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MATERIAL NECESSARIO PARA ANALISE DE CITOMETRIA DE FLUXO
COM CELL SORTING.

< PBS estéril por filtragdo ou autoclavado*, volume de 05 a 10 litros

* Preparar 1 L de PBS 10x concentrado (0,15M; pH 7,2), de acordo com
a seguinte formulagdo:

» Cloreto de sédio (NaCl): 80g
» Cloreto de potdssio (KCL): 2,0 g
» Fosfato dibdsico de sédio (NazHPO4): 115 g
» Fosfato de potdssio monobdsico (KHz2PO4): 2,0 g
» H20 dd gsp: 1000 mL
* Filtrar em membrana clarificante (0,45 um) para retirar
impurezas
Apds completa diluigdo do reagente, fazer uma solugdo 10X
diluida (100 mL PBS 10X concentrado : 900 mL H20 dd).
e Acondicionar em frascos e autoclavar. Ndo usar periodo de
secagem nho programa da autoclave, pois poderad alterar a
molaridade da solugdo.
% Agua destilada autoclavada: 5L
% Alcool etilicoa 70%: 5 L

PREPARO DA AMOSTRA A SEREM SUBMETIDAS A CITOMETRIA DE
FLUXO

1- Filtragem das amostras:

Previamente ao procedimento de sorting, as amostras deverdo ser filtradas duas

vezes em filtro de 70um para evitar a passagem de grumos de células e/ou

impurezas. Amostras que contenham grupos ou apresente uma alta densidade de

células ndo serdo analisadas pelo risco de comprometer o funcionamento do aparelho.
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2- Solugdo de diluigdo das amostras:

As amostras poderdo ser diluidas em PBS ou meio de cultura (suplementadas
ou hdo com Soro Fetal Bovino em concentragdo maxima de 2%)

3- Diluicdo das amostras:

A concentragdo de células da amostra poderad ser modificada conforme suas
caracteristicas, no entanto, é recomenddvel que sejam diluidas em ndmero
de 2 x 107 células por 1 mL do meio de suspensdo.

Obs 1: Faga a contagem das células antes do sorting, ndo antes do procedimento de
marcagdo e filtragdo. Esses procedimentos geralmente resultam na redugdo da
concentragdo de células. Sempre inicie a marcagdo com o dobro de células que
necessita para iniciar o sorting.

Obs 2: As células a serem adquiridas devem vir ressuspendidas em PBS (sem
Ca/Mg-+) ou meio de cultura (RPMI) SEM vermelho de fenol e preferencialmente
SEM soro, porém até 1% de FCS (soro fetal bovino) é tolerado. Se estiver
trabalhando com células aderentes ou suspensdes viscosas adicione 5 mM de EDTA
(para prevenir aglutinagdo e adesdo ao sistema do citometro).

Obs 3: E recomendavel trazer quantidade extra de fampdo ou meio para diluir as
amostras, no caso estejam muito concentradas ao serem adquiridas

4- Controles de compensacdo:

= Os usudrios deverdo trazer células ndo marcadas e marcadas
individualmente com cada fluoréforo utilizado ho experimento, com a
finalidade de realizar a compensagdo das fluorescéncias, ou seja,
minimizagdo da interferéncia entre os fluoréforos (spillover).

= As células submetidas ao BD FACSAria IIT ndo podem ser marcadas
com iodeto de propideo (PI),



