorescencia obtenida en ciertos periodos, dando
como consecuencia anomalia en los datos (Fig. 15) (Fletez-Brant et al., 2016; Staats
et al., 2019).

Para la seleccion manual del gate de tiempo se puede graficar FSC, SSC o la
fluorescencia contra el tiempo y escoger la region mas homogénea del flujo, aquella
donde se observe un patrén continuo de datos y con valores similares del parametro
de FSC, SSC o fluorescencia. En caso de tener espacios entre secciones de células,
la seleccion se debe hacer en la regiébn donde no se observan puntos que indiquen

la presencia de las células, es decir debe existir espacios vacios entre cada seccion

de células.
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Fig. 15. Ejemplos de flujos y su clasificacion dependiendo de su estabilidad. Imagenes tomadas
de Bunshell, 2015; Staats et al., 2019.
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b) Gate de células individuales

El objetivo de este gate es eliminar agregados de células (también conocidos como
dobletes) asi como restos celulares de la poblacién de interés para analisis
posteriores. Estas interferencias se forman por factores propios de las células como
el dafo, la desintegracion de las células muertas o en proceso de muerte, la
presencia de moléculas adherentes y la presentacién antigénica. También puede
ser por factores durante la preparacion de la muestra como la incompleta
degradaciéon de los tejidos, una alta concentracion de la muestra o una alta
velocidad del flujo. (Staats et al., 2019; Wersto et al., 2001).

Como se explico anteriormente en el apartado del sistema electrénico, por cada
evento que pasa por el citbmetro se genera un pulso de voltaje con un valor de
altura (H), ancho (W) y area (A). La forma mas comun de generar este tipo de gate
es utilizando el parametro de FSC, graficando FSC-A vs FSC-H o FSC-A vs FSC-
W; aunque también puede realizarse con el pardmetro de SSC en lugar del tamafio.
(Stadinski & Huseby, 2020; Sun et al., 2021). Laregion a seleccionar en estos casos
es aquella donde los eventos presenten una correlacién lineal entre ambos

parametros graficados, ya que los agregados no presentan esta tendencia (Fig. 16).

Direccion

{ g Area total
del flujo £ A 10vius
célula .:1‘_3.
individual 5 -l
I ———— Tiempo de > 0.74 87
; : ()
Laser } paso atraves o 200 | Células aglomeradas
del laser = 1uys @ i
2 .
Tiempo = 1ps \<
T, P
celulas 24 Area total e
n aglomeradas G 30v/us Células individuales
o
T
.J—Li Tiempo de S
4 >
Laser pasg a traves bk
del laser=3us © ceeem sy
A o
0 0 SOK 100K 150K 200K 250K
c > FSC-H

Tiempo = 3us

Fig. 16. Generacion de agregados. Cuando una sola célula atraviesa el punto de interrogacién
y es iluminada por el laser se genera un pulso con un W, H y A determinado. H indica la

intensidad de la sefal y es proporcional al area del pulso. En el caso de un agregado celular,
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tarda mas tiempo en pasar por el punto de andlisis teniendo una W y A mas grande, mientras

gue H permanece igual. Imagen tomada de Bunshell, 2015.

Para la gréfica A vs H las células individuales se concentran para formar una linea
recta con una pendiente de aproximadamente de 45 grados, y los agregados se
visualizan alrededor de esta region. En el caso de la grafica A vs W, las células
individuales tienen una tendencia lineal con una mayor pendiente y los agregados

se observan en una lineal horizontal en la grafica (Fig. 17).
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Fig. 17. Ejemplos de gates para discriminar células individuales de los agregados. En
pseudocolor graficas de A vs H en parametros de tamafio y granularidad, seleccionando en el
contorno las células individuales (singuletes). Gréfica de puntos muestra seleccion con
parametros de A vs W, en el contorno seleccionado se muestran los agregados (dobletes).

Imégenes tomadas de Staats et al., 2019; Wersto et al., 2001.

De manera adicional se puede realizar una doble discriminacion de las células
individuales. Primero graficando en relacién a FSC y posteriormente graficando en
relacion a SSC; con el fin de asegurar que los agregados se eliminaron
adecuadamente y evitar que generen eventos falsos dobles positivos en las
siguientes graficas (Staats et al., 2019; Stadinski & Huseby, 2020).

c) Gate de viabilidad
Este tipo de gate se utiliza para para asegurar que la respuesta que se va a estudiar
corresponde a las células viables en la muestra. Las células muertas tienen una

unién no especifica a los anticuerpos, por lo que su eliminacién del analisis permite
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remover los eventos falsos positivos. Ademas, esta interferencia generada por las
células muertas en condiciones sin estimulacion puede complicar la distincion entre
la poblacion negativa y positiva (Price et al., 2021; Staats et al., 2019).

Para poder distinguir en este gate la poblacion de interés, es necesario conocer
cémo interactda el fluorocromo utilizado con las células dependiendo de su fijacion
0 Nno, ya que de esto dependera la intensidad de la sefial de fluorescencia observada
gue indique la viabilidad de las células. Sin embargo, suele distinguirse a las células
viables por una sefial negativa o muy baja hacia el fluorocromo utilizado graficando
FSC-A vs fluorocromo de viabilidad (Fig. 18).
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Fig. 18. Ejemplos de seleccion de células vivas en una gate de viabilidad graficando con FSC o

SSCy el fluorocromo de viabilidad. Imagenes obtenidas de Cossarizza et al., 2019.

d) Gate de tamafio y granularidad

El objetivo de esta gate es seleccionar la poblacion celular de interés cuando se
tiene una muestra heterogénea de células, como es el caso de una muestra
sanguinea. Para seleccionar la poblacién se grafican los parametros de SSC vs
FSC. Este tipo de gate es muy utilizada para identificar poblaciones de células de
sangre periférica ya que, dependiendo del tamafio y granularidad, las células se
separan en regiones de linfocitos, monocitos y granulocitos (Staats et al., 2019).
En caso de estudiar una linea celular, la grafica SSC vs FSC permite seleccionar la
region mas homogénea y evitar incluir restos celulares o células muertas en el

analisis (Fig. 19)

36



2 8] g 81 N
e a4 A Tl B " Granulocitos |
- ] L b
o 1 g :
S 2 &7
R 3
S <7
1 d U ]
UU) 8 1 0 8.1
W = 1 w - N
" 1 ol
o 2.1 : "‘W:r Monocitos
i 4 : o b
" ; ’.'Tw Linfocitos
o “I"I_T'_T‘T-y"r-- . ™1 B e | T TrTrTT
0 50 100 4150 200 250 50 100 150 200 250
FSC-A 1000 FSC-A %1000

Fig. 19. Ejemplos de gates de tamafio y granularidad. A) Seleccion en linea celular de tumor
para diferenciar de los restos celulares; B) Discriminacion de diferentes poblaciones celulares
con una grafica de SSC vs FSC de una muestra. Imagenes tomadas de Cossarizza et al., 2019;
Leach et al., 2013

e) Gate de poblaciones especificas

Las gates que se mencionaron anteriormente pueden aplicarse de manera general
a la mayoria de los ensayos. Sin embargo, las gates de poblaciones especificas
pueden variar dependiendo de los marcadores elegidos para el objetivo de estudio
(Fig. 20). Es importante buscar informacion en la literatura relacionada con la
expresion de los marcadores de las células que se pretenden evaluar, con el fin de
seleccionar las regiones de interés con mayor facilidad.

Este tipo de gates pueden ayudar a identificar un tipo de subpoblacion de interés
dentro de una muestra heterogénea. Por ejemplo, la identificacion de linfocitos T
CD8* en una muestra de sangre periférica; en donde después de seleccionar la
poblacion de linfocitos con la grafica de tamafio y granularidad, la combinacién de
gates con los marcadores para CD3, CD4 y CD8 permite la identificacion de la
poblacion positiva a CD8. Ademas de esto, en ensayos para evaluar funciones
celulares como puede ser la activacion tras la estimulacion, la proliferacion, el ciclo
celular, entre otras; la seleccion de las regiones se basa en la comparacion con los
controles utilizados ya sea FMO o los controles positivos y negativos. Con ayuda de
los controles es posible observar la regién positiva que responde a las condiciones

experimentales (Staats et al., 2019).
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Fig. 20. Ejemplos de tipos de selecciones dependiendo de los marcadores: a) Evaluacion de la
produccién de IFNy en linfocitos T CD8 graficando CD8 vs IFNy; b) Diferenciacion de
subpoblaciones de linfocitos T graficando CD8 vs CD4; c) Medicién de la presencia de linfocitos
T reguladores (FoxP3*CD25%) en una muestra sanguinea graficando FoxP3 vs CD25, ejemplo

empleando cuadrantes. Imagenes tomadas de Price et al., 2021; Staats et al., 2019.

Ejemplo de analisis supervisado: Medicion de la proliferacion de
linfocitos T CD4*y CD8*

En el apartado anterior se definieron las principales graficas utilizadas en un analisis
supervisado de citometria de flujo. Sin embargo, la seleccion de regiones
particulares especialmente de cada poblacion a analizar depende del objetivo del
ensayo Y los diferentes marcadores utilizados para su propadsito.

En este apartado se presenta un ejemplo de la estrategia de analisis con regiones
realizado en un ensayo de proliferacion de linfocitos T CD4* y CD8* de un donador
sano.

El ensayo consistio en la obtencion de células mononucleares y su estimulacion con
fitohemaglutinina (PHA), un agente que induce la proliferacion de las células. PHA
es un mitdgeno policlonal que se une a glucoproteinas de la superficie de los
linfocitos T que funcionan como receptores, generando la activacion de factores de
transcripcion que promueven la proliferacion (Abbas et al., 2012; Murphy et al.,
2009)

El control positivo en este ensayo fue PHA a una concentracion de 10 pug/mL; por

otro lado, el control negativo fueron las células sin estimular.
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El panel utilizado para distinguir a los linfocitos T fue el siguiente: a) anti-CD3 eFluor
610, b) anti-CD4 PE, c) anti-CD8 APC-Cy?7.

La adquisicion se realiz6 en un FACSAria Il usando los siguientes filtros: eFluor 610
(610/20 y 595LP), PE (576/26 y 556 LP), APC-Cy7 (780/60 y 735LP), CellTrace™
Violet (CTV) (450/40).

Para medir la proliferacion se utilizo el colorante conocido como CTV (por su hombre
en inglés CellTrace™ Violet), una molécula que es permeable a la membrana
celular. Una vez dentro de las células, por accion de las esterasas intracelulares el
CTV maodifica su estructura y se une de manera covalente a los grupos aminos de
las proteinas, lo que le permite mantenerse en el interior. Conforme la célula se
divide el colorante se divide aproximadamente a la mitad entre las células,
generando la dilucion del colorante a través de las generaciones (Zolnierowicz et
al., 2013).

La medicion de la proliferacion se midi6 al dia tres y al dia siete posterior a la
estimulacion y el analisis de los datos se hizo utilizando el programa de anélisis
FlowJo (versién 10.8.1, Becton Dickinson). Sin embargo, puede seguirse la misma
seleccion de gates sin importar el software que se utilice.

Durante la fase de adquisicién de los datos se realizaron los ajustes para el calculo
y aplicaciéon de la correcta compensacion, colocando los controles necesarios para
su obtencién; que son los tubos de cada fluorocromo individual y la muestra sin
ninguna tinciéon. Como se menciond anteriormente, la compensacion es calculada
de manera automatica y se genera la matriz de compensacion correspondiente (Fig.
21).
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Fig. 21. Matriz de compensacion y gréficas de muestra sin estimular. En azul se muestran los
datos sin compensar y el negro aplicando la compensacion en la muestra. Imagen tomada de

la matriz generada en FlowJo a partir de la lectura de las muestras en el citometro.

La figura 21 muestra la compensacion adquirida de manera automatica, la cual fue
utilizada para todas las muestras experimentales. Se observa una mejora en la
visualizacion de las graficas de los datos compensados en comparacion de aquellos
sin compensar. El cambio més notorio ocurre en la grafica Comp-PE-A vs Comp-
PE-CF594 :. CD3 (PE eFluor610), en donde la tendencia diagonal de las
poblaciones se ajusta para alinearlas horizontalmente en la grafica. Asi mismo, de
manera general en las demas graficas las poblaciones también sufren una ligera
modificacion para su alineacion horizontal. Una vez verificada que la compensacion
es adecuada se procede a la adquisicion de las muestras, Posteriormente, se realiza

el analisis no supervisado de los datos como se explicacién a continuacion.
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La estrategia de analisis que se siguio es la que se observa en la figura 22. Las

consideraciones para la seleccion de las regiones importantes en cada gate se

explican a continuacién. Para realizar el andlisis se adquirieron 10,000 eventos de

la region CD8".
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Fig. 22. Estrategia de analisis seguida hasta la obtencion de la grafica CD4 vs CD8 (A-E).

Linfocitos estimulados con PHA (1ug/mL), al dia 7 se realiz6 la adquisicion de los datos en el

citbmetro para su analisis. Se muestra la seleccion de regiones para la definicion de las

diferentes gates que van desde lo general hasta la identificacién de las subpoblaciones CD4 y

CD8. Se sigui6 el mismo andlisis para todas las muestras

-Flujo

Lo primero que se realizo fue buscar la regiéon con flujo constante graficando FSC-

H vs tiempo. En este caso toda la muestra que se registro en el equipo tiene un flujo

constante de células durante todo el tiempo de adquisicion, ya que no se observaron

alteraciones en el flujo de adquisiciébn como los ejemplos mostrados en la figura 15.
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-Células individuales

A partir de la region de flujo constante se gener6 un nuevo gate para analizar las
células individuales. La seleccion se realizdé graficando el parametro de tamafio
(FSC-H vs FSC-A) y buscando una tendencia lineal en la grafica. Aunque se
observan dos tendencias lineales la linea inferior corresponde a células
aglomeradas ya que, a pesar del aumento en el valor de FSC-A (area), FSC-H
permanece en valores constantes.

-Poblacién de estudio

Usando el gate de células individuales se grafic6 FSC-A vs SSC-A para determinar
la poblacion de interés, en este caso los linfocitos. En la gréafica, esta poblacion es
la regién que presentd un mayor tamafio que se encuentra indicada en el contorno
y la otra poblacion corresponde a células muertas. Para identificar la poblacion de
estudio es importante conocer el procedimiento de preparacion de la muestra para
tener una idea de las posibles poblaciones encontradas en esta gate.

Debido a que se trata de una muestra de sangre periférica, se esperaria observar
la presencia de monocitos en este tipo de grafica. Sin embargo, durante el proceso
de incubacion durante el ensayo, los monocitos se adhieren con facilidad al fondo
del pozo, por lo cual al extraer las células para realizar la tincién de superficie de los
marcadores CD3, CD4 y CDS8, la poblacion de monocitos es muy baja para alcanzar
a visualizarlos en la gréfica.

-Subpoblaciones

El primer marcador analizado corresponde a la identificacion de linfocitos, ya que al
graficar FSC-A vs CD3 se busca la poblacion positiva a CD3, marcador
caracteristico de los linfocitos T. A partir de la region positiva se buscan las
subpoblaciones generales de los linfocitos T, aquellas que son CD4+ y las CD8+
graficando estos dos marcadores.

A partir de la identificacidn de las subpoblaciones CD4 y CD8 en cada una se analiza
la dilucion de CTV
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histograma donde cada pico es un ciclo que proliferacion
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Como se muestra en la figura 23, la representacion del fluorocromo para medir la
proliferacion puede ser en dos parametros o uno solo. En la muestra estimulada con
PHA 1ug/mL al dia 7 se observan cinco ciclos de proliferacion y un pico inicial. En
el caso de los controles biolégicos, en la muestra sin estimulacion no se observan
picos de proliferacion, solo el pico inicial. El control de PHA 10ug/mL genera una
alta proliferacion y la mayoria de la poblacion se desplaza a la izquierda de la
grafica.

Hasta esta grafica corresponde la seleccién de gates manual realizado. Lo siguiente
para continuar con el analisis del ensayo es ajustar un modelo matematico que
permita el calculo de los valores numéricos sobre el comportamiento de la
proliferacion y posteriormente realizar las pruebas estadisticas para generar un

reporte.

Discusion

A lo largo de los diferentes apartados se describio de manera general diversos
aspectos de la citometria, consultando diversas fuentes para recopilar la
informacion. Este escrito pretende ser de gran utilidad, principalmente para los
estudiantes que quieran conocer las generalidades teoricas de la citometria de flujo
y puedan aplicarlas posteriormente en la practica para responder a un fenémeno
bioldégico usando esta técnica.

Para ello, es importante considerar las buenas practicas de la citometria de flujo
durante la pre-adquisicién y post-adquisicion de los datos. Dentro de la pre-
adquisicion, las buenas practicas incluyen los principios de la técnica y el disefio del
experimento; mientras que la post-adquisicion se relaciona al andlisis de los datos
obtenidos.

Lo primero que debe comprenderse es el principio de la citometria de flujo, los
sistemas que la componen, el concepto de fluorescencia, los tipos de fluorocromos
gue pueden utilizarse, las graficas que se obtienen y finalmente el concepto de
compensacion propio de la técnica. Todo lo anterior contribuye a la generacion de

un panel.
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El disefio de un panel, es un ejercicio caracteristico de la citometria de flujo y
conlleva que el usuario considere diversos aspectos. En este escrito se describieron
algunas consideraciones para su disefio, destacando la importancia de conocer la
mesa Optica del citbmetro, es decir, la configuracion Optica de laseres vy filtros con
la cuales cuenta el equipo donde se pretende realizar la adquisicién de las muestras.
Teniendo esta informacién es posible buscar los fluorocromos que son compatibles
basandose en su espectro de excitacion/emision y limitandose a la disponibilidad
comercial para adquirirlos. De manera simplificada, se puede decir que la mesa
Optica direcciona gran parte del disefio del panel.

Existe una gran diversidad de equipos o citometros de flujo en el mercado, ademas
de esto, en un mismo equipo la mesa o6ptica puede variar, llegando a ser muy
especifica dependiendo del usuario. En consecuencia, el disefio del panel puede
llegar a ser muy especifico de un instrumento y por lo cual es muy importante
conocer la configuracion del equipo y su compatibilidad con un panel en caso de
replicar alguno. Los datos de proliferacion utilizados como ejemplo en este escrito
se obtuvieron en un citdmetro FACSAria Il con una configuracién de tres laseres y
12 detectores distintos. Debido a la diversidad de equipos actuales en el mercado,
generar una lista con todos los equipos disponibles seria complejo; sin embargo
algunos de los citbmetros que pueden encontrarse son los siguientes: Accuri™,
Attune™ CyAn™, CyFlow™, LSR™y lo diferentes citometros de la linea FACS™
(Picot et al., 2012)

Otro aspecto importante en el disefio del panel como parte de las buenas préacticas
de la citometria es la titulacion de los anticuerpos conjugados con el fluorocromo. El
procedimiento de la titulacién permite identificar la concentracién ideal donde se
observa la reaccion antigeno-anticuerpo y en muchos casos disminuye la cantidad
de reactivo utilizado.

Respecto a los controles necesarios para un experimento, se describieron tanto los
controles propios de la citometria como los controles biolégicos. En el caso de los
controles biologicos dependiendo del fenbmeno biologico a estudiar pueden tener

una constitucion diferente; sin embargo, deben cumplir con su funcién de comparar
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y demostrar si existen cambios en las muestras experimentales del fendmeno
estudiado.

A diferencia de los anteriores, los controles de citometria son un control de calidad
muy importante. Permiten asegurar que los datos obtenidos corresponden a la
presencia de las moléculas que se quieren estudiar y no a interferencias del equipo
o de la propia fluorescencia en la que se basa esta técnica.

Los controles de compensacion son fundamentales y deben realizarse cada vez que
se hace una lectura en el citbmetro, de preferencia con el mismo tipo de muestra
con la que se pretende trabajar. Es importante realizar la compensacion con los
mismos fluorocromos que se planean utilizar en el ensayo. No es posible compensar
con otros fluorocromos, aunque tengan un espectro de emisién/excitacion similar.
Por otro lado, el proceso de compensar las muestras es mas sencillo cuando se
realiza durante la adquisicion de los datos que durante el analisis en los programas
especializados.

Respecto a las buenas practicas post-adquisicion de los datos, se indicaron las
bases para un analisis supervisado mediante la seleccion manual de gates y un
ejemplo de esta seleccién continua.

Las limitaciones mas importantes que tiene esta estrategia de analisis es el tiempo
de andlisis que puede llegar a ser largo dependiendo de la cantidad de datos,
ademas de que la seleccién de las regiones es en una y dos dimensiones (maximo
dos parametros a la vez), por lo que mucha informacion multidimensional puede
perderse. Finalmente, debido a que la seleccion de gates depende del operador y
su experiencia en el uso de la citometria, los resultados que se obtienen son
subjetivos y pueden variar considerablemente (Montante & Brinkman, 2019; Staats
et al., 2019).

Por lo anterior, se han desarrollado nuevas técnicas de andlisis que disminuyen la
manipulacion y la subjetividad del usuario.

Dentro de los analisis supervisados, SPICE es una buena alternativa al gating
manual ya que permite visualizar una gran cantidad de datos y agruparlos en
diferentes categorias. Sin embargo, para no depender de la estrategia de gating, se

han desarrollado diferentes estrategias de analisis no supervisadas y principalmente
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conocidas en inglés como Probability of Binning, Frequency Difference Gating,
Cluster analysis y Principal Component Analysis. Cada aproximacion tiene sus
ventajas y desventajas, pero la eleccion para su uso depende del tipo y cantidad de
datos con los que se cuenta (Lugli et al., 2010).

A pesar del avance en las estrategias de analisis que se pueden realizar para la
citometria de flujo, el analisis de gating manual sigue siendo muy utilizado sobretodo
para el andlisis de pocos parametros y en laboratorios que no pueden acceder a los
paquetes de andlisis complejos. Por lo cual contar con una guia para la seleccién
de gates manual puede favorecer que en los experimentos se siga la seleccion de
las mismas regiones. De esta forma los resultados pueden llegar a ser mas
homogéneos a pesar de la subjetividad del analisis, y favorecer el control de calidad
entre experimentos.

Mas alla de los avances en los métodos de analisis que han surgido, la citometria
en si ha evolucionado generando variaciones en la técnica como lo son la citometria
de imagen, de masas y espectral. La citometria de imagen, ademas de los datos ya
proporcionados en una citometria tradicional permite la obtencién de imagenes de
las células cuando atraviesan el punto de interrogacion, algo muy util para el estudio
de las interacciones celulares (Doan et al., 2015)

La citometria de masa (conocida como CyTOF) combina el principio de la
espectrometria de masas. En este caso las células son marcadas con anticuerpos
acoplados con isotopos de metales pesados. De forma similar a la espectrometria
de masas, la muestra es nebulizada generando la destruccién de la célula para su
posterior lectura. Una de las ventajas en esta técnica es su precision y se evita el
problema del spillover (Spitzer & Nolan, 2016)

Como ultimo ejemplo, en la citometria espectral, a diferencia de la citometria
tradicional, se realiza la lectura de los eventos en todo el espectro, lo que genera
gue una huella espectral para cada uno de los eventos registrados, generando una
sefal especifica para cada fluorocromo por lo que se corrige el problema del
spillover y la compensacion (Robinson, 2022)

Finalmente, debido a que la citometria es una técnica compleja, es de gran

importancia que para aquellos que comienzan a trabajar con ella, consulten tanto el
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disefio del panel como el analisis de datos con un experto en citometria de flujo.
Esto permitira dirigir de forma correcta el experimento y obtener resultados
confiables. En este escrito se dio una introduccién en espafol a la citometria, con el
fin de que los estudiantes interesados en la misma comiencen a desarrollar una
base tedrica. Sin embargo, no es suficiente para realizar totalmente un experimento

de citometria, para ello es necesario contar con el apoyo de un experto en el tema.

Conclusiones

-Se describieron los fundamentos de la funcionalidad de la citometria de flujo
abarcando los sistemas que la componen, el principio de la fluorescencia en el que
se basa, los tipos de graficas que se obtienen, asi como los valores que se pueden
obtener de las mismas.

-Se realiz6é una descripcion de los elementos mas importantes a considerar para el
disefio de un ensayo de citometria de flujo que va desde el disefio del panel de
fluorocromos, el fenbmeno de compensacion propio de la técnica y los controles
necesarios.

-En el caso del analisis de datos, se definieron las principales gates utilizadas para
analisis supervisado de gating manual y mediante un ensayo de proliferacion se
ejemplifico la seleccion secuencial describiendo por qué se escogieron ciertas

regiones y quedaron fueran otras poblaciones.
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