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1. DESCRICAO

O citobmetro de fluxo analisa particulas ou células suspensas em liquido, onde anticorpos especificos com

marcadores fluorescentes sdo utilizados para identificacdo de proteinas. As particulas entram em fluxo

laminar e os marcadores sdo interrogados por um laser, a fluorescéncia produzida é capturada resultando

nos dados para analise.

Modelo: FACSVerse

EspecificagOes:

Laser: Azul (488 nm)

Porta de
Consumo de salina: ?Cess" a0
iltro de
salina
e Normal: 13,6 mL/min (Lateral
esquerda)
e Alta sensibilidade: 6,6 mL/min
Tanque de salina e descarte: 5 L
Consumo de amostra (fluxo):
e Low: 12 pL/min
e Medium: 60 pL/min
e High: 120 pL/min
e Alta sensibilidade: 40 — 55 pL/m
Tabela 1 - Indicadores de status do sistema
Indicador Condigao Status
Verde Pronto para trabalho
Ambar fixo Falha

Indicador de status

Ambar piscando

Aquecimento

Vermelho Sistema inoperante
Ambar Energia desligada
Botdo de ligar Verde fixo Energia ligada

Verde piscando

Shutdown iniciado

Status da aquisi¢do

OFF

Nao adquirindo
amostra

Azul piscando

Adquirindo amostra

Status de fluidos

OFF

Pronto para trabalho

Ambar piscando

- Nivel de salina baixo
- Descarte quase
cheio

Vermelho

-Sem salina
- Descarte cheio
- Descarte
desconectado
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Figura 1 — Componentes gerais
Tabela 2 — Indicadores de status da probe
Indicador Condigcdo Status
Pronto para aceitar
Verde

tubo

Indicador de status
LED na probe

Ambar piscando

SIT (sample injection
tube) Flush em
andamento, n3do
adicionar tubo

OFF

Tubo na probe
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2. OPERACAO

2.1 MATERIAL NECESSARIO

e PBS 1X Filtrado (1L para cada 30 amostras, Anexo lll);

e Tubo para citébmetro ¢/3 mL de agua Milli-Q;

e Tubo para citdmetro ¢/3 mL de hipoclorito de sédio 1%;

e Tubo Eppendorf ¢/500 uL PBS 1X Filtrado para CQ;

e Tubos Eppendorf 1,5 ou 2,0 mL com amostra (volume maximo 500 L)

2.2 FLUXO OPERACIONAL

Iniciaro
sistema
(startup)

¥

Controle de
qualidade
(CQ)

| Configuragao

e otimizagao

2.3 INICIANDO O SISTEMA (STARTUP)

e Verificar o nivel dos tanques:

e Conectar o estabilizador a rede elétrica e ligar;

L 4

Desligar o
sistema
(shutdown)

4

Analise

L 4

Aquisigao

Adaptado: BD (2011)

Figura 2 — Fluxo operacional do citometro de fluxo

o Preencher o tanque de salina;

o Esvaziar o tanque de descarte, se necessario;

e Ligar a chave de energia no canto inferior da lateral direita do equipamento;

e Ligar o equipamento pressionando o bot3o liga/desliga (luz verde = ligado);
e Aguardar 20 minutos para o aquecimento do laser (indicador de status piscando com a cor ambar);

e Ligar o computador (utilizar a senha anotada no local);
e Abrir o programa BD FACSuite (ndo alterar o username, utilizar a senha anotada no local);
e Verificar o status de conexdo e do sistema de fluidos na interface do programa (Conected = icone

verde, Fluidics = icone verde).
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2.4 CONTROLE DE QUALIDADE DIARIO (PERFORMANCE CQ)

Avalia o desempenho do citbmetro, ajustando os detectores e medindo a variacdo diaria em comparacao
com Characterization QC (CQC) determinado previamente. Deve ser realizadodiariamente antes do uso com

as amostras.

Prepare as beads CS&T:
o Prepare um tubo Eppendorf com 500 L PBS 1X Filtrado;
o Adicione 2 gotas de beads CS&T (ATUAL: Geladeira 1, prateleira 8, N2 11, lote: 71259);
o Identificar e anotar data, pode ser mantido por 7 dias em geladeira (protegido com papel

aluminio).

Selecione Setup & QC na barra de navegacgao;

Conferir se o campo Task contém “Performance QC”;

Conferir se o lote das beads esta correto;

Homogeneizar o tubo e posicionar na probe para aquisicdao (usando o adaptador);

Retirar o tubo de beads e posicionar o tubo contendo agua Milli-Q;

Clicar em “Yes” para visualizar os laudos (sdo gerados 2: Normal e High sensitivity);

Clicar em “QC Tracking” para visualizar os graficos dos parametros avaliados.

2.5 CONFIGURACAO E OTIMIZACAO

2.5.1 Criando ou abrindo um experimento

Na barra de navegacao, clique em “Experiments” (icone de Erlenmeyer);

A aba “Manage Experiments” sera aberta, selecione a sua pasta de usuario ou crie uma nova, se
necessario;

Um novo experimento é aberto no workspace, o nome do experimento pode ser alterado na aba
“Manage Experiments” clicando com o botdo direito do mouse sobre o experimento.

Um experimento com as configuragdes padrdes é criado contendo um tubo (Tube_001) com as
configuracdes padroes de tubo e um grafico padrdo é exibido na worksheet.

POP N. 012 Citdbmetro de Fluxo FACSVerse Versdo: 1.1 Pagina 3 de 15
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Figura 3 — Visao geral do ambiente de trabalho do FACSuite

2.5.2 Painel de “Acquisition Status”

e Mostra os status da aquisicao em tempo real e permite configurar “Flow rate”, “Events to display” e
“SIT flush”;
¢ Flow rate: configura o fluxo da amostra no equimento:
o Low: quando é necessaria uma maior precisdo (ex.: experimentos com DNA) para detectar
variacoes discretas na fluorescéncia;
o Medium e High: para experimentos de imunofenotipagem ou para aumentar o rendimento
de eventos;
o NormalouHigh-sensitivity: high sensitivity reduz o fluxo de salina e amostra, sendo utilizada
para obter melhor separagao entre populagdes de fluorescéncia negativa e positiva.
e Events to display: seleciona o niumero mdaximo de eventos exibidos nos gréficos;
e SIT Flush: seleciona o nimero de lavagens realizadas entre as aquisi¢des, aumentar o nimero se
estiver ocorrendo problemas de carryover entre as amostras.
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Acquisition Status: Tube001 o x

me 00:00:00
Processed Events 0 evis
Threshold Events: 0 evis

Threshold Rate 0 evis/sec
Flow rate: Medium -
Events to Display 1000 it
w SIT Flush 1 b
Acquisition Progress | 0%

s Advanced Status
Abcrt Count 0 evts
Abort Rate: 0 evis/sec

Adaptado: BD (2011)

Figura 4 — Painel Aquisition Status

2.5.3 Painel de “Data Sources”

Este painel é usado para adicionar ou deletar tubos e arquivos FCS além de controlar a aquisi¢ao de dados.
Usando o botdo direito do mouse sobre o tubo, é possivel fazer diversas configura¢des dos tubos. A seta do
indicador de corrida (pointer) identifica qual tubo estd sendo pré-visualizado ou adquirido e também qual
estd sendo exibido nos graficos. Principais funcdes:

e New tube: adiciona um novo tubo na lista, usando as configura¢des do experimento;

e Preview:inicia ofluxo de amostra e a populacdo dos graficos com os dados, mas ndo grava dados de
eventos;

e Acquire: inicia o fluxo de amostra e a gravacao de dados em um arquivo FCS;
e Stop: interrompe o fluxo e aquisicao de dados;

e Next: move o indicador de corrida para o préoximo tubo da lista ou adiciona um novo tubo com as
configuragdes do experimento se estiver no ultimo da lista;

e Pause: pausa o fluxo de amostra e a contagem de eventos;

e Resume: reinicia o fluxo de amostra e a contagem de eventos;

e Restart: limpa os dados de preview ou de aquisicdo sem interromper o fluxo de amostra.

2.5.4 Painel “Cytometer”

Este painel exibe os status do sistema em tempo real e também exibe quando é necessdrio realizar
protocolos de limpeza no sistema. Exibe também as configuragdes de voltagem, threshold e de laser.

e Em “PMT Voltages”, os fluorocromos que ndo estdo em uso no experimento podem ser excluidos. A
voltagem nado precisa ser configurada por aqui, sendo otimizada pelo graficode pontos na worksheet.
e As configuracdes de laser ndo precisam ser alteradas, usualmente.
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2.5.5 Painel “Worksheets”

Este painel exibe a worksheet onde podem ser incluidos gréficos para andlise dos dados do experimento. O

grafico padrdo gerado inicialmente é um grafico de pontos (dotplot) mas podem ser incluidos também

histogramas, graficos de contorno (contour plot) e de densidade (density plot). A barra de ferramentas da

worksheet também inclui icones para a adicao de gates, estatisticas e outros. Para incluir novos graficos:

Clique no icone do gréfico desejado;

Clique e araste o cursor no local desejado da worksheet, ajustando o tamanho do grafico;

Selecione o grafico e clique com o botao direito no mouse no titulo do eixo X para selecionar o
parametro desejado para o eixo X;

Clique com o botdo direito do mouse sobre o titulo do eixo Y para selecionar o parametro desejado
para o eixo Y.

Opcional: o icone de grade, na barra de tarefas, exibe uma grade guia para ajudar no
dimensionamento e posicao dos graficos.

2.5.6 Otimizando as Configuracdes do Citometro para um Tubo

Posicione um tubo (geralmente amostra branca) na probe e clique em preview:
Ajuste as voltagens de PMT conforme a necessidade para que todas as populacdes estejam exibidas
dentro da escala, para isso:

o No grafico, clique em PMTV no canto inferior direito;

o Ajuste a voltagem para cada parametro com o controle de correr sobre o eixo;

o Clique novamente em PMTV para desabilitar o controle de correr e evitar alteragdes
acidentais.
Selecione e ajuste um threshold, se necessario (pode ser util para remover os eventos gerados por
debris e particulas indesejadas).

2.5.7 Desenhando Gates no Grafico

Antes de criar os gates, o graficodeve estar configurado e preenchido de dados (geralmente amostra
branca);
Para gates retangulares e elipticos:
o Clicar noicone correspondente na barra de tarefas;
o Clicaresegurar o botdo esquerdo do mouse no graficoearrastando até gerar umaforma com
tamanho desejado;
o Liberar o botdo para concluir o gate.
Para gate poligonal:
o Cligue noicone na barra de tarefas;
o Clique no grafico para especificar uma posigdo inicial, um vértice é gerado;
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o Clique em outra posi¢do paraadicionar outro vértice e repita o processo até formar o poligono
da forma desejada;
o Clique sobre o vértice inicial ou dé um duplo-clique para encerrar o desenho do gate.
e Para gate com formato livre:
o Cligue no icone na barra de tarefas;
o Cligue e segure o botdo esquerdo do mouse para desenhar o formato desejado sobre o
grafico;
o Solte o botdo do mouse quando o formato estiver pronto.
e Apds desenhados, os gates podem ser editados (tamanho, forma, rotacdo) e movidos no grafico,
conforme a necessidade.

Tube_002 - All Events

Rectangle gate  + - - T Ellipse gate

< & i "M Pt
W / i y
3 . k
. 2
1 L e 3
° ‘*
FITC-A
Tube_002 - All Events Polygon gate = Freehand gate *
5
10

o . . Pt Fr N

(asaa )
{ 4684 )
5,

Adaptado: BD (2011)

Figura 5 — Configuracdo da PMTV (a) e configuracdo de gates (b)

2.6 AQUISICAO

e Ligue o aparelho e prepare o experimento (ltens 2.3 ao 2.5.1);

e Posicione um tubo com dgua Milli-Q na probe, em Flow, selecione High (2.5.2) e clique em Preview;

e Deixe a dgua correr por alguns minutos enquanto verifiqua a ocorréncia de eventos no grafico, se
houver um numero alto e eventos (>400) interrompa o Preview (clicar em Stop), troque o tubo de
agua por um tubo com hipoclorito 1% e deixe correr por aproximadamente 2 minutos em Preview,
com Flow em High e depois repita o processo com dgua Milli-Q;

e Parainiciar a analise das amostras, volte ao painel de experimento e verifique se o pointer esta no
primeiro tubo;

POP N. 012 Citdbmetro de Fluxo FACSVerse Versdo: 1.1 Pagina 7 de 15
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Coloque uma amostra na probe e cligue em Preview, se necessdrio, configure os graficos,
fluorocromos, voltagem e gates (Itens 2.5.4 e 2.5.7);

Clique em Preview;

Quando os pontos aparecerem no grafico e estiverem adequados, clique em Adquire;

Apds o término da aquisicdo, remova o tubo da probe e aguarde o término do SIT Flush (LED da probe
pisca em cor ambar, quando troca para verde estara pronto para receber outro tubo);

Cligue em Next para o pointer passar para o proximo tubo da lista ou adicionar um tubo novo;
Clique em Acquire para analisar a nova amostra;

Ao final da aquisicao de todos os tubos, remova o tubo de amostra e posicione um tubo com 3 mL
de dgua Milli-Q na probe.

2.7 ANALISE

Nao é permitida a realizacdode andlise de dados diretamente na workstation do citbmetro, os dados gerados

podem ser acompanhados de maneira prévia durante a realizacdo do experimento, porém, o tratamento

mais detalhado dos dados deve ser realizado posteriormente.

Para exportar os dados do experimento:

Insira um pendrive formatado (obrigatoriamente) em uma porta USB da workstation;
Selecione todos os tubos do experimento (ou apenas os desejados);

Clique em File > Export > FCS Files

Navegue até o local desejado para salvar os arquivos;

Clique em OK.

2.8 DESLIGANDO O SISTEMA (SHUTDOWN)

Para fazer a lavagem didria e o desligamento do citbmetro:

Na barra de menu, selecione Cytometer > Fluidics>Clean Cuvette, posicione um tubo com 3mL de
agua Milli-Q na probe e clique em Continue;

Ainda com a agua Milli-Q na probe, selecione Cytometer > Fluidics>Drain and Fill Flow Cell e clique
em Continue;

Remova o tubo da probe e selecione Cytometer > Fluidics>SIT Flush e clique em Continue (faca 2
vezes);

Na barra de menu, selecione Cytometer > Daily Clean, uma nova janela ira abrir;

Primeiro sera solicitado o hipoclorito, coloque um tubo com 3 mL de hipoclorito 1% na probe, a a
lavagem vai comecgar automaticamente, se necessario, clique em Continue;

Depois serd solicitada a agua, posicione um tubo com 3 mL de dgua Milli-Q na probe e a lavagem vai
comecar automaticamente, se necessario, Continue;

O procedimento de lavagem didria leva em torno de 4 minutos, ao terminar a janela vai fechar;
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e Na barra de menu, selecione Cytometer > Shutdown, o citdbmetro serd desligado automaticamente;
e Em seguida, desligue a chave de energia no canto inferior da lateral direita do equipamento;

e Feche o programa FACSuite, desligue o computador e o estabilizador, deixe o estabilizador
desconectado da tomada;

e Anote o uso do equipamento na folha de controle localizada junto ao mesmo (Anexo ).

3. MANUTENCAO

3.1 LIMPEZA DA PROBE (DAILY CLEAN)
Frequéncia: sempre apds o uso do equipamento;
Material:

e Tubo para citbmetro ¢/3 mL de dgua Milli-Q;
e Tubo para citdmetro ¢/3 mL de hipoclorito de sédio 1%;

Procedimento:

e Consultar Item 2.8

3.2 LIMPEZA MENSAL (MONTLY CLEAN)
Frequéncia: mensal;
Material:

e Tubo para citdbmetro ¢/3 mL de agua Milli-Q;

e 2L de solugdo hipoclorito 1%;

e Tubo para citdmetro ¢/3 mL de hipoclorito de sédio 1%;
e 2L PBS 1Xfiltrado.

Procedimento:
3.2.1 Bypass do filtro de salina
Deve ser feito antes da limpeza mensal para evitar danos ao filtro pelo hipoclorito.

e Abrir o painel na lateral esquerda do equipamento;

e Desconectar o dreno da parte de cima do filtro (Fig. 5. a);

e Pressionar os dois conectores de engate rdpido (acima e abaixo) e remover o filtro;

e Instalar o bypass (localizado junto ao citbmetro) pressionando os dois conectores de engate rdpido
(Fig. 5. b);

e Conectar o dreno na linha do bypass.
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i —— Conector do dreno

O S —— Filtro de salina )

¥ Conectores de ‘

engate rapido

— Linha de bypass

Adaptado: BD (2011)

Figura 6 — Bypass do filtro de salina

3.2.2 Limpeza mensal
Ap06s a instalacdo do bypass:

e Esvaziar o tanque de salina e adicionar, no minimo, 2 L de hipoclorito 1%;

e Reinstalar o tanque e posicionar um tubo de com 3 mL de hipoclorito 1% na probe;

e Selecionar Cytometer > Monthly Clean;

e Apds a lavagem com hipoclorito, lavar o tanque de salina e adicionar, no minimo, 2 L de PBS 1X
filtrado;

e Reinstalar o tanque e posicionar um tubo de com 3 mLde dgua Milli-Qna probe e clicar em Continue;

e Apds o término, remover o bypass e reinstalar o filtro de salina, conectando novamente o dreno ao
filtro;

e Selecionar Cytometer > Fluidics > Purge Sheath Filter.

e Repetir esta purga do filtro pelo menos 1 vez para remover possiveis bolhas presentes no filtro.

e Caso esteja apresentando problemas na leitura das beads durante o PERFORMANCE CQ: na barra de
menu, selecione Cytometer > Fluidics>Clean Cuvette, posicione um tubo com 3 mL de detergente BD
diluido (Anexo IV) na probe e clique em Continue. Espere 15 minutos, posicione um tubo com 3 mL
de 4gua Milli-Q na probe e repita o processo de Clean Cuvette 3 vezes usando agua.

e Ainda com a dgua Milli-Q na probe, selecione Cytometer > Fluidics>Drain and Fill Flow Cell e clique
em Continue;

e Remova o tubo da probe e selecione Cytometer > Fluidics>SIT Flush e clique em Continue (faga 2
vezes).
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3.3 OBSTRUCAO DA PROBE

e Posicione um tubo com 3 mL de hipoclorito 1%, em Flow, selecione High (2.5.2) e clique em Preview;
e Apds alguns minutos cliqgue em Stop;

e Posicione um tubo com 3 mL de FACSrinse, em Flow, selecione High (2.5.2) e clique em Preview;

e Apds alguns minutos cliqgue em Stop;

e Posicione um tubo com dgua Milli-Q na probe, em Flow, selecione High (2.5.2) e clique em Preview;
e Apds alguns minutos cliqgue em Stop;
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FICHA DE USO DO CITOMETRO DE FLUXO BD FACSVERSE

L. . Volume de solugao .
Data Nome Hora inicio | Hora final . Assinatura
consumida (mL)
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ANEXO Il - Guia de Filtros e Quadro de Referéncia de Fluorocromos para o BD FACSVerse

Dyes Application Filters Mirrors

1-laser, 4-color configuration

SSC Cell surface markers, live/dead discrimination, cell cycle 488/15 NONE
FITC, BD Horizon Brilliant™ Blue 515, Alexa Fluor® 488 " 527132 507 LP
PE, Pl " 586/42 560 LP
PerCP, PerCP-Cy™S5.5, PE-Cy™S5, 7-AAD " 700/54 665 LP
PE-Cy™7 " 783/56 752 LP

Adaptado: BD (2014)

Exditation Laser Line
Instrument (nm) Fluorescence Channel | Fluorochromes provided by BD Biosciences

BD FACSVerse™" 488

Adaptado: BD (2014)

Infrared

Far Red
Infrared
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ANEXO IIl - PREPARO DE PBS 1X PARA USO COM O CITOMETRO

Em substituicdo ao BD FACS Flow Sheath Fluid (# 342003) utilizar PBS 1x comercial (filtrado e autoclavado)
ou a solucdo de PBS 1x preparada no laboratério conforme a seguinte formulacdo:

Para cada litro de solugao PBS 1X:
o 8,0 g NaCl
o 0,2 gKCl
o 1,44 g Na2HPO4
o 0,24 g KH2PO4

Adicionar agua ultrapura até 1 litro e ajustar o pH para 7,2;
Filtrar contra particulas superiores a 0,22 pum;

Autoclavar e manter em geladeira (2 a 8 °C).

Alternativamente, pode ser preparada uma solu¢ao de PBS 10X para posterior diluicdo 1:10 e uso:

e Para cada litro de solugao PBS 10X:

o 80,0 g NacCl

o 2,0gKCl

o 14,4 g Na2HPO4
o 2,4gKH2P0O4

e Adicionar agua ultrapura até 1 litro e ajustar o pH para 7,2;
e Filtrar contra particulas superiores a 0,22 pum;
e Autoclavar e manter em geladeira (2 a 8 °C).

e Antes do uso, para cada litro de solugao PBS 1X:

o Pipetar 100 mL de PBS 10X;
o Completar o volume para 1L com dgua Milli-Q
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ANEXO IV - DILUIGAO DO DETERGENTE CONCENTRADO BD (Ref. 660585)

Para uso repetido do equipamento:

e Pipetar 3 mL de detergente BD (BD Detergent Solution Concentrate - Ref. 660585);

e Diluir em 197ml de agua milli-Q;
e Quantidade suficiente para duas semanas de uso.

Para uso unico
Para cada 1 mL de detergente diluido:

e Pipetar 15 uL de detergente BD (BD Detergent Solution Concentrate - Ref.
e Diluir em 985 pL de agua milli-Q;

660585);

Para 4 mL total (caso equipamento nao seja utilizado em breve ou em duas semanas):

e 60 ulL de detergente em 3940 ulL de dgua Milli-Q.
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