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Resumen

La citometria de flujo es wuna herramienta
biotecnoldgica que nos permite medir de manera
rapida caracteristicas fisicas y quimicas de manera
individual de cada una de las células suspendidas en
una solucidn. Esta tecnologia nos permite evaluar
multiples parametros de manera simultanea en una
muestra, lo que la hace ser una tecnologia analitica
de gran alcance. En la actualidad es empleada en la
clinica, para uso diagndstico de enfermedades
hematol6gicas e inmunes, asi como en la
investigacion  basica, en el desarrollo de
experimentos complejos para la comprension de
estudios referentes a la salud. Por lo que es
importante tomar en cuenta los requerimientos
necesarios para el buen disefio del panel de
anticuerpos, el manejo de las muestras y la
optimizacion de los ajustes del citbmetro para
obtener resultados confiables y precisos.

Palabras claves: citometria de flujo, fluoréforos,
parametros celulares, muestra, optimizacion.

Abstract

Flow cytometry is a biotechnological tool that
allows us to quickly measure individual physical
and chemical characteristics of each of the cells
suspended in a solution. This technology allows us
to evaluate multiple parameters simultaneously in a
sample, making it a powerful analytical technology.
It is currently used in the clinic, for the diagnostic
of hematological and immune diseases, as well as in
basic research, in the development of complex
experiments for the understanding of studies related
to health. Therefore, it is crucial to consider the
requirements for the design of the antibody panel,
the handling of the samples and the optimization of
the cytometer settings to obtain reliable and
accurate results.

Keywords: flow cytometry, fluorophores, cellular
parameters, sample, optimization.

Introduccion

La citometria constituye un complemento
valioso de las técnicas clasicas utilizadas para el
estudio de la morfologia, biologia y bioquimica
celular, ha logrado expandirse desde laboratorios
de investigacion béasica a laboratorios clinicos
donde se ocupa para el diagnostico de algunas
enfermedades. Esta técnica, tiene una amplia

utilidad en ciencias como la
hematologia, oncologia, anatomia
biologia de la reproduccion y biologia celular.

inmunologia,
patolégica,

La conjugacion de marcadores fluorescentes con
anticuerpos monoclonales o policlonales ha hecho
posible la deteccion y la cuantificacion de
receptores de superficie, del citoplasma celular, asi
como la detecciobn de procesos bioquimicos
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permitiendo identificar subpoblaciones celulares

Q.

La citometria de flujo es un método analitico
que nos permite una medicion rapida y cuantitativa
de multiples pardmetros en particulas (células,
bacterias, perlas, etc) individuales que se encuentren
en suspension. Se define como pardmetro a la
caracteristica fisica o quimica de una célula que
puede ayudar a identificarla dentro de una poblacién
celular.

Para realizar la medicion de algunos de estos
parametros se requiere que la muestra se encuentre
teflida con algun fluoréforo que al ser adquirida en
un citometro, cada particula de la muestra pasara
alineada una detras de otra para ser interrogada una
por una por un haz de luz, dando como resultado
una dispersion de luz y la emision de fluorescencia
producto de la excitacion del fluor6foro (2). La
sefial luminosa o fluorescencia emitida por los
fluoroforos al ser excitados en la muestra, es
recogida y digitalizada en una computadora.

Es de gran relevancia para el desarrollo
confiable de esta técnica tener claro el flujo de
trabajo del marcaje de las muestras, asi como la
preparacion del citdbmetro y la adquisicion de cada
una de las muestras hasta la interpretacion de los
resultados.

Fluoréforos

Los fluoréforos permiten a los investigadores y
clinicos detectar componentes particulares y evaluar
procesos bioquimicos en células vivas, con una alta
sensibilidad.

La citometria de flujo se basa en la medicion de
la emision de fluorescencia de los fluordforos que
se unen a los anticuerpos de interés. Los fluoréforos
son moléculas capaces de absorber energia después
de ser excitados con un haz de luz y emitir parte de
esa energia en forma de luz fluorescente con una
longitud de onda més larga que la luz excitante.

Los fluoréforos sélo se excitan si se iluminan
con luz de la longitud de onda correspondiente. La
longitud de onda depende del espectro de absorcion
del fluoréforo y debe garantizarse que se suministre
una cantidad apropiada de energia para elevar los
electrones al estado excitado (3).

Los fluoroforos y su fluorescencia resultante es
un instrumento poderoso en la citometria de flujo
para la deteccion de moléculas especificas y

procesos bioquimicos en diferentes muestras. En la
actualidad existen una gran variedad de fluor6foros
comercialmente disponibles los cuales difieren en
sus caracteristicas de excitacion, emision y brillo,
las cuales hay que tomar en cuenta al momento del
disefio de nuestro panel de tincién, en la tabla 1 se
muestra una guia de seleccion de fluordforos.

Tabla 1. Guia de seleccion de fluoréforos. Se muestran algunos
de los fluordforos, con su emision de color, su excitacion y
emisién méaxima, asi como la longitud de onda del laser a la cual
se excita.

Emission Excitation Excitation Em-Max
Fluorochrome e Max Laser Line

Color (nm) (nm) \nn)

AF488

yanine Infrared B65( 595, 633, €

Estructura de un citémetro

La citometria de flujo tiene la capacidad de
medir  simultineamente  mudltiples  parametros
celulares en una misma célula, esto se debe a la
deteccion de la dispersién de luz, que se produce al
momento de ser interrogada una por una de las
células por un haz de luz, permitiendo asi obtener el
tamafio, complejidad y fluorescencia proveniente de
cualquier componente celular o funcién, que se
encuentre marcada con un colorante fluorescente o
fluordforo sensible a la fuente de luz (4) (Figura 1).

Un citémetro de flujo estd compuesto por tres
principales sistemas:

- Fluidos. Para introducir y alinear las células al
momento de ser interrogadas.
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- Optico. Una fuente de excitacion y coleccion
Optica para generar y colectar las sefiales de luz.

- Electrénico. Conversion de sefiales Opticas a
sefiales electronicas.

Estos tres sistemas sumados con los avances en
el disefio de programas de computacién permiten el
andlisis de maltiples parametros de una célula, asi
como un gran nimero de ellas.

1. Sistema de fluidos.

El sistema de fluidos se encarga de transportar y
alinear las particulas de una muestra dentro de una
celda o cdmara de flujo al punto de interseccion
donde seran interrogadas con una fuente de luz para
medir las diferentes caracteristicas de las particulas
(1). Es importante sefialar que las células o
particulas deben estar en suspensién para que el
sistema de fluidos cumpla con su funcion (Figura
2A).

Sistema de Fluidos

Tamaiio relativo (FCS)

» |C d relativa (SSC), que
esta relacionada con el contenido
nuclear y citoplasmatico que tiene
la célula

Intensidad de fluorescencia
relativa

Figura 1. Parametros analizados en citometria de Flujo. El
tamarfio esta dado por la dispersién de luz frontal que se origina
cuando la célula o particula pasa por el haz de luz, mientras que
la dispersion lateral (SSC) proporciona informacién sobre la
complejidad de la célula.

C Sistema Electrénico

A
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Figura 2. Componentes de un citometro. Se indica los tres sistemas que componen a un citometro, asi como el flujo del procesamiento

de la sefial y la deteccion.

Hoy en dia existen tres mecanismos para lograr
la alineacion o enfoque de las células o particulas a
estudiar al momento de pasar por el punto de
interrogacion.

e El primer mecanismo de alineacion utilizado es

el enfoque hidrodinamico, que consiste en la
inyeccidon de la muestra en el centro de una
corriente, conocida también como fluido
envolvente y este puede ser agua o una solucion
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amortiguadora de fosfatos. El fluido envolvente
mejora la precision con la que las células se
colocan en la regibn de observacion o
interrogacién del citémetro, ya que restringe a
las células en el centro del flujo, obligando a que
pasen una por una, de manera continua (5).
Algunos de los citdmetros que utilizan este tipo
de enfoque son los producidos por la empresa
Becton Dickinson, un ejemplo de este tipo de
alineacion es el modelo BD FACSAria (Figura
3A).

El enfoque aclstico es una alineacion
independiente de fluidos, la muestras se
transporta por el fluido y se inyectan las células
0 particulas a la cdmara de flujo, sin embargo la
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alineacion se realiza por medio de ondas
sonoras. EI mecanismo de alineacién acuUstica
reduce la posibilidad de obstrucciones del
sistema por la formacién de agregados, un
ejemplo de citometro que utiliza este mecanismo
es el modelo de Applied Biosystems AB
ATTUNE (Figura 3B).

Enfoque microcapilar, la alineacion de las
particulas estd dada por el didmetro del capilar
por el cual son inyectadas y transportadas por el
fluido envolvente al punto de interrogacion. Uno
de los equipos mas conocidos que presenta este
tipo de enfoque es el modelo Guava de la marca
Millipore (Figura 3C).

Hidrodinamico Acustico Microcapilar
A B c
Fluido Flujodela Fluido )
envolvente Muestra envolvente ‘, ‘e ::; b’/ Capilar
00 fates ‘ Flujo de la
oc'00 J[;‘ Pie; :;‘e':z:tric g
g 2z a
Punto de Oo ‘/ Léser /
- interseccion \ o b
( @ Flujo de la muestra 5
A o Fluido
Laser envolvente
Léser o [
o T Fluido envolvente

BD FACSAria

AB ATTUNE

M
s

Millipore Guava

Figura 3. Sistemas de alineacion de la muestra y representacion de cada tipo de enfoque. A) Enfoque hidrodindmico el cual esta
dado por el fluido envolvente. B) Enfoque acustico, la alineacion esta dada por ondas sonoras. C) Enfoque microcapilar.

2. Sistema Gptico

Este sistema se compone de una fuente de luz o
laser que excita las particulas o células tefiidas o sin
tefiir y la fuente de coleccion que se encarga de la
deteccion de la desviacion de luz y fluorescencias.
La fuente de luz mas comin en los citdmetros
actuales son los de estado sélido y los de Helio-
Nedn enfriado por aire (1).

En la actualidad existen citbmetros que cuentan
con mas de una fuente de luz, un ejemplo de lo

anterior, son los modelos FACS Melody vy el
FACSAria Il que cuenta con un laser rojo de
633nm y uno violeta de 407nm ademas del laser
azul de 488nm, algunos citémetros pueden expandir
sus fuentes de luz incorporando el laser amarillo de
561nm, el verde de 532nm vy el ultra-violeta (UV)
de 350nm, la ventaja de estos citdmetros es, que
entre mayor nimero de fuentes de luz tenga el
equipo, nos da la posibilidad de usar un mayor
ntmero de fluoréforos.
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La Optica de coleccion consiste en lentes y
filtros Opticos que permiten que las sefiales
luminosas se dirijan a los detectores adecuados. Un
lente de coleccion se encarga de dirigir la luz
desviada frontalmente por la célula (FSC, por sus
siglas en inglés “forward scatter”) hacia el detector
correspondiente, mientras que otro lente se encarga
de dirigir la luz desviada lateralmente (SSC, por sus
siglas en inglés “side scatter”) al detector
comprometido (5).

La membrana celular produce una desviacién de
luz con angulo pequefio de 0.5 a 5° con respecto al
eje del laser, conocida como dispersion frontal o
FSC que refleja el tamafio de la célula. Por otro
lado, la luz que se interna dentro de la célula, se
encuentra con componentes intracelulares que
desvian la luz en cualquier angulo, esto se conoce
como dispersion lateral o SSC y nos proporciona
informacion de la complejidad de las células, la
dispersion de luz que se toma en cuenta para
calcular el parametro SSC es la que tiene un angulo
de aproximadamente 90° (5) (Figura 4).

Dispersion Frontal ( FSC)

Laser ‘/ (\ \\
|

S

Dispersion Lateral (SSC)

Figura 4. Dispersion de luz. El tamafio de la célula se obtiene
por la dispersién frontal producida cuando el haz de luz incide en
la membrana celular, mientras que la complejidad esta dada por
la desviacion lateral de la luz que se genera al incidir sobre los
componentes intracelulares de la célula.

La fuente de coleccion es también la encargada
de conducir las sefiales luminosas producto de la
fluorescencia a los  detectores  adecuados
proveniente de cualquier componente celular o

funcion, que se encuentre tefiida con un colorante
fluorescente o fluoréforo sensible a la fuente de luz
(4) (Figura 2B).

3. Sistema electrénico

Las sefiales luminosas generadas cuando el laser
incide en la célula son recolectadas por detectores
de luz, que traducen las sefiales luminosas a sefiales
electronicas (2). Los dos tipos principales de
detectores luminosos son los fotodiodos de silicon y
los fotomultiplicadores. Los fotodiodos de silicdn
son utilizados principalmente para detectar la
dispersion de luz frontal (FSC), la cual es una sefial
fuerte y los fotomultiplicadores, o0 PMT por sus
siglas en inglés “Photomultiplier tubes”, por ser
més sensibles a la luz son utilizados para captar
sefiales mas débiles, como la dispersion lateral
(SSC) y fluorescencia (6).

Aplicaciones de la citometria de flujo

La citometria de flujo nos permite evaluar
diferentes pardmetros bioldgicos en las células de
manera individual, evaluando tantos parametros
como anticuerpos se dispongan, tefiidos con
distintos fluoréforos en una misma célula, estos los
podemos clasificar en 5 pardmetros (Figura 5).

actividades
membrana,

a) Pardmetros  funcionales:
enzimaticas, potencial de
concentracion de iones.

b) Parametros nucleares: basados en el DNA,
moléculas de regulacion y expresion de genes.

c) Pardmetros de superficie: componentes
estructurales y dinamica de la superficie celular.

d) Pardmetros citoplasmaticos: componentes
intracelulares.

e) Parametros extracelulares: moléculas de la
dindmica de la secrecidn celular.
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Figura 5. Aplicaciones de citometria de flujo. La figura nos describe algunas de las aplicaciones mas relevantes, que se realizan por

citometria de flujo.

En lo que se refiere al campo de Ia
investigacion, la citometria de flujo ha ganado
presencia en diferentes areas, como son la
histologia, inmunologia, biologia molecular,
medicina gendmica, microbiologia, entre ofras,
siendo utilizada en el monitoreo de contenido de
DNA, proliferacion, apoptosis, expresion de
fenotipos, expresién de genes reporteros, especies
reactivas del oxigeno, ciclo celular, resistencia a
drogas, citocinas y quimiocinas tanto intracelulares
como solubles, complementando los estudios
realizados con algunas otras metodologias (4).

Esta capacidad que tiene la citometria de flujo
para brindarnos el analisis de una gran cantidad de
células individuales para varios parametros
simultaneamente ha cambiado nuestra comprension
del comportamiento de las células y de la dinamica
poblacional incluso de poblaciones clonales
mostrandonos variaciones sorprendentes que se
encuentran presentes en una muestra (7). Esta
variacion de las propiedades celulares son de gran
interés a evaluar, sin embargo estas subpoblaciones
tiene como limitante que se encuentran en una
menor proporcion, lo cual dificulta su estudio, la
citometria de flujo nos proporciona la posibilidad de
separar estas subpoblaciones de interés que cumplen
con el fenotipo o funcion que se est4 evaluando del
resto de la muestra para posteriores estudios (8). Las
células que se obtienen de la separacion celular
cuentan con una alta viabilidad y una pureza por
arribpa del 94%, lo que nos permite realizar
procedimientos que nos brinden resultados mas

confiables y certeros. Las células obtenidas de la
separacion se pueden utilizar para realizar cultivo
celular de poblaciones puras, ensayos de
clonogenicidad, extraccion de proteinas, extraccion
de RNA y DNA, ensayos de trasplantes, entre
muchos otros mas.

Algunos equipos con capacidad de realizar
separacion celular, ademéas de permitirnos evaluar
alguna caracteristica bioldgica en las células, se
clasifican como Separador de Células Individuales
Activadas por Fluorescencia (FACS, por sus siglas
en inglés fluorescence-activated single cell sorting),
comunmente Ilamados Cell Sorters, algunos
ejemplos de estos son: BD FACSMelody, BD
FACSAria Ill, BD FACSAria Fusion, BD
FACSymphony S6, CytoFLEX SRT, MoFlo Astrios

AQ.
Preparacion de la muestra

Para conseguir resultados claros y precisos es
importante tener clara la pregunta biol6gica de
investigacién que se quiere responder, disefar
correctamente el panel de tincion, contar con los
controles adecuados y manejar apropiadamente las
muestras.

A. Disefio de un panel de tincién
Para un buen disefio del panel de anticuerpos de

tincion, podemos comenzar clasificando las
proteinas de interés de acuerdo al nivel de expresion
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celular y su relevancia en la pregunta bioldgica, de
esta manera podemos igualar las intensidades de
fluorescencia, otorgandole al antigeno que se
encuentra en menor proporcion un anticuerpo
conjugado con un fluoréforo mas brillante y al
antigeno de mayor expresion seleccionar un
anticuerpo con un fluoréforo menos brillante (3). Es
de suma importancia asegurarse que los fluor6foros
seleccionados se pueden excitar con los laser que
cuenta el citometro a utilizar y verificar el espectro
de emision de cada uno de los fluoréforos, buscando
aquellos que en el espectro de emision se
encuentren lo mas alejados uno del otro, entre
menos sea el traslape de los fluoréforos a usar, se
garantiza una mejor resolucién de la sefial de
fluorescencia y por lo tanto resultados confiables.

B. Controles en un experimento

Otro punto importante e indispensable es la
preparacion de los controles del experimento, ya
que estos sirven para optimizar los ajustes de la
adquisicion en el citometro, asi como para la
interpretacion y presentacion de los resultados (10).

Los controles se deben aplicar a cada uno de los
experimentos que se realicen para lograr una
evaluacion precisa. Estos controles son:

e Control de autofluorescencia

Autofluorescencia es el término utilizado para
describir la fluorescencia natural que ocurre en las
células. Los compuestos comunes que dan lugar a
esta fluorescencia son compuestos de anillo ciclico
como NAD(P)H, colagena y riboflavina. Asi como
los aminoacidos aromaticos (tirosina, triptdfano,
fenilalanina). Estos compuestos absorben en
ultravioleta al rango azul (355-488 nm) y emite en
el rango azul al verde (350-550 nm). La
consecuencia de la autofluorescencia es la pérdida
de resolucion de la sefial en estos rangos de luz y
una disminucion en la sensibilidad. Para detectar la
autofluorescencia de una muestra se requiere
analizar una alicuota de esta sin marcar y utilizarla
como ruido de fondo, a esta muestra se le conoce
como control de autofluorescencia (10).

e Control de Isotipo

Los controles de isotipo son anticuerpos
conjugados que carecen de especificidad para la
molécula diana y se utiliza como control negativo
para estimar el nivel de fondo de tincion y la union
no especifica en un experimento (11). Este control
consiste en la tincién de una alicuota de la muestra

con un anticuerpo irrelevante (isotipo) que esta
marcado con el mismo fluoréforo.

e Controles de fluorescencia menos uno (FMO)

Los controles FMO estan disefiados para
identificar los efectos del traslape de espectros de
otros fluorocromos en el detector de interés y nos
sirve para situar la region positiva del marcador de
interés (12). Un control FMO contiene todos los
fluoroforos en un panel, excepto el que se esta
evaluando (12). Por ejemplo, en un panel de tres
colores (CD3-FITC, CD4-PE, CD8-APC) hay tres
controles FMO por separado, uno de los controles
seria el Control CD3-FMO que estaria marcado con
CD4-PE y CD8-APC, con excepcion de CD3-FITC;
el control CD4-FMO contiene CD3-FITC y CD8-
APC excepto CD4-PE y por ultimo el control CD8-
FMO marcado con CD3-FITC y CDA4-PE a
excepcién del CD8-APC, asi como se muestra en la
tabla 2.

Tabla 2. Panel de 3 colores y control de fluorescencia menos
uno (FMO). Se muestra un panel de 3 colores con sus
respectivos controles FMO, donde cada control contiene el panel
de marcaje excepto el que se esta midiendo.

Antigeno FITC PE APC
CD3 FMO I CD4 CcD8
CD4 FMO CcD3 — CcD8
CD8 FMO CD3 CD4 —

e Controles de Compensacion

Uno de los controles mas importantes en
citometria de flujo es la compensacion. Es un
proceso utilizado para corregir el traslape del
espectro de emision entre los fluoréforos a utilizar.
Si este efecto no se corrige la fluorescencia de
emisién de un fluordforo, hace una contribucion de
sefial al PMT correspondiente a un fluoréforo con
un espectro de emision adyacente.

La compensacién es el proceso matematico por
el cual se elimina la superposicion entre
fluorocromos causado por la fisica de la
fluorescencia (13).

Los controles de compensacion deben de
cumplir con las siguientes caracteristicas:

- Cada control de compensacion debe ser tan
brillante como las muestras a las que se
aplicaréan.
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- La autofluorescencia debe ser la misma para
las poblaciones negativa y positiva usadas para
el calculo de la compensacion en cada
detector.

- El fluorocromo usado para el control de
compensacion debe ser exactamente el mismo
que el que se usara en la muestra experimental.

C. Manejo adecuado de la muestra

Tenemos que tener en cuenta que las muestras
mal  preparadas  proporcionaran  resultados
deficientes y generaran un aumento en la
autofluorescencia y por lo tanto aumentaran el ruido
de fondo. Una caracteristica importante de la
preparacion de muestras para citometria de flujo, es
la obtencibn de una suspension de células
individuales con pocos agregados celulares. Las
células que crecen adheridas a una placa de cultivo
deben separarse de la placa, generalmente se realiza
por un proceso enzimatico, un ejemplo de estas son
la pepsina y la tripsina (5,14).

Es importante tratar bien las células durante el
proceso de preparacion de la suspension celular
evitando los procesos de agitacion mediante vortex
donde las células se dafian.

Durante la tincion de antigenos de superficie, las
células deben estar preferiblemente en hielo
(siempre que el experimento lo permita) para
disminuir el recambio de las proteinas
membranales. Las células pueden usarse frescas (no
fijadas) para incubarse con anticuerpos acoplados a
un fluoroforo, en algunos casos las células se fijan
después de ser marcadas para un antigeno de
superficie, especialmente si también se va a tefiir un
antigeno intracelular (5,14).

Para los antigenos citoplasmaticos o nucleares,
las células deben fijarse y permeabilizarse para que
el anticuerpo acceda al antigeno.

Algunas de las sustancias mas usadas para
permeabilizar es el Triton X-100, saponina y NP40,
y entre los agentes usados para fijar se encuentra el
formaldehido, paraformaldehido y etanol.

Para reducir la formacién de agregados, hecho
que podria bloquear el flujo celular, hay que evitar
utilizar una densidad alta de células por muestra. La
adicion de un agente quelante como el EDTA puede
ser de ayuda a la hora de reducir el nimero de
agregados.

Verificar que la viabilidad celular sea mayor del
90%, ya que la presencia de células muertas puede
producir ~ falsos  positivos debido a la
autofluorescencia que generan (14).

Al momento de realizar el marcaje se
recomienda usar albimina de suero bovino que nos
ayudara a reducir las uniones inespecificas de los
anticuerpos debido a la interaccion directa proteina-
proteina que puede provocar la aparicion de falsos
positivos.

Adquisicién de la muestra

Para realizar la adquisicion de la muestra es
importante contar con los controles apropiados,
anteriormente citados, para crear una plantilla
adecuada de andlisis, con los ajustes necesarios en
los detectores a usar, que nos permitan distinguir la
poblacion de interés, asi como realizar una correcta
compensacion. En la figura 6 se muestra de manera
general, los detectores en los cuales se tienen que
realizar los ajustes de voltaje, asi como el flujo para
optimizar las propiedades del citdmetro.

Un punto a tomar en cuenta en la adquisicion de
las muestras, es que no se puede cambiar los ajustes
del citdémetro en medio de la adquisicion ya que esto
impide la correcta comparacion con los controles y
por lo tanto lleva a errores en la interpretacion de
los resultados.
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Figura 6. Adquisicion de la muestra. El diagrama nos muestra el flujo de trabajo para la adquisicion de la muestra, asi como la
realizacion de los ajustes adecuados en los detectores a usar, para la correcta compensacion.

Interpretacion de resultados

Los resultados obtenidos pueden  ser
representados mediante diferentes estilos, desde una
grafica de puntos hasta una figura tridimensional; la
clave se centra en seleccionar los gréaficos que
reflejen los resultados con precisién y sin generar
confusiones.

A continuacion se describen las representaciones
mas utilizadas en esta area:

Gréafico de puntos: Este grafico muestra la
relacién entre dos marcadores diferentes y
muestra a cada punto como un evento (se define
como evento a cualquier particula que haya sido
excitada por el l&ser). El desplazamiento de los
puntos hacia la derecha indica la expresion de un
marcador X, mientras que el desplazamiento de
los puntos hacia arriba, muestra la expresion de
un marcador (15) (Figura 7).
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Figura 7. Tipos de graficas. La figura representa una poblacién de células marcadas con anticuerpos CD44, CD24 y su representacion
en los diferentes tipos de graficas usadas en citometria de flujo: grafica de puntos, pseudocolor, zebra y densidad.
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Gréficos de densidad: Estos graficos muestran
dos parametros de medicién, uno en el eje X'y
otro en el eje VY, y la intensidad de fluorescencia
de los eventos como un grafico de densidad (o
punto) las poblaciones con mayor nimero de
eventos se representan mediante una escala de
tonos en gris (grafico de zebra), mediante
colores  cercanos al naranja  (grafico
pseudocolor), o mediante lineas (grafico de
contornos) (15) (Figura 7).

Histogramas: Los histogramas muestran la
intensidad de expresion de un marcador versus
el nimero de eventos. El desplazamiento de la
curva hacia la derecha indica mayor expresion
del marcador, mientras que la altura del pico
indica la frecuencia de las células capturadas
(15) (Figura 8).
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