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DEPARTAMENTO DE POSTGRADO

Propuesta de Actividad de Postgrado de Capacitacion y Actualizacion

CURSO DE POSTGRADO

“CITOMETRIA DE FLUJO: FUNDAMENTOS Y APLICACIONES EN LA INVESTIGACION BASICA Y
LA CLiNICA”

ORGANIZADO POR LA CATEDRA BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
MEDICAS E INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOQUIMICAS DE LA PLATA. (INIBIOLP)

RESPONSABLE DOCENTE: DRA. VANESA HERLAX, PROFESORA ADJUNTA DE LA CATEDRA DE BIOQUIMICA Y
BIOLOGiA MOLECULAR DE LA FACULTAD, INV. INDEPENDIENTE DE CONICET.

Ao lectivo: 2023

Carga horaria: 35 horas

Periodo: fecha de inicio 16/06/2023 - fecha de finalizacién 19/06/2023

Dias y horarios: Lunes a viernes de 9 a 12 hs (clases teédricas) y de 13 a 17 hs. (clases practicas)
Sede de dictado: Facultad de Ciencias Médicas

Opcion pedagodgica y didactica: presencial y con actividades practicas presenciales.
Cuerpo Directivo a cargo

Directora: Dra. Vanesa Herlax, Prof. adjunta, catedra de Bioquimica y Biologia Molecular.
Coordinadoras: Dra. Natalia Scaglia, Jefe de trabajos practicos, catedra de Bioquimica y Biologia
Molecular y Dra. Elizabeth Cattaneo, Jefe de trabajos practicos, catedra de Bioquimica y Biologia
Molecular

SECRETARIA: DRA. JULIA TAU, PERSONAL DE APOYO DE CONICET EN INIBIOLP. PROFESIONAL A CARGO
DEL CITOMETRO DE FLUJO DEL INIBIOLP.

Docentes disertantes

e ESPECIALISTAS DE APLICACIONES (FIELD APPLICATIONS SPECIALIST) DE LA EMPRESA LIFE SCIENCES
BD, EN CARACTER DE DOCENTE INVITADO EN ALGUNAS DE LAS CLASES TEORICAS Y PRACTICAS

e DRA. CLARA VENTURA, DRA. DE LA UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES, INVESTIGADORA ASISTENTE DE
CONICET, DOCENTE DE LA TECNICATURA UNIVERSITARIA EN MEDICINA NUCLEAR, UBA.

e BIoQ. DIEGO ISSOURIBEHERE, ESPECIALISTA EN BIOQUiMICA CLINICA AREA HEMATOLOGIA,
ACREDITADO POR EL COLEGIO DE BIOQUIMICOS DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES, AYUDANTE
DIPLOMADO CATEDRA HEMATOLOGiA, AREA BIOQUIMICA CLINICA, DEPARTAMENTO DE CIENCIAS
BI0LOGICAS, FAC. Cs EXACTAS, UNLP. BIOQUIMICO DE PLANTA DEL HOSPITAL DE ALTA COMPLEJIDAD
“EL CRUCE”, “DR. NESTOR CARLOS KIRCHNER” SAMIC.

e DR. BORIS RODENAK, DR. DE LA FAC. CS EXACTAS, JEFE DE TRABAJOS PRACTICOS DE BIOLOGIA DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS, UNLP; INVESTIGADOR ASISTENTE DE CONICET EN INIBIOLP.
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e DRA.ELIZABETH CATTANEO, DRA. DE LA FAC. CS EXACTAS, JEFE DE TRABAJOS PRACTICOS CATEDRA DE
B10QUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS, UNLP.

e DRA.JULIA TAU, DRA. EN EL AREA DE PATOLOGIA DE LA FAC. DE MEDICINA DE LA UBA, PROFESIONAL
DE APOYO DE CONICET EN INIBIOLP A CARGO DEL CITOMETRO DE FLUJO.

e DRA. NATALIA SCAGLIA, DRA. DE LA UNQ EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS, JEFE DE TRABAJOS
PRACTICOS CATEDRA DE BI0QUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS,
UNLP, INVESTIGADORA ADJUNTA DE CONICET EN INIBIOLP..

e DRA NATHALIE ARNAL, DRA DE LA FAC DE CS MEDICAS, UNLP, AYUDANTE DIPLOMADA DE LA
CATEDRA DE GENETICA DE LA FCNYM, UNLP, INVESTIGADORA ADJUNTA DE CONICET EN INIBIOLP.

e DRA. MELISA Puccl MOLINERIS, DRA. DE LA UBA EN FARMACIA Y BIOQUIMICA, AYUDANTE
DIPLOMADO EN BI0QUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS, UNLP.

e DRA.RENATA CURCIARELLO, DRA. DE LA FAC. CS EXACTAS DE LA UNLP, PROF. ADJUNTA DE FACULTAD
DE CIENCIAS EXACTAS, UNLP, INVESTIGADORA ADJUNTA DE CONICET EN INSTITUTO DE ESTUDIOS
INMUNOLOGICOS Y FISIOPATOLOGICOS, CONICET.

e DRA. SILVANA ROSU, DRA DE LA FAC DE Cs MEDICAS DE LA UNLP, JEFE DE TRABAJOS PRACTICOS
CATEDRA DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS, PERSONAL
DE APOYO DE CONICET EN INIBIOLP A CARGO DEL FLUOROMETRO.

e DRA.VANESA HERLAX, DRA. DE LA FAC. CS EXACTAS, PROF. ADJUNTA DE LA CATEDRA DE BIOQUIMICA
Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS, UNLP, INVESTIGADORA
INDEPENDIENTE DE CONICET EN INIBIOLP.

Dra. Vanesa Herlax

Firma y sello de la Responsable docente
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FUNDAMENTACION

El constante DESARROLLO Y EVOLUCION DE LAS HERRAMIENTAS DISPONIBLES HOY EN DiA PARA LA
INVESTIGACION BASICA, APLICADA Y EL DIAGNOSTICO MEDICO REQUIERE DE LA ACTUALIZACION
PERMANENTE Y CAPACITACION CONTINUA DE LOS PROFESIONALES INVOLUCRADOS. LA CITOMETRIA DE
FLUJO ES UNA TECNICA ACTUAL, ALTAMENTE SENSIBLE Y QUE PRESENTA NUMEROSAS APLICACIONES EN
CAMPOS COMO LA INMUNOLOGIA, HEMATOLOGIA, ONCOLOGIA, ANATOMIA PATOLOGICA Y BIOLOGIA CELULAR.
ESTA TECNOLOGIA ES CAPAZ DE PROPORCIONAR INFORMACION CUANTITATIVA SOBRE CADA CELULA
PERMITIENDO LA IDENTIFICACION DE SUBPOBLACIONES CELULARES DIFERENTES DENTRO DE UNA MISMA
MUESTRA, INCLUSO CUANDO SE ENCUENTRAN EN UNA PROPORCION MUY PEQUENA. DE ESTA MANERA, SE
PRESENTA COMO UNA TECNICA VENTAJOSA FRENTE A OTROS METODOS BIOQUIMICOS DE ANALISIS CELULAR, EN
LOS QUE SE OBTIENE UN RESULTADO PROMEDIO PARA TODA UNA MUESTRA. EL HECHO DE PODER RECOLECTAR
INFORMACION DE MILLONES DE CELULAS A LA VEZ FACILITA EL ANALISIS DE MULTIPLES PARAMETROS PUDIENDO
OBTENER DATOS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS EN UN PERIODO DE TIEMPO CORTO. POR LO TANTO
CONSIDERAMOS IMPORTANTE PRESENTAR UNA CAPACITACION Y ACTUALIZACION DE LAS UTILIDADES DE LA
CITOMETRIA DE FLUJO EN LA BIOMEDICINA, Y ASI OFRECER UNA FORMACION INTEGRAL A ESTUDIANTES QUE
PARTICIPAN DE PROGRAMAS DE DOCTORADO EN EL AREA DE LAS CIENCIAS BIOLOGICAS Y FAMILIARIZAR A LOS
PROFESIONALES CON EL MANEJO DE LOS EQUIPOS Y LAS DIFERENTES APLICACIONES TANTO EN INVESTIGACION
BASICA COMO CLINICA.

EL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOQUIMICAS DE LA PLATA DISPONE, DENTRO DE SU PLATAFORMA DE
SERVICIOS, DE UNA UNIDAD DE CITOMETRIA DE FLUJO QUE OFRECE SOPORTE A LA COMUNIDAD CIENTIFICA,
ACADEMICA Y CUALQUIER INSTITUCION QUE LO REQUIERA. ES EN ESTE SENTIDO QUE PROPONEMOS DIVULGAR
LAS APLICACIONES QUE SE PUEDEN REALIZAR MEDIANTE ESTA TECNICA EN LA POBLACION CIENTIFICA LOCAL Y
ASIDAR A CONOCER NUESTRO EQUIPO.

OBJETIVOS
Los OBJETIVOS QUE PROPONEMOS QUE ALCANCEN LOS ASISTENTES AL CURSO SON:

1- CONOCER EL FUNCIONAMIENTO GENERAL DEL EQUIPO DE CITOMETRIA DE FLUJO

2- CONOCER EL FUNDAMENTO DE LA TECNICA PARA PODER APLICARLO EN LOS DISTINTOS CAMPOS DE LA
BIOMEDICINA

3- APRENDER SOBRE LA PREPARACION DE MUESTRAS DE DISTINTO ORIGEN (CELULAS SANGUINEAS, CELULAS
DE CULTIVOS, TEJIDO)

4- APRENDER A ANALIZARE INTERPRETAR LOS RESULTADOS OBTENIDOS UTILIZANDO DIFERENTES SOFTWARES.
(FLOW]Jo Y SOFTWARE ACCURI C6 PLUS DE BD)

5- INFORMARSE DE LAS APLICACIONES ACTUALES DE LA TECNICA TANTO EN INVESTIGACION BASICA COMO
APLICADA, ESPECIFICAMENTE EN EL CAMPO DE LAS CIENCIAS DE LA SALUD Y APLICACIONES CLINICAS.
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DESTINATARIOS/AS Y PERFIL DEL ALUMNO/A

DIRIGIDO A EGRESADOS DE BI0QUIMICA, BIOTECNOLOGIA Y BIOLOGIA MOLECULAR, CIENCIAS NATURALES,
CIENCIAS MEDICAS Y CARRERAS AFINES

PRESENTAR CV Y UNA NOTA BREVE SOBRE LOS MOTIVOS DE INTERES EN LA REALIZACION DEL MISMO.
CUPO MAXIMO TOTAL: 20

Cupo Minimo total: 5

CONTENIDOS

1. INTRODUCCION A LA CITOMETRIA DE FLUJO: FUNDAMENTOS BASICOS DE LA CITOMETRIA DE FLUJO Y DE LA
SEPARACION CELULAR, PARAMETROS MEDIDOS POR CITOMETRIA, DESCRIPCION DE LOS COMPONENTES BASICOS
DEL CITOMETRO DE FLUJO.

2. FLUOROCROMOS Y TEORIA DE LA COMPENSACION: CONCEPTO DE FLUORESCENCIA Y MARCADORES
FLUORESCENTES, DISENO DE PANELES MULTICOLOR, TEORIA DE LA COMPENSACION, SELECCION DE
FLUOROCROMOS.

3. DISENO EXPERIMENTAL Y ADQUISICION DE LA MUESTRA: CONTROLES EN CITOMETRIA, PREPARACION DE LA
MUESTRA PARA CITOMETRIA DE FLUJO, CONFIGURACION DEL EQUIPO.

4. ANALISIS DE DATOS: CRITERIOS DE ANALISIS DE DATOS. DEFINICION DE REGIONES Y GATES, GRAFICO Y
ESTADISTICA DE DATOS. SOFTWARES

5. APLICACIONES DE LA CITOMETRIA EN INVESTIGACION BIOMEDICA: DETECCION Y CUANTIFICACION DE
METABOLITOS O ANTIGENOS PARA EL ANALISIS DE PROCESOS CELULARES, INCLUYENDO VIABILIDAD,
PROLIFERACION, PROGRESION EN EL CICLO CELULAR, GENERACION DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO (ROS),
SENALIZACION POR CALCIO Y EXPRESION ECTOPICA DE PROTEINAS FLUORESCENTES.

6. APLICACIONES DE LA CITOMETRIA EN LA CLINICA: TIPIFICACION DE POBLACIONES CELULARES EN PACIENTES
TRASPLANTADOS DE INTESTINO, APLICACION EN ONCOHEMATOLOGIA, CARACTERIZACION DE POLIPOS
INTESTINALES.

METODOLOGIA DE TRABAJO

EL ESTUDIANTADO TENDRA clases presenciales tedricas durante las mafianas de la semana del 15 al
19 de mayo de 2023. Las clases seran dictadas por especialistas en forma presencial utilizando
powerpoint, videos, ETC. Se compartird mediante drive con ESTUDIANTES el acceso a estas
presentaciones y bibliografia recomendada por parte del EQUIPO DOCENTE. Al finalizar las clases los
y las ESTUDIANTES contaran con 15 a 30 minutos para discutir o consultar todo aquello que
consideren necesario para poder adquirir los contenidos propuestos.

Por las tardes, realizaran experimentos en el citdmetro del INIBIOLP. El objetivo es que las y los
ESTUDIANTES apliquen los conocimientos teéricos incorporados en la practica. Las practicas
experimentales se realizaran en grupos de 10 ESTUDIANTES, por lo tanto los dias martes y
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miércoles se trabajara en simultdneo con dos grupos; mientras un grupo hace el experimento el
otro grupo analizara resultados de experimentos realizados previamente por los organizadores
del curso. Una vez que ambos grupos realicen su propio experimento (Anexo I) analizaran sus
propios resultados con un especialista en analisis de datos de la empresa BD, que les dara acceso
a licencias de Flowjo educativas a los participantes de manera temporaria durante las
actividades. Finalizados estos calculos se discutiRAN entre todo el grupo los resultados obtenidos
y analizaran las distintas formas de interpretar y presentar los resultados de citometria de flujo.
Por ultimo, con la evaluacion pretendemos que EL ESTUDIANTADO sea CAPAZ de armar sus propios
protocolos dependiendo de los intereses de cada uno.

Si bien se espera que el estudiantado ADQUIERA conocimientos basicos en el manejo como en la
interpretacion de resultados focalizados en la citometria de flujo, consideramos ademas que la
interrelacion entre estudiantes del &mbito profesional y de investigacion basica, acrecentara el
vinculo entre ellos, posibilitando asi un andlisis interdisciplinario de los temas aplicados con
posibles colaboraciones cientifico-asistencial.

La modalidad presencial, con encuentros diarios de 6 hs (tedrico-practica) permitird un
seguimiento del estudiantADO, como también de sus participaciones e intereses planteados a lo
largo de las charlas y de los practicos, las que serdn tenidas en cuenta por los y las profesores. Este
tiempo de trabajo también posibilitara la interaccion entre estudiantes.

Los materiales didacticos y recursos educativos por utilizar en la propuesta SON:

Presentacion de diapositivas digitalizadas
Soporte Tecnolégico: PC/notebook; Cafion para presentacion de diapositivas.
Actividades de formacidn tedrica

Lunes 15 de mayo a viernes 19 de Horario: 9a 12 hs Clases teoricas presenciales
mayo

Actividades de formacién practica

Lunes 15 de mayo a viernes 19 de Horario: 13a 17 hs Clases practicas organizadas

mayo en el citdmetro del INIBIOLP.
Se organizara en dos grupos
de 10 ESTUDIANTES cada uno

SISTEMA DE EVALUACION

Se evaluaran los contenidos abordados en las clases teodricas (detallados en los objetivos del
curso) mediante un cuestionario de respuestas multiples online. EL ESTUDIANTADO Tendra una
semana para responder el cuestionario que se aprobara con 7/10 ptos. Ademas se evaluara la
integracion de los contenidos practicos mediante la elaboracion de un protocolo de 3 hojas de
extensiéon maxima. EL ESTUDIANTADO TENDRA una semana para elaborar el protocolo que se
aprobara con 7/10 ptos.

CITOMETRIA DE FLUJO: FUNDAMENTOS Y APLICACIONES EN LA INVESTIGACION BASICA Y LA CLINICA - Afio
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EL ESTUDIANTADO DEBERA contar con el 80% de asistencia para poder acceder a la evaluacién
correspondiente. La recuperacion se llevara a cabo con la misma modalidad, 15 dias después de
la entrega de notas.

BIBLIOGRAFiA OBLIGATORIA

e Flowjo Data Analysis Software for Flow Cytometry Version X User Documentation
Windows/Mac user documentation- Basic Tutorial

e Introduction to Flow Cytometry: A Learning Guide Manual Part Number: 11-11032-01 April,
2000

e Flow cytometry: basic principles and applications. Aysun Adan, Gunel Alizada, Yagmur Kiraz,
Yusuf Baran and Ayten Nalbant. Crit Rev Biotechnol, 2017; 37(2): 163-176

e Flow Cytometry: Principles and Clinical Applications in Hematology. Michael Brown and Carl
Wittwer. Clinical Chemistry 46:8(B) 1221-1229 (2000)

e Analysis of Cell Cycle by Flow Cytometry. Piotr Pozarowski and Zbigniew Darzynkiewicz.
Methods in Molecular Biology, vol. 281: Checkpoint Controls and Cancer, Volume 2: Activation and
Regulation Protocols

BIBLIOGRAFiA AMPLIATORIA Y COMPLEMENTARIA

e Molecular ProbesTM Handbook A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies
11th Edition (2010)

e Cell Cycle Markers for Live Cell Analyses. Hariharan P. Easwaran, Heinrich Leonhardt and M.
Cristina Cardoso. Cell Cycle 4:3, 453-455 (2005)

CRONOGRAMA

CITOMETRIA DE FLUJO: FUNDAMENTOS Y APLICACIONES EN LA INVESTIGACION BASICA Y LA CLINICA - Afio
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Grado

Académico Cargoy
Fecha Contenidos Disertante/s . catedra/insti
/Titulo <
maximo tucion
INTRODUCCION A LA CITOMETRIA | VANESA HERLAX. DOCTORA | PROFESORA
DE FLUJO DE LA | ADJUNTA.
CHARLA ___1:  INTRODUCCION. FACULTAD g?OT gl?iRMAI ? f v
ESQUEMA BASICO DEL CITOMETRO DE BIOLOGIA
DE FLUJ0. FUENTE DE LUZ- CIENCIAS | MOLECULAR.
GEOMETRIA DEL HAZ DE LUZ- EXACTAS. | [\v.
SISTEMA OPTICO. DETECTOR Y INDEPENDIE
AMPLIFICADOR DE SENALES. SISTEMA NTE
DE FLUIDOS.-CELDA O CAMARA DE CONICET
FLUJO.-SISTEMA INFORMATICO.
CITOMETRIA CON CELL SORTING Y
CON IMAGENES DE EVENTOS.
INTRODUCCION A LA CITOMETRIA | SILVANA ROSU. DOCTORA | JEFE DE
DE FLUJO DE LA FAC | TRABAJOS
CHARLA _2: CITOMETRIA DE bE Cs PffACTICOS
FLUORESCENCIA: FLUOROCROMOS: MEDICAS CATEDRA  DE
15/5/2023 | ASPECTOS GENERALES. DE LA | BloQuIMICA Y
FLUOROCROMOS ORGANICOS: UNLP. BloLoGIA
COMPUESTOS QUE SE INTERCALAN EN MOLECULAR
EL DNA.  APLICACIONES Y DE LA
PROPIEDADES DIFERENCIALES. FACULTAD DE
COMPUESTOS ORGANICOS PEQUENOS CIENCIAS
QUE SE CONJUGAN A BIOMOLECULAS. MEDICAS,
COMPUESTOS ORGANICOS QUE SE PERSONAL DE
MODIFICAN POR ACTIVIDAD CELULAR. APOYO  DE
COMPUESTOS ORGANICOS CONICET EN
LIPOFILICOS QUE SE INTEGRAN EN LAS INIBIOLP A
BIOMEMBRANAS.  FLUOROCROMOS CARGO  DEL
BIOLOGICOS:  FICOBILIPROTEINAS. FLUOROMETR
SPECTRA VIEWER, SOLAPAMIENTOS 0.
DE ESPECTROS Y TEORIA DE LA
COMPENSACION.
INTRODUCCION A LA CITOMETRIA | JULIA TAU DOCTORA | PROFESIONAL
DE FLUJO EN EL AREA | DE APOYO DE
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CHARLA 3: PROCESAMIENTO DE LAS
MUESTRAS. PREPARACION DE UNA

MUESTRA PARA ADQUIRIR.
DETECCION DE PROTEINAS DE
SUPERFICIE Y DE PROTEINAS

INTRACELULARES.
CONSIDERACIONES PRACTICAS.

DE
PATOLOGIA
DE LA FAC.
DE
MEDICINA
DE LA UBA.

CONICET EN
INIBIOLP A
CARGO  DEL
CITOMETRO
DE FLUJO.

TRABAJO PRACTICO 1

MOSTRACION DEL CITOMETRO DE
FLUJO BD AcCURI C6 PLUS.

PROCESAMIENTO DE SANGRE PARA
ADQUISICION EN EL CITOMETRO.

Julia Tau

Vanesa Herlax

16/5/2023

INTRODUCCION A LA CITOMETRIA
DE FLUJO

CHARLA 4: ADQUISICION DE
CELULAS. AMPLIFICACION LINEAL Y
LOGARITMICA. VALOR UMBRAL.
CONTROL DE CALIDAD. CALIBRACION
MANUAL Y AUTOMATICA.
COMPENSACION. DRA. JULIA TAU.

Julia Tau

INTRODUCCION A LA CITOMETRIA
DE FLUJO

CHARLA 5: GRAFICOS: GRAFICO DE
PUNTOS. GRAFICO TRI-
DIMENSIONAL. GRAFICO DE
CONTORNOS. GRAFICO DE DENSIDAD.
HISTOGRAMA. ESTADISTICAS.
HERRAMIENTAS  DE  ANALISIS.
OPERADORES LOGICOS. CONTROLES
DEL ENSAYO. INTRODUCCION AL
ANALISIS MULTIPARAMETRICO.

Julia Tau

INTRODUCCION A LA CITOMETRIA
DE FLUJO

CHARLA 6: BUENAS PRACTICAS EN
EL ARMADO DE PANELES
MULTICOLOR.

ESPECIALISTAS DE
LA EMPRESA BD

ESPECIALISTA
DE
APLICACIONE
S DE LA
EMPRESA

CITOMETRIA DE FLUJO: FUNDAMENTOS Y APLICACIONES EN LA INVESTIGACION BASICA Y LA CLINICA - Afio
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LIFE
SCIENCES BD.
TRABAJO PRACTICO 2 ELIZABETH DOCTORA | JEFE DE
EVALUACION DE APOPTOSIS Yy | CATTANEO DE LA FAC. | TRABAJOS
NECROSIS POR CITOMETRIA FLUJO. Cs PRACTICOS
(VER ANEXO) EXACTAS, CATEDRA DE
UNLP. BIOQUIMICA
Y BIOLOGIA
MOLECULAR
JULIA TAU DE LA
FACULTAD
DE CIENCIAS
MEDICAS,
UNLP.
APLICACIONES DE CITOMETRIA DE | NATALIA SCAGLIA | DOCTORA | JEFE DE
FLUJO EN INVESTIGACION DE LA UNQ | TRABAJOS
CHARLA 7: PROLIFERACION, CICLO EN PRACTICOS
CELULAR. ANALISIS DE CIENCIAS CATEDRA DE
PROLIFERACION Y CICLO CELULAR EN BAsicAs Y | BloQuiMicAY
CELULAS VIVAS Y FIJADAS. SORTING. APLICADAS | BIOLOGIA
DILUCION DE TINTES. CONTENIDO DE MOLECULAR
ADN. MARCADORES. PLASMIDOS DE LA
REPORTEROS. SINCRONIZACION. FACULTAD DE
CIENCIAS
MEDICAS,
UNLP, Inv
17/5/2023 ADJUNTA DE
CONICET.
APLICACIONES DE CITOMETRIA DE | ELIZABETH
FLUJO EN INVESTIGACION CATTANEO
CHARLA 8: VIABILIDAD, MUERTE
CELULAR. APOPTOSIS.
TRABAJO PRACTICO 3 ELIZABETH
MOSTRACION DE RESULTADOS DE | CATTANEO
EXPERIMENTOS REALIZADOS EN EL
INIBIOLP: JULIA TAU
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1. EVALUACION DE
INCREMENTO DE CALCIO

NATHALIE ARNAL | DOCTORA | AYUDANTE
INTRACELULAR Y DE LA FAC | DIPLOMADA
EXTERNALIZACION DE DE Cs | DE LA
FOSFATIDILSERINA EN MEDICAS, | CATEDRA DE
ERITROCITOS. UNLP. GENETICA DE
2. EVALUACION DE LA FCNYM,
ACTIVACION PLAQUETARIA. UNLP,
3. ESTUDIO DE CICLO INVESTIGAD
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IMPORTANTE: La inscripcidn se realizara en todos los casos en la Secretaria de Postgrado, adjuntando copia
del titulo de grado. Cuando las actividades se realicen en zonas alejadas, las inscripciones las realizara el
Director de la misma, quien debera enviar una nota dirigida al Secretario o a la SECRETARIA de Postgrado
donde conste la ndmina de los inscriptos con su firma al pie, junto con la copia de los titulos de grado, en un
plazo maximo de cinco dias luego de iniciada la actividad. De no cumplir con lo requerido en el parrafo
precedente, las/os alumnas/os no podran incluirse en el Informe Final de la actividad para la certificacién
correspondiente.
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Anexo I

Trabajo Practico 2: Evaluacion de apoptosis y necrosis por citometria de flujo.
Docentes: Dra. Elizabeth Cattaneo y Dra. Julia Tau

Introduccion:

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular controlado que puede ser desencadenado tanto
por sefiales internas como externas. Durante este proceso la célula participa de manera activa
expresando rasgos morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos que pueden ser aprovechados para
su deteccion y/o cuantificacion. Uno de los eventos bioquimicos tempranos de la apoptosis es la
translocacion de la fosfatidilserina (PS), un fosfolipido de la membrana plasmatica, que pasa de la
cara interna de la membrana plasmatica hacia la cara externa. Esta translocacién de la PS puede
ser detectada utilizando anexina V, que es una proteina recombinante que se une especificamente
a residuos de fosfatidilserina y puede ser conjugada con una gran variedad de fluor6foros para
permitir su detecciéon. La marcacion con anexina V usualmente se combina con un marcador de
ADN que no sea permeable a la membrana a menos que esta se vea comprometida (loduro de
propidio, 7-amino-actinomycin), con el fin de distinguir células apoptdticas de necréticas. Un
protocolo tipico incluyendo estos 2 tipos de marcadores nos permitiria distinguir células
apoptéticas y necrdticas segtin la siguiente combinacion de resultados:

- células viables: anexina V-FICT negativo + IP negativo,
- células en apoptosis temprana: anexina V-FICT positivo + IP negativo,
- células en apoptosis tardia y necrosis: anexina V-FICT positivo + IP positivo.

En este trabajo practico se utilizard una linea celular tumoral humana la cual sera tratada con
DMSO para inducir necrosis, y expuesta a radiacion ultravioleta para inducir apoptosis. Luego,
utilizando anexina V y IP se detectardn y cuantificaran las poblaciones de células viables,
apoptéticas y necrdticas utilizando un citémetro de flujo BD Accuri C6 Plus.

Objetivo:
Analizar y cuantificar los distintos tipos de muerte celular utilizando anexina V y IP en células
tumorales tratadas con DMSO y radiacion uv.

Materiales:
1) Linea celular tumoral crecida en placas de 60 mm de didmetro en medio de cultivo DMEM
suplementado con suero fetal bovino al 10% y antibi6ticos.
2) Reactivos de deteccion: Annexin V-FITC (BD Annexin V detection kit, Bioscience), IP (1
mg/ml, Invitrogen), Binding Buffer: 10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2.5 mM CacCly, pH: 7.4
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Tratamiento:

iy

2)
3)

Exponer las células durante 40 minutos a luz uvy mantenerlas en estufa 2 hs para obtener
células en apoptosis.

Tratar las células con DMSO al 10% por 18 hs para obtener células necroticas.

Mantener una placa de células sin tratar como control.

Procedimiento:

A.

1y
2)

3)

4)
5)
6)
7)

8)

Obtencion de la suspension celular.

Recuperar el sobrenadante de cada placa en un tubo falcon y mantener en hielo.

Lavar la monocapa de células con 500 uL de PBS frio y recolectar en el tubo falcon
correspondiente.

Raspar la monocapa de células en 500 ul. de PBS frio con un scraper o en su defecto
tripsinizar. Agregar la suspension de células a su correspondiente tubo falcon.

Tomar una alicuota de la suspensién de células y contar en cdmara de neubauer.
Centrifugar la suspension de células a 1200 rpm por 5 minutos.

Descartar el sobrenadante.

Resuspender las células en 1 ml de PBS / 5%FBS frio, y centrifugar a 1200 rpm por 5
minutos.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet de células en 1X binding buffer llevando
a una concentracion aproximada de 1 millén de células por ml.

Tincion

Transferir 1x105 células (100 uL de la suspension) de cada tubo a eppendorfde 1.5 mly

marcar con:

C.

- 3 uL de anexina V por 30 minutos en hielo, protegido de la luz. Agregar 200 uL de
1X binding buffer, vortexear y mantener en hielo hasta el momento de la
adquisicién de datos en el citémetro.

- Al momento de adquirir los datos agregar 5 uL de IP a cada tubo.

- Paralos controles de compensacion preparar un tubo incubando s6lo con anexina
V, otro tubo incubando sélo con IP y un tercer tubo sin marcar.

Adquisicion de datos y analisis

Adquirir los datos en el citobmetro BD Accuri C6 Plus y analizar utilizando el software del equipo.
Adquirir un minimo de 20.000 eventos por cada condicidn.
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