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Introducao

Através de pesquisas em laboratorio, antigenos sao colocados
estrategicamente em corpos de certos seres vivos para a

criacao de anticorpos para serem analisados.
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Fluorocromos

e S3o0 substancias quimicas que se ligam a
anticorpos presentes na membrana
plasmatica que emitem luz apos um
determinado estimulo (e refletem).
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Fluorocromos

icos (para cada anticorpo).
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O que é?

* O citometro de fluxo € um aparelho utilizado
para a analise de emissao de fluorescéncia da
célula (por meio de anticorpos).




Citometro de fluxo

* Mede as propriedades de dispersao de luz
pelas células e a emissao de luz de anticorpos
monoclonais (criados e clonados em
laboratorio).




Metodologia

* As células uma vez em suspensao liquida sao
interceptadas por um feixe de luz (laser).
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1. Angulos de dispers3o

* Um numero de detectores sao apontados ao
local onde passa o feixe de luz capaz de
detectar a estrutura e tamanho da célula.

 FSC—angulo de dispersao frontal (detecta o
tamanho celular).

e SSC —-angulo de dispersao lateral (detecta a
composicao celular).



FSC x SSC

ANGULO DE DISPERSAO LATERAL (SSC)

ANGULO DE DISPERSAO FRONTAL (FSC)




2. Luz e coloracao

Cada particula que passa pelo feixe de luz

dispersa uma luz diferente, diferenciando os
tipos celulares.

1000 ]’ % | T =)

1

)
]
-]

@
o
o

a
3
\ A A >

Fluorescéncia (610nm

iy




Importante saber

As células sao contadas a partir de detectores FSC
e SSC.

As células sao separadas a partir da atracao de
placas por diferenca de polaridade.

A técnica possui inumeras vantagens.
Importante para o estudo do cancer.

Grande numero de células analisadas com
rapidez.

Mede parametros em células individuais.
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Figura 1. Andlise do marcador Ki-67 e CD71 por citometria de fluxo: a) De¢ plot do controle sotipico do Ki-67. (b) Dat plot do dupla marcagio
do anticorpo anti-Ki-67 versus anticorpo anti-CD34. (c) Dot plot do controle do anticorpo anti-CD71. (d) Dot plot da duply marcagio do

anticorpo anti-CD71 versus antxorpo anti-CD34
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Figura 4. Efeito da concentragio da fitohemaglutimina sobre a proliferagio de linfocitos humanos. Células
mononucleares obtidas de sangue periférico de voluntarios sadios, apos 1solamento em gradiente de densidade, foram
tratadas com proporgdes crescentes do meio de cultura Meio para Cariotipo enniquecido com fitohemaglutinina como
indicado e incubadas a 37 °C por 3 a 5 dias. em atmosfera de CO,. Os pontos representam a relacio média = EPM do
mimero de eventos detectados por citometria de fluxo entre as culturas estumuladas por fitohemaglutiming em relagio
a fragdo ndo estimulada. * P<0,01; ** P<0.001; *** P=0,00001 em relacio ao controle nido estimulado.




Metodologia
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Aplicacoes

Fenotipagem de leucocitos, de células tumorais,
analise de DNA, diagnostico e classificacao de
leucemias, de linfomas, contagem de
reticulocitos... =
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METODOLOGIA

Grafico de analise de leucodcitos (com fluorescéncia)
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