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APLICACION

DE TECNICAS BASADAS
EN REACCIONES
ANTIGENO-ANTICUERPO
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. Técnicas de fijacion del complemento

. Diagnéstico y seguimiento serolégico de las enfermedades
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e I 6 | TECNICAS DE INMUNODIAGNOSTICO

En este capitulo se dara a conocer la importancia y las propiedades de las moléculas de
MHC (acrénimo del inglés, Major Histocompatibility Complex) o Complejo mayor principal
de histocompatibilidad, tanto a nivel molecular como genético.

Una vez conocida toda esa informacion, se pasara a explicar las diferentes técnicas para el
estudio de histocompatibilidad, a nivel serolégico y genético; sus puntos fuertes y débiles;
y, finalmente, la utilidad de estos estudios en el campo de la medicina y la investigacion.

Gracias
a la accion del

sistema inmune,
nuestro cuerpo

esta continuamente

protegido de agentes

exogenos extranos,

denominados

antigenos.

La presentacion
del antigeno en la
Superficie celular

se lleva a cabo a
través del complejo

principal de
histocompatibilidad.

‘ ‘ Laboratorio_6_IMPRESION.indb 216

|. MOLECULAS MHC

Gracias a la accion del sistema inmune, nuestro cuerpo esta continua-
mente protegido de agentes exdgenos extranos, denominados antige-
nos. Una definicién mas apropiada de antigeno es “cualquier sustancia
capaz de unirse especificamente a receptores del sistema inmune”, lo
gue no debe confundirse con inmunégeno, que es cualquier sustancia
capaz de inducir una respuesta inmune. Asi pues, todos los inmunoé-
genos son antigenos, pero no todos los antigenos son inmundgenos.

La primera linea de defensa o inmunidad innata consta de:

) Barreras fisicas y quimicas. Descamacion, sudor, mucosas, secre-
ciones, reflejo de toser, etc.

) Defensa celular. Una vez atravesadas las barreras fisico-quimicas, la
siguiente linea de defensa son los leucocitos de la respuesta innata,
especialmente los fagocitos y células Natural Killer (NK).

Una vez el antigeno ha pasado las primeras barreras y se encuentra con
las células del sistema innato, estas lo captan, lo procesan y lo presen-
tan al exterior para que las deméas células lo reconozcan como extrano
y lo eliminen si se encuentran con él. La presentacion del antigeno en
la superficie celular se lleva a cabo a través del complejo principal de
histocompatibilidad o MHC (de las siglas en inglés Major Histocom-
patibility Complex).

MHC es el nombre genérico y segun la especie de la que se esté ha-
blando las siglas cambian, como por ejemplo HLA (Human Luekocyte
Antigen) en humanos, BLA (Bovine Luejocyte Antigen) en animales
bovinos, SLA (Swine Leucocyte Antigen) en cerdos o H-2 en ratones.
A partir de ahora, nos referiremos a la molécula de MHC como HLA,
puesto que se hablard sobre humanos.

26/7/18 8:53 ‘ ‘



Aplicaciéon de técnicas de tincion y observacion de microorganismos | |_I 5

3. SISTEMAS DE AMPLIFICACION
DE SENALES

Dentro de las limitaciones que se encuentran en los inmunoensayos,
una de las mas importantes histéricamente ha sido la detectabilidad
de la reaccion.

Con el fin de aumentarla, se han llevado a cabo varias estrategias:

) Métodos para disminuir el ruido de fondo, debido a uniones inespecificas.
) Mejora de los sistemas de deteccion del marcador.

) Utilizacion de sistemas para amplificar la reaccién.

Ya se ha comentado que existen diferentes métodos para marcar en
producto del inmunoensayos (el complejo antigeno-anticuerpo). La elec-
cion del marcaje determinaréa la metodologia para amplificar su senal.

3.l. Enzimoinmunoensayos

Cuando el marcaje se basa en enzimas, son de gran utilidad las molé-
culas que actlan de conexones. Se explica a modo de ejemplo, el caso
de la biotina-avidina:

La biotina vy la avidina son moléculas con una alta capacidad de agrega-
cioén, llegando a formar grandes polimeros. La biotina tiene una elevada
facilidad de unién a macromoléculas bioldgicamente activas, sin alterar su
funcion. Esta capacidad se utiliza para crear amplias redes de biotina-avi-
dina-enzimas marcadoras que se acoplan a un solo anticuerpo (Figura 8).

Figura 8. Representacion de la capacidad que tiene la avidina para crear amplias redes
de biotina-avidina-enzimas marcadoras: se acoplan a un solo anticuerpo proporcionando
una amplificacion importante de la senal.

El punto de
corte es un valor
cuantitativo, a partir
del cual el resultado
es positivo.

RECUERDA QUE

Sensibilidad y
especificidad son
parametros de la

Un resultado

puede variar
ligeramente

en distintas
determinaciones

en funcion de la
precision.
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Deteccién de autoanticuerpos | 33

Es una técnica altamente sensible, aunque poco especifica, siendo
capaz de detectar concentraciones de anticuerpo menores a 0,01 mg/
ml. Los resultados se informan como un titulo, que se corresponde al
valor de la maxima dilucion del suero del paciente a la que sigue obser-

vandose fluorescencia. Es por tanto una técnica semicuantitativa, ya La
gue no somos capaces de dar un valor de concentracion de anticuerpo. inmunofluorescencia
La lectura debe realizarse por personal experto. indirecta (IF]) es la

L, . o técnica mas empleada
Para la determinacion de anticuerpos por IFl se utilizan normalmente

como sustrato portaobjetos con cortes de tejidos de animales de en los laboratorios

experimentacién, como rata © mono. para valorar la
presencia o0 ausencia
El procedimiento se resume en la Figura 2: se diluye el suero del de autoanticuerpos

paciente y se pone en contacto con el tejido. Tras la incubacion, se
realiza una serie de lavados para eliminar los anticuerpos que no se
hayan unido y otras sustancias séricas que podrian interferir en el resul-
tado. A continuacién, se incuba con un anticuerpo anti-inmunoglobulina
humana que va conjugado con un fluorocromo (anticuerpo secundario),
de forma que, al observarlo al microscopio de fluorescencia, se veran
fluorescentes las zonas del tejido donde se han unido los autoanti-
cuerpos, si es que estaban presentes. Segun la zona del tejido que se
marca, se puede determinar la naturaleza de los antigenos frente a los
que se dirige el autoanticuerpo.

- A

):j\)f{ ; PBS Incubacion > 7 k

en el suero de un
paciente.

1. Dilucion del suero problema e incubacion 2. Si existen autoanticuerpos (azul), se unirdn a los antigenos
con el tejido fijado a un portaobjetos. correspondientes presentes en el tejido. El resto de anticuerpos
(naranja) presentes en el suero se eliminaran en el lavado.

¢ Lavado

Lavado
Patron homogéneo al 1/160
3. Incubacidn con el anticuerpo anti-inmunoglobulina 4. Observacion de la preparacién al microscopio de
humana conjugado con un fluorocromo. fluorescencia. Informe del titulo y patrén observado.

En el lavado se elimina el exceso de conjugado.

Figura 2. En esta figura se resume la técnica de inmunofluorescencia, muy utilizada en el diagndstico
inmunoldgico.
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El tipo de tejido
que se utiliza se elige
en base a la sospecha

diagndstica del

paciente.
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AMPLIA TUS CONOCIMIENTOS

Las principales diferencias entre las técnicas directas e indirectas son: las
directas hacen uso de un Unico anticuerpo, unido a un fluoréforo, el cual se une
directamente a la molécula diana. Esta técnica reduce el nUmero de pasos resul-
tando ser mas rapida y segura, puesto que se evitan ciertas interferencias por
reacciones inespecificas de los anticuerpos. Las técnicas indirectas utilizan dos
anticuerpos: el primario se une a la molécula diana, y el secundario, marcado con
un fluoréforo, que reconoce al primario y se une a él. Las ventajas de

esta técnica es su elevada sensibilidad por la union de
mas de un anticuerpo secundario al primario,
obteniéndose una senal amplificada.

El anticuerpo anti-inmunoglobulina humana utilizado puede dirigir-
se contra algun isotipo en particular o contra todos, en funcién de lo
que queramos determinar. El fluorocromo que més frecuentemente
se conjuga al anticuerpo secundario es el FITC (fluoresceina isotio-
cianato).

Es importante utilizar siempre un control positivo y uno negativo
gue nos sirvan de referencia a la hora de interpretar los resultados. Una
fluorescencia basal en el control negativo deberia ser tenida en cuenta
para no informar resultados falsamente positivos.

Como se comenté anteriormente, cuando tenemos un resultado posi-
tivo a la dilucién dada se preparan diluciones sucesivas de ese suero
hasta que el resultado observado sea negativo. La Ultima dilucion en
que se observa fluorescencia es la que se informa.

El tipo de tejido que se utiliza se elige teniendo en cuenta la sospecha
diagnostica del paciente (Tabla 2). En funcién del tejido elegido la dilu-
cion de la muestra que debe hacerse del suero también seré distinta.

En pacientes con sospecha de alguna de las enfermedades autoinmu-
nes sistémicas, el sustrato de eleccion son las células Hep2, obtenidas
de cancer de laringe humano. Estas células son de eleccién por su
gran tamano y constante divisién y proliferacion de forma que pode-

26/7/18 8:52 ‘ ‘
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A continuacién se muestran los distintos patrones de IFI que se pue-
den observar en una preparacion sobre células Hep 2 y otros tejidos

(Tabla 3).
TABLA 3 Patrones observados por IFI |
Patron IFI Caracteristicas del patrén Enfermedad asociada
Nucleoplasma
dsDNA Nuclear homogéneo LES
Sm Nuclear moteado grueso LES
U1-RNP Nuclear moteado grueso EMTC, LES, Raynaud
SS-A/Ro Nuclear moteado fino SS, LES
SS-B/La Nuclear moteado fino SS, LES
PCNA Nuclear moteado pleomadrfico LES
Centrémero Nuclear moteado puntiforme. Centromeros Scl, Raynaud, CBP
en metafase
Coilina p80 1-6 puntos en interfase. Cromatina negativa | SS
Sp100 Mas de 6 puntos en interfase CBP
@ Mi-2 Nuclear moteado fino DM/PM @
Nucleolares
Fibrilarina Nucleolar “clumpy” Scl
NOR-90 Nucleolar moteado Raynaud
PM/Scl Nucleolar, nucleoplasma difuso Overlap Scl/PM, Raynaud
Ku Overlap Scl/PM, LES
Scl-70 Nucleo!ar granular’, nucleoplasmay Scl, Overlap PM/Scl
cromatina homogéneos
SRP Nucleolar y citoplasmico difuso PM/DM
Otros antigenos nucleares
Laminas Anillo nuclear LES, HAI
Poro nuclear Anillo nuclear CBP
NuMA Huso mit6tico en interfase SS
Citoplasma
RNP Citoplasmico denso LES
Jo-1 Citoplasmico moteado en 30 % células PM
PL-7y PL-12 Citoplasmico moteado PM
Centriolo/centrosoma Puntos citolplésmicos en los polos opuestos Scl, Raynaud
a la cromatina en metafase
Golgi Aparato de Golgi SS
Filamentos intermedios Tipo vimentina
Microfilamentos Tipo actina HAI 1

‘ ‘ Laboratorio_6_IMPRESION.indb 96
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Patron punteado tipo centromero.

Patrén huso mitdtico mas moteado fino.

Patron citoplasmico moteado fino.

Patrén lisosomal.

Laboratorio_6_IMPRESION.indb 101

Patrén punteado tipo Sp100.

Patréon midbody.

Patron AMA mas Sp100.

Patrdn citoesqueleto tipo actina.

Patron nucleolar homogéneo.

Patron CENP-F.

Patron tipo Golgi.

Patron citoesqueleto tipo filamentos
intermedios.
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Deteccién de autoanticuerpos | | 03

Cuando existe una sospecha de enfermedad autoinmune sistémica,
debe realizarse la determinaciéon de ANA por IFl. Cuando se obser-
van anticuerpos positivos, se recomienda realizar otras técnicas para
el estudio e identificacién de los antigenos reconocidos por los autoan-
ticuerpos. Entre estas técnicas destacan principalmente el enzimoin-
munoensayo (ELISA) y el inmunoblot (IB).

RECUERDA QUE

La técnica del ELISA
es una técnica
altamente especifica,
lo que se traduce en
la aparicion de muy
pOCos resultados
falsamente positivos;
es decir, se reduce
el numero de
muestras informadas

. DETERMINACION DE ANTICUERPOS
MEDIANTE ELISA

Para la deteccién de autoanticuerpos por ELISA, se fija el antigeno
en placas de poliestireno (Figura 4). Al igual que en la IFI, existe una
primera fase de incubacién con el suero del paciente. En la segunda
fase, se ahaden anticuerpos anti-inmunoglobulinas humanas marca-
dos en este caso con una enzima, un radioisétopo o una molécula
luminiscente. Finalmente, se mide la cantidad de producto coloreado,

urmin . diactividad de f ot did como positivas
mini NCl raal VI m nem Nna meal

O U o ?CG dC alo a tac(jl ) da ,[e Ot. a que opte et OSU| a me t a que realmente son
Cuantitativa ae la cantida € autoanticuerpo presente en la muestra. negativas.

Para ello, es necesario utilizar una curva estandar calibrada patrén
usando sueros de concentracion conocida, para finalmente poder inter-
polar la medida del suero en la curva y poder conocer la cantidad de
anticuerpo presente en el suero. Esta curva normalmente no es lineal
y pueden existir variaciones en las determinaciones sucesivas de un

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

4000000000000
B .*000‘.‘.“‘.¢.‘.¢Q¢.*.
< QLXOOOOOOOOOO0)
IS o e 5
o QOOOOOOOOOOO0)
LI S S D
3900000600000
F ..........Q.

1 O)OOOOOOOOOOX) Antlgenos fijados a la placa

A7 \M SV 3
)\ s Lavado A‘ Lavado
WS LAX 1 £AA
A A A A
AAMAAAAAL AAMAAAAAAL AAMAAMAAAL AAAAAAAAAL
Incubacién suero Incubacién conjugado Incubacioén sustrato Parada reaccién
problema

Figura 4. Se resume la técnica de ELISA trabajando en una placa poliestireno multipocillo para ver la exis-
tencia de diferentes anticuerpos presentes en las patologias estudiadas para un buen diagndstico.
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|.l. Fluorocromos

La utilizacion de compuestos fluorescentes, denominados fluorocro-
mos, ha sido fundamental en el desarrollo de la CMF. Son moléculas
qguimicas que absorben luz a una determinada longitud de onda y emiten
a una longitud de onda superior de menor energia. Se caracterizan por
sus espectros de excitacion o absorcidn, que es el rango sobre el que
un fluorocromo absorbe luz y por sus espectros de emisién, que es el
rango sobre el que un fluorocromo emite luz. Por lo tanto, su utilizacién
esté condicionada por el tipo de laser del que disponga el citémetro y
por la longitud de onda a la que se exciten ellos mismos (Figura 2).

Fluorocromo

Excitacion maxima Linea de excitacion Emisidn
(nm) del laser (nm) maxima (nm)

Color de emision
de fluorescencia

Alexa Fluor® 405

Azul 401 360, 405, 407 421

Pacific Blue®

avdl] 405 360, 405, 407 455

@ AmCyan

Verde 457 405, 407 491

Alexa Fluor® 488

Verde 495 488 519

FITC

Verde 494 488 519

PE

Amarillo 496, 564 488, 532 578

PE-Texas Red®

Naranja 496, 564 488, 532 615

Texas Red®

Naranja 595 595 615

APC

Rojo 650 595, 633, 635, 647 660

Alexa Fluor® 647

Rojo 650 595, 633, 635, 647 668

PE-Cy5

Rojo 496, 564 488, 532 667

PerCP

Rojo 482 488, 532 678

PerCP-Cy5.5

Rojo Lejano 482 488, 532 695

Alexa Fluor® 700

Rojo Lejano 696 633, 635 719

PE-Cy7

Infrarrojo 496, 564 488, 532 785

APC-Cy7

Infrarrojo 650 595, 633, 635, 647 785

Figura 2. Longitudes de onda de excitacion y emision de los principales fluorocromos.
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Aplicacion de técnicas de identificacion de poblaciones celulares por citometria de flujo | I |_| ;

Linfocitos B Linea de
activado mieloma

Hibridomas

Produccién de anticuerpos
monoclonal

Respuesta monoclonal

Figura 6. Representacion esquematica de la produccion de un hibridoma por la fusion de
@ un linfocito B 'y una célula de mieloma para la produccion de anticuerpos monoclonales.

. FUNCIONAMIENTO DE UN
CITOMETRO DE FLUJO

La CMF permite obtener informaciéon sobre poblaciones celulares a
partir del estudio individualizado de un gran nimero de células
(habitualmente entre 50.000 y 100.000) que supone una muestra sufi-
cientemente representativa del tamano poblacional. Brevemente, la
suspension celular en solucion isotdnica se hace pasar a través de un
pequeno orificio de modo que cuando salen las células lo hacen una a
una formando parte de una corriente continua o flujo cilindrico. Sobre
esta corriente se hace incidir un haz de luz laser. A continuacién, se
describirdn cada uno de los elementos por los que pasa una muestra
en su paso por el citbmetro.

.l. Estructura de un citébmetro de flujo
Los citdmetros de flujo constan de los siguientes componentes:

) Sistema de inyeccion de la muestra. Permite que las células se trans-
porten a una corriente de flujo hidrodindmico. Pueden ser de dos tipos:

D Sistema de presion diferencial. Un regulador de presion mantie-
ne una presion superior en el contenedor de la muestra respecto al

‘ ‘ Laboratorio_6_IMPRESION.indb 147 @

http.//www.humanimmunologyportal.

com/protocols/preparing-a-single-cell-
suspension-from-either-frozen-or-
primary-tissue-samples/

RECUERDA QUE

Los antigenos son
moléculas (proteinas,
hidratos de carbono
o lipidos) presentes
en las células y que
son capaces de

unir anticuerpos de
antigenos dirigidos
especificamente
contra ellos.
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RECUERDA QUE

Ante resultados de

estimulacion negativos
hay que ver si el

paciente estaba en

Figura 7. Se representa el experimento para valorar, con diferentes concentraciones tratamiento con
de mitégeno (PHA) y anticuerpo CD3, la activacion y proliferacion celular.

El volumen total de cada pocillo sera 250 pl

Un indice de estimulacion de tres o més estéd considerado dentro de
la normalidad.

En la Figura 8 se resumen los pasos principales de esta técnica.

[ Sangre periférica ]
( Extraccion de células mononucleares ]

Estufa a 37 °C 5 % CO, 3 dias

L

( Marcaje timidina tritiada )

( Contaje C.P.M. )

Figura 8. En esta figura se representa un esquema para valorar la activacion y proliferacion celular por incor-
poracion de timidina tritiada.

Es importante tener en cuenta una serie de consideraciones, como
mirar la desviacion estandar de nuestras réplicas para una buena inter-
pretacion de los resultados.
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MHC clase Il

Figura 5. Region HLA de clase Il. Se representan los genes ubicados en esta region
HLA de clase Il.

Existen dos propiedades de las moléculas HLA que hacen dificil a los
patdgenos evadir una respuesta del sistema inmune. La primera €s
que la HLA es altamente poligénica, es decir, contiene varios genes
para HLA de clase | y HLA de clase Il, por lo que cada individuo posee
un set de moléculas HLA con diferentes especificidades para la union
del péptido. Y segundo, la molécula de HLA es altamente polimdrfica.
Eso significa que hay multiples variantes de cada gen hablando desde
una perspectiva de la poblacién global.

En general, existen mas de 3.000 alelos para los genes de HLA tanto
de clase | como de clase Il. Cada alelo esta presente en la poblaciéon en
diferentes frecuencias, por lo que es poco comun encontrar el mismo
alelo en ambos cromosomas de un individuo (homocigoto). La mayor
parte de la poblacién es heterocigota. La expresion de los alelos de HLA
es codominante, por lo que ambos alelos, uno paterno y otro materno,
se expresan en la célula y son capaces de presentar los antigenos a los
linfocitos T. Esta variabilidad permite que un patégeno que puede ser letal
para un individuo, no pueda evadir el sistema inmune a nivel poblacional.

|.3.3. HLA clase Il

En este locus se localizan genes que codifican para las proteinas con
distintas actividades, desde inflamatorias (TNF, HSP) hasta otras con di-
ferentes funciones dentro del sistema inmune, como las proteinas del
complemento (C2, C4, factor B, etc.).

. ESTUDIOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Los estudios de histocompatibilidad estan a la orden del dia, su utili-
dad es incuestionable a la hora de la determinacién de la variacion ge-
nética y fendmenos inmunolégicos involucrados en diversas patologias.
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RECUERDA QUE

Locus es la posicion
que ocupa un gen/
alelo en concreto
dentro de un
cromosoma. El plural
de locus es loci.

RECUERDA QUE

Histocompatibilidad
es la semejanza entre
dos o0 mas tejidos

a nivel genético

e inmunologico.

Un ejemplo seria

el sistema ABO
sanguineo y HLA.
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Aplicacién de técnicas de identificacion de poblaciones celulares por citometria de flujo | I 6 3

T

ReESUMEN

v/ En este capitulo se ha tratado la citometria de flujo, una de las

técnicas de mayor utilidad en los laboratorios clinicos y de investi-
gacion.

Se han tratado, en primer lugar, los tipos de muestras a analizar,
los contenedores en los que se recogen en cada caso y la forma de
procesamiento para obtener una adecuada suspension celular previa
al marcaje con los fluorocromos o anticuerpos monoclonales.

En segundo lugar, se han tratado todos los elementos de los que se
compone un citometro de flujo y el paso de la muestra por cada uno
de sus elementos. Ademads, los avances en citometria de flujo han
permitido que se pueda realizar no solo un andlisis de las células
de una suspension celular sino que también se pueda realizar una
correcta separacion de una determinada poblacion celular de inte-
rés para hacer posteriores estudios. Este aspecto, junto con otras
técnicas de separacion celular no dependientes de un citémetro,
también se han tratado en este capitulo.

Se han intentado resumir brevemente algunas de las aplicaciones
de la citometria de flujo, haciendo énfasis principalmente en el
fundamento mds que en el procedimiento, ya que los protocolos de
trabajo y el método de marcaje pueden diferir de un laboratorio a
otro, dependiendo del citometro y de los anticuerpos monoclonales
utilizados. Finalmente, se ha incluido un apartado en el que se inclu-
yen unas recomendaciones a fener en cuenta para llevar a cabo un
correcto inmunofenotipaje de la muestra que se esté estudiando.

GLOSARIO

Anticuerpo monoclonal: principal reactivo utilizado en CMF cuando
estan o pueden ser conjugados con fluorocromos. Son Ac especificos
para un solo Ag. En CMF se utilizan para identificar poblaciones celula-
res especificas gracias a combinaciones de anticuerpos monoclonales
para antigenos presentes en estas células.
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EJERCICIOS

} E1. ;Se puede llevar a cabo el analisis de las poblaciones leucocitarias en
sangre total de un paciente recogida en un tubo seco?

) E2. Une cada uno de los anticuerpos monoclonales con las células que reco-

nocen:

Anti-CD21

Linfocitos T helper

Anti-CD56

Células plasmaticas

Anti-CD4

Linfocitos T citotéxicos

Anti-CD138

Linfocitos B

Anti-CD8

Linfocitos NK

} E3. ;Cual de los dos es un histograma uniparamétrico? ;Y uno bidimensional?

{3000} [E AND A] FL1 Log/FL2 Log - ADC

[E AND A} FLZ Loy - ADC

108
E=Y
J204%

B2
0.7%

) E4. En el siguiente histograma, asigna a, b, ¢ o d segtin corresponda y sefa-

la su porcentaje:

CD4-RD1

RN T M AR TATTT TR TIT

Ly
[ T0E%

1 ing

.'m

d

LEULLLLL U
1

T T
10° 10 1'0’ 104
CDB-ECD
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EVALUATE TU MISMO

. ¢Cual de las siguientes muestras se puede estudiar por citometria de flujo?:

Q a) Liquidos cefalorraquideos.

Q b) Lavados bronqueolabeolares y exudados.

Q c¢) Sangre total.

Q d) Todas las respuestas anteriores son correctas.

. ¢Cual de los siguientes métodos se utiliza con una muestra de sangre

total?:

Q a) Un método enzimatico.

Q b) Un método quimico.

Q ¢) Un método mecanico.

Q d) Ninguna de las respuestas anteriores es correcta.

. ¢Cual de las siguientes afirmaciones es cierta?:

Q a) La disponibilidad de una suspension celular no constituye un factor limi-
tante comun en los estudios por citometria de flujo (CMF).

Q b) No se requieren suspensiones celulares de muy alta calidad para los estu-
dios de citometria de flujo.

Q c) Se requiere un volumen de muestra celular suficiente para llevar a cabo
los estudios necesarios.

Q d) Lapresencia de agregados en una suspension celular es deseable, ya que
contienen una gran cantidad de células en su interior y no pueden llegar a
obstruir el citémetro.

. ¢Cual de las siguientes definiciones se refiere a un fluorocromo?:

Q a) Son moléculas quimicas que absorben luz a una determinada longitud de
onda y emiten a una longitud de onda superior de menor energia.

Q b) Son moléculas que emiten luz de forma espontanea.

Q c) Son moléculas que se producen a partir de la fusion de un linfocito B con
una célula de un mieloma.

Q d) Son moléculas que después de conjugarse con un anticuerpo son capaces
de emitir fluorescencia.

. Respecto a un fluorocromo, iqué afirmacion es falsa?:

Q a) Deben ser fotoestables.

Q b) Deben poseer un corto estado de excitacion.

Q c) Su espectro de absorcion debe ser lo mas cercano posible al espectro de
emision del laser utilizado.

Q d) Su espectro de absorcion debe ser lo mas lejano posible al espectro de
emision del laser utilizado.
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SOLUCIONES

EVALUATE TU MISMO

http.//www.aranformacion.es/_soluciones/index.asp?ID=19
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