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1. DESCRICAO

O citdmetro 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. Usando a funcdo de sorting, células que atendam a critérios definidos podem ser
separadas e depositadas em tubos diferentes.

Modelo: FACSMelody

Especificacoes:

Lasers: Azul (488 nm) e Vermelho (640 nm) na configuracdo 2-lasers, 6 cores (4-2) (Consultar Anexo Il)
Tanque de salina: Tanque de inox autoclavavel de 10 L

Tanque de descarte: Tanque de polipropileno de 10 L

Entrada de amostra: Tubo de poliestireno de 5,0 mL

Tamanho de células: 0,5 a 40 um

Sorting: 34.000 gotas por segundo, tamanho da gota 100 um

Dispositivo de coleta: Tubos de 5,0 mL, placas e laminas de microscopia
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Adaptado: BD (2020)

Figura 1 — Citometro de Fluxo Cell Sorter BD FACSMelody
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2. OPERACAO

2.1 MATERIAL NECESSARIO

PBS 1X filtrado e autoclavado (Anexo lll);

Tubo para citdmetro c/3 mL de agua Milli-Q;

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

Tubo para citdmetro c/4 mL de solucdo de detergente BD (Anexo 1V);

Tubo para citdmetro ¢/500 pL PBS 1X Filtrado para setup com CS&T RUO BEADS;
Tubo para citdmetro ¢/500 pL PBS 1X Filtrado para setup com ACCUDROP BEADS;
Tubos para citbmetro com amostra

2.2 FLUXO OPERACIONAL

Iniciaro . Visualizar Desligaro
. Criar um N N L. .

sistema " exoerimento » Setupe sort relatorios de sistema

(startup) P sort (shutdown)

Adaptado: BD (2020)

Figura 2 — Fluxo operacional do citdmetro de fluxo

2.3 INICIANDO O SISTEMA (STARTUP)

POP N. 013

Verificar o tanque de salina e filtros;
Se tiver sido feito desligamento longo: o tanque estard com etanol 70%, devendo ser esvaziado,
enxaguado com agua destilada e completado com solugdo salina/PBS (desplugar todas as conexdes,
efetuar o procedimento e reconectar novamente);

Se tiver sido feito desligamento curto: estara com solugdo salina/PBS e pode ser usado
diretamente;

Verificar o nivel da solugdo: cuidar para ndo ultrapassar limite de volume do tanque (marcac¢do na
lateral) e vedar bem;

Verificar se o filtro estd de acordo com o liquido do tanque (salina, etanol, hipoclorito, dgua) e
checar as conexdes do tanque (filtro, ar);

Esvaziar tanque de descarte e colocar hipoclorito numa concentragado final de 0,5 a 1% (capacidade
do tanque é 10L);

Ligar o compressor (110V — ja esta conectado no transformador que é ligado direto na rede 220V);
Ligar as duas tomadas do citdmetro no nobreak ;
Ligar o citometro;

Ligar o computador;

Citometro Cell Sorter BD FACSMelody
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e Rodar software TERATERM antes de rodar o FACS Chorus para evitar lentidao (tem que aparecer
“END UP BOOQT”, finalizar o boot);

e Abrir software FACS Chorus;

e Seguir fluxo de checagem e inicializa¢ao (a maior parte é automatizado, mas alguns passos
requerem acdo do usuario):

1. Fluidics startup

2. Cleaning

3. Sort nozzle (inserir nozzle de analise)

4. Citometer setup (CS&T RUO BEADS) - Toda vez que for usar equipamento
5. Drop delay (Accudrop) — Somente se for fazer cell sorting

\ 1 - Barra de navegacdo

2 — Indicador de status

®

3 — Workflow guiado

+

+

4 — Campos de entrada de dados

TH

+

+
— — e e e e e

Adaptado: BD (2020)

Figura 3 — Visdo geral do software FACSChorus

2.3.1 Fluidics Startup
Selecionar uma das duas opc¢des:

e Se tiver sido realizado um desligamento longo na ultima utilizagdo, devera ser realizado
obrigatoriamente o “RUN EXTENDED FLUIDICS STARTUP”

e Se tiver sido realizado um desligamento didrio na ultima utilizacdo, podera ser realizado
diretamente o “RUN DAILY FLUIDICS STARTUP”

Ambas as op¢des possuem 4 tarefas a serem realizadas:

e Fluidics startup;
e Inserir o nozzle de loop-fechado;
e Verificar os tanques de salina e descarte (deve ser preferencialmente realizado antes de ligar);
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e Iniciar a purga do filtro de salina.

Todo o processo é guiado, seguir os comandos exibidos na janela. Ao concluir, clicar em fechar e, depois,
continuar.

2.3.2 Cleaning
Selecionar uma das 2 opgdes:
FLOW CELL CLEAN:

e Limpa alinha de amostra e preenche a flow cell com agua Milli-Q;

e Erecomendado fazer o FLOW CELL CLEAN entre tipos diferentes de amostras e usudrios diferentes;

e Se tiver sido realizado um desligamento longo na ultima utilizacdo: efetuar o FLOW CELL CLEAN 3
vezes para garantir que tenha dgua na célula de fluxo evitando a danificagdo das borrachas de
vedacao (O’ring).

PREPARE FOR ASEPTIC SORT:

Limpa as linhas de salina e amostra com hipoclorito 1%, dgua Milli-Q e etanol 70%, procedimento no ltem
3.3.

e Pode ser realizado se necessdrio para uma limpeza completa do sistema fluidico antes de um
experimento de sorting;

e Fazer 1X por més para limpeza do sistema;

e N3o precisa autoclavar tanque (usar UV por 15min)

1 - Porta do bloco de sort

2 —Trava de seguranca do nozzle

3 — Célula de fluxo

4 — Nozzle de loop fechado (metalico)
5 — Porta-nozzle

6 — Detector FSC

Figura 4 — Camara da célula de fluxo (flow cell)
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2.3.3 Sort Nozzle
Lavar sort nozzle cuidadosamente:

e Em um tubo falcon 15ml com dgua milli-Q, mergulhar e enxugar nozzle com kimwipes;

ATENCAO: MUITO CUIDADO NESSE PROCEDIMENTO POIS O NOZZLE E UMA PECA SENSIVEL, DE ALTO
CUSTO E SEM REPOSICAO NO LABORATORIO!

Retirar o nozzle metalico (closed loop nozzle) e inserir o sort nozzle cuidadosamente:

e Girar a trava de seguranga no sentido anti-hordrio até a posi¢ao de Sh:

e Puxar com cuidado o closed loop nozzle e posiciond-lo no suporte no canto superior direito da
camara;

e Inserir cuidadosamente o sort nozzle com as inscri¢des voltadas para cima;

e Girar a trava de segurancga no sentido hordrio de volta para a posicao de 12h.

e Clicar em STREAM para visualizar se o sistema pressurizou corretamente e criou um fluxo/filete de
solucdo salina, bem como a formacgao das gotas

2.3.4 Citometer Setup (CS&T)
Fazer checkup performance com as BEADS toda vez que for realizar algum experimento no citometro
Preparar um tubo de citometria com as BEADS:

e 500ul de PBS (pode ser coletado diretamente do STREAM do equipamento) + 2 gotas das BEADS
CS&T;

e Agitar bem antes de inserir no equipamento;
e Pode ser mantido na geladeira por 1 semana (protegido com papel aluminio);

2.1.5 Drop Delay (ACCUDROP)
*SOMENTE SE FOR FAZER CELL SORTING

e 500ul de PBS + 1 gota de BEADS ACCUDROP
e Pode ser mantido na geladeira por 1 semana (protegido com papel aluminio)

OBSERVACAO

Sempre que o equipamento ficar muito tempo desligado fazer SHEATH FILTER PURGE, abrir um
experimento e fazer BACKFLUSH varias vezes (retirar bolhas de ar do filtro e célula de fluxo) antes de iniciar
0 experimento em questao.
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2.2 CONFIGURANDO UM EXPERIMENTO

Clicar na aba EXPERIMENTS;

NEW EXPERIMENT - CREATE EXPERIMENT;

Nomear o experimento e selecionar os fluorocromos desejados;
Adicionar os plots com os parametros desejados;

FLOW RATE (ajustar)

o Limite do equipamento: 34.000 eventos (acima perde sensibilidade);

o Madximo indicado para andlise: 20.000 eventos;

o Maximo indicado para sorting: 6.000 eventos (1 célula a cada 5 gotas).
BACKFLUSH: injeta salina para limpar a célula de fluxo;

o Usar entre um tubo e outro para limpeza;

o Usar caso haja problema na vélvula pint (ndo estiver sugando a amostra).
Quando forem usados dois fluorocromos ou mais na amostra é necessario efetuar a
COMPENSACAO (pois ha sobreposicdo das faixas de deteccdo);

o Obs.: Células ndo marcadas e células marcadas com fluorocromo devem ter valores

parecidos ou préximos.
Inserir o tubo na célula de fluxo e clicar em LOAD SAMPLE;

o As amostras devem estar em PBS ou PBS+BSA (meios de cultivo podem entupir

equipamento ou possuir compostos fluorescentes que afetam sinal);

o Selecionar o tamanho das células;

o Ajustar Threshold, voltagem (PMT) e gates;

o Obs.: Enquanto o tubo estiver sendo analisado ndo é possivel abrir a porta da célula de fluxo

(ndo forgar, pode quebrar);
o Clicar em START RECORDING para iniciar a contagem/gravacdo da leitura.
Fazer limpeza entre um experimento e outro com hipoclorito 1% e em seguida com dgua Milli-Q
(event rate tem que ser <10).
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Figura 5 — Visdo geral da aba de experimentos

2.3 CONFIGURANDO CELL SORT

e Selecionar tipo de dispositivo (tubo, placa, lamina)
o Inserir adaptador para placas
o Retirar adaptador para uso de tubos
e Selecionar o modo de sorteio
o YIELD - Menos preciso (recupera o maximo de células)

o PURITY - Preciso, mas pode ter dublets (pode sortear gotas com duas células)
o SINGLE CELL - Método mais preciso/PUREZA (menos quantidade de células recuperadas,

descarta células préximas na mesma gota)

e Selecionar volume inicial de buffer que deve ser colocado no fundo do dispositivo de coleta para

que as células colidam com as paredes dos dispositivos
e Selecionar qual populagdo ira para cada tubo/pogo

e INDEX SORTING: Selecionar caso deseje rastrear as células (localizacdo da amostra/célula apds

sorting, mapear a origem)
o SOMENTE PARA PLACAS
o Clicar em VIEW DATA -> ENABLE INDEX SORTING
e Clicar em START SORT para iniciar sorteio
e Clicar em START RECORDING para gravar dados

POP N. 013 Citdmetro Cell Sorter BD FACSMelody Versao: 2.0
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Figura 6 — Visdo geral da aba de configuracao de sort
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Opcional: salve os dados de sort em um arquivo
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Figura 7 — Visdo geral da aba de aquisi¢ao

2.4 VISUALIZAR RELATORIOS (VIEW REPORTS)

Nesta aba sdo exibidos os relatdrios de detalhes e estatisticas de sort, configuragdes do citdmetro, entre
outros. Os relatérios podem ser exportados para os formatos .csv ou .pdf, os graficos ndo sdo exportados
mas podem ser analisados em outros softwares (Ex.: FlowJo).

e Clique no botao de “EXPORT REPORT” na parte superior do relatério;
e Selecione o formato, local e nome do arquivo para ser salvo;
e Use apenas pendrive FORMATADO para a exportac¢ao dos dados.

2.5 DESLIGANDO O SISTEMA (SHUT DOWN SYSTEM)

Ao final do uso fazer a lavagem com 3 solugdes (hipoclorito 1%, dgua Milli-Q e solugdo de detergente BD)
por 5 minutos cada, configurando o Flow Rate para na aba “VIEW DATA” para 100, lavar na seguinte ordem
(total 20 min):

e Hipoclorito 1% (tubo com 3 mL)

e Agua Milli-Q (tubo com 3 mL)

e Solucdo de detergente BD (tubo com 4 mL)
e Agua Milli-Q (tubo com 3 mL)

Apos a lavagem, retirar o sort nozzle e lavar conforme descrito no Item 2.3.3. Inserir o closed loop nozzle
(metalico) e clicar em CYTOMETER e selecione DAILY SHUTDOWN ou LONG-TERM SHUTDOWN.
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2.5.1 Daily Shutdown
Realizar quando estiver usando o citobmetro diariamente ou for usar dentro de 2 dias;

e Selecionar DAILY SHUTDOWN na aba STARTUP/SHUDOWN e seguir as instru¢des em tela;
e Serd necessario um tubo para citdbmetro c¢/4 mL de solucdo de detergente BD.

2.5.2 Long-Term Shutdown

Realizar sempre que o citdmetro for ficar mais de 2 dias sem usar, esta op¢ao vai remover a salina do
sistem e substituir com etanol 70%, além de drenar a flow cell.

e Selecionar LONG-TERM SHUTDOWN na aba STARTUP/SHUDOWN e seguir as instrucGes em tela;
e Serd necessario um tubo para citdbmetro ¢/3 mL de agua Milli-Q, pelo menos 2,5 L de etanol 70% e
um filtro exclusivo para etanol para ser usado no tanque de salina.

Obs.: sempre que for feito um “Long-term shutdown”, na préxima vez o aparelho for ligado deverd ser
realizado um “Extended fluidics startup®.

Apds o processo de limpeza, desligar o equipamento na seguinte ordem:

e Desligar o citbmetro (pressionando o botdo de Power na parte frontal);

e Desligar o computador:

e Desconectar o tubo transparente do tanque de salina e liberar a pressao do tanque usando a
valvula de pressdo (puxando o anel metalico)

e Anotar as informacodes de uso na ficha de uso do equipamento (Anexo I).

3. MANUTENCAO
3.1 LIMPEZA PERIODICA
A cada 15 dias deve ser realizada a limpeza do equipamento:

e Ligar o citbmetro e fazer o STARTUP selecionando EXTENDED FLUIDICS STARTUP e depois proceder
com um LONG-TERM SHUTDOWN para fazer a lavagem;

e Usar agua Milli-Q no tanque de salina em vez de PBS, cuidar para utilizar o filtro exclusivo para agua
no tanque de salina.

3.2 MANIPULANDO O TANQUE DE SALINA

O tanque de salina deve conter quantidade suficiente para a realizacdo do experimento, se o nivel ficar
baixo sera acionado um alerta no software para repor a salina, se o aparelho continuar operando com
volume baixo, eventualmente serd desligado automaticamente.
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O tanque também deve ser limpo regularmente, juntamente com o equipamento, quando ele estiver
preenchido com etanol 70%, remover o etanol e enxaguar com agua Milli-Q antes de preencher com PBS
para usar o equipamento. Para uma melhor limpeza, realizar o procedimento de PREPARE FOR ASSEPTIC
SORT periodicamente.

1 - Linha de purga do filtro (VERDE)
2 - Filtro de fluido
3 - Sensor de salina (PRETO)

4 — Aparato de contencao

5 — Linha de fluido (AZUL)

6 — Conector de fluido

7 - Vdlvula de alivio de pressao
8 — Linha de ar (TRANSPARENTE)
9 — Conector de ar

10 — Puxador da tampa

11 — Manometro de pressao

12 - Indicador de nivel de fluido

Figura 8 — Tanque de salina

3.2.1 Limpando o Tanque de Salina

Desconecte a linha de ar (TRANSPARENTE) e a linha de fluido (AZUL), pressionando a trava metalica
no conector;

Remova o filtro de fluido;

Se pressurizado, remova a pressao puxando o anel metalico da valvula de alivio de pressao;
Remova o sensor de salina:

o) Afrouxe a porca metalica do detector utilizando uma chave de rosca;

o) Afrouxe o parafuso do aparato de conten¢dao manualmente e remova a pare superior do
aparato;

o) Termine de frouxar a porca metdlica do detector e remova-o puxando verticalmente;

o) O detector ndo pode ser autoclavado, limpar com etanol 70% e secar cuidadosamente com

kimwipe. A parte superior do detector ndo pode ficar Umida ou n3do vai funcionar corretamente.
Remova o restante de fluido do tanque e lave com agua Milli-Q;

Descontaminar com luz UV por 15 minutos;

Preencher o tanque com fluido e fechar (cuidar para que o O-ring da tampa esteja vedando bem);
Reposicionar os detectores e o filtro.
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3.2.2 Preenchendo o Tanque de Salina
Para preencher o tanque de salina durante a operagdo do citbmetro:

e Desligue o fluxo;

e Desconecte a linha de ar (TRANSPARENTE)

e Libere a pressdao puxando o anel metalico da valvula, verifique se a pressao foi totalmente liberada
puxando uma segunda vez;

e Desrosqueie a trava do puxador da tampa e abra o tanque;

e Preencha o tanque com o fluido até no maximo a linha do indicador de nivel no interior do tanque
(ndo ultrapassar a linha pois pode levar a velocidades de fluxo incorretas;

e Feche novamente o tanque, rosqueando a trava e conecte a linha de ar;

e Na&o mude a elevagdo do tanque pois pode afetar a calibragao;

e Purgue o filtro de fluido.

3.4 ESVAZIANDO O TANQUE DE DESCARTE

O tanque de descarte deve ser esvaziado sempre que repor o tanque de salina ou quando o equipamento
indicar que o tanque estd com nivel alto;

e Desligue o fluxo;

e Desconecte o sensor (PRETO) e a linha de descarte () pressionando a trava metdlica no conector;

e Obs.: o tanque de descarte pode ficar pressurizado quando o aparelho esta funcionando, espere
pelo menos 1 minuto para a pressdo dissipar antes de abrir o tanque;

e Retire a tampa de descarta (grande) e descarte o conteldo no recipiente identificado no local;

e Dentro da tampa de descarte fica um papel filtro, substituir este papel a cada 30 dias;

e N3o inverta a tampa, o filtro ndo deve ficar molhado, verifique se na cdmara na parte de dentro
tem liquido acumulado;

e Se observar que tem liquido acumulado na camara dentro da tampa, remova o plug na parte inferir
e drene todo o liquido;

e Adicione aproximadamente 1L de hipoclorito ndo diluido no tanque;

e Recoloque a tampa do descarte e rosqueie ficar firme (ndo aperte com muita forca para ndo causar
pressurizacao excessiva);

e Reconecte o sensor e a linha de descarte.

3.5 PREPARANDO PARA SORT ASSEPTICO

Limpa a camara de fluxo e o sistema inteiro de possiveis contaminantes, para este procedimento sera
necessario:

e Afiltros de fluido, um para cada fluido usado;
o Pelo menos 3 L de Hipoclorito 1%;
o Pelo menos 3 L de Agua Milli-Q;
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o Pelo menos 3 L de Etanol 70%;

o) Pelo menos 3 L de PBS 1X filtrado e autoclavado;

o Tubo para citdmetro ¢/3 mL de agua Milli-Q;

Ligue o citobmetro e abra o software FACS Chorus;

Complete ou pule (se for apenas limpar) o FLUDICS STARTUP;

Quando solicitado para selecionar um método de limpeza, selecione PREPARE FOR ASSEPTIC SORT;
Uma nova janela abrir3;

Selecione o numero 1 e clique em START;

Siga as orientagdes fazendo a limpeza com hipoclorito 1%, dgua e etanol (sempre esvazie o tanque
e enxague com agua Milli-Q entre as solugdes);

Quando chegar ao passo 6, clique em cancelar e realize um DAILY SHUTDOWN se for continuar para
um experimento asséptico ou LONG-TERM SHUTDOWN se estiver apenas limpando;

Esterilize o tanque de salina conforme o Item 3.2.1, preencha com PBS 1X filtrado e autoclavado
conecte novamente ao citdmetro;

Inicie o aparelho novamente e realize um EXTENDED FLUIDICS STARTUP e prossiga com
procedimento para fazer o experimento de sort asséptico.

3.6 TROCANDO O FILTRO DE FLUIDO

Os filtros sao utilizados para filtracdo dos fluidos usados antes de entrar no sistema, deve ser utilizado um
filtro para cada tipo de fluido.

Obs.: o filtro novo pode ser usado para qualquer tipo de fluido, mas apds ser usada uma vez deve ser
mantido sempre para a mesma solugao, devendo ser identificado adequadamente.

O filtro deve ser trocado a cada 3 meses de uso ou quando os graficos de FSC vs SSC indicarem um
aumento de debris.

Para trocar o filtro de fluidos:

Desligue o fluxo;

Desconecte a linha de ar do tanque e retire a pressao puxando o anel metalico da valvula;
Desconecte o filtro da linha de fluido (AZUL) pressionando as travas metdlicas e desconecte a linha
de purga (VERDE) desrosqueando o conector;

Instale o filtro novo;

Preste atencdo na seta que indica a dire¢do do fluxo para posicionar o filtro na mesma orientagao;
Reconecte a linha de ar no tanque e espere a pressurizagao;

Faca a purga do filtro: no software FACSChorus, selecione CYTOMETER > SEATH FILTER PURGE >
START;

3.6.1 Preparando um Novo Filtro
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Para preparar um filtro novo para uso, ele deve ser primeiramente molhado para a remogdo de bolhas de

ar.

Preencha o tanque com agua Milli-Q;

Remova as tampas do filtro novo e guarde para reutilizar;

Posicione o filtro novo na linha de fluido;

No software FACSChorus, selecione CYTOMETER > SEATH FILTER PURGE > START;

Repetir o passo anterior trés vezes para garantir que removeu todo o ar;

Substitua o fluido no tanque pelo que desejar usar com o filtro novo e repita o passo anterior;
Identifique o filtro com o tipo de fluido que ele sera utilizado para ndo haver trocas;

Retire o filtro, recoloque as tampas e armazene para uso futuro.

3.7 LIMPANDO A LINHA DE AMOSTRA

A linha de amostra deve ser limpa com hipoclorito 1% ao final de cada experimento.

Posicione um tubo com 3 mL de hipoclorito 1%;

Selecione VIEW DATA > LOAD SAMPLE;

Deixe correr por 5 minutos aproximadamente;

Apods isso, cligue em UNLOAD SAMPLE

Posicione um tubo com 3 mL de agua Milli-Q e repita o processo.

3.8 FAZENDO O BACKFLUSH DA LINHA DE AMOSTRA

Apds retirar um tubo de amostra, a linha de amostra é limpa automaticamente para evitar carryover de
amostra, porém, é possivel repetir o processo manualmente caso seja observado carryover ou apds rodar
amostras com células ou fluorocromos muito aderentes.

Selecione uma das opg¢odes:

Em ACQUISITION DASHBOARD > VIEW DATA > BACKFLUSH;

Em CYTOMETER > SAMPLE LINE BACKFLUSH > START.

REFERENCIAS

BD. BD FACSMelody™ Cell Sorter Technical Specifications. 23-18451-06, 2020.
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BD. BD FACSMelody™ Cell Sorter User’s Guide. 23-18120-03 Rev. 04, 2020.
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FICHA DE USO DO CITOMETRO DE FLUXO BD FACSMELODY

L. . Volume de solugao .
Data Nome Hora inicio Hora final ] Assinatura
consumida (mL)
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ANEXO Il — Guia de Filtros, Quadro de Referéncia de Fluorocromos, Consumiveis e Links
Uteis para o BD FACSMelody

Dyes Application Filters Mirrors
2-laser, 6-color (4-2) configuration

488 nm

SSC Side scatter 488/15 none
FITC, GFP, BD Horizon Brilliant Blue 515, Alexa Fluor® 488  Cell surface markers, fluorescent protein 527/32 507 LP
PE, PI Cell surface markers, live/dead discrimination, cell cycle 586/42 560 LP
BD Horizon Brilliant Blue 700, PerCP, PerCP-Cy5.5, 7-AAD Cell surface markers, live/dead discrimination, cell cycle 700/54 665 LP
PE-Cy7 Cell surface markers 783/56 752 LP
APC, Alexa Fluor® 647 Cell surface markers 660/10 660/10
APC-Cy7, APC-H7 Cell surface markers 783156 752 LP

Instrument

Adaptado: BD (2020)

Figura 1 (Anexo Il) — Guia de filtros para o BD FACSMelody

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

BD FACSVerse™"

488

Infrared

i

Far Red

BD APC-H7 APC-Cy7
Brilliant Violet™ 421 BD Horizon™ V450 VPD450 Pacific Blue™

Infrared

Consumiveis

Adaptado: BD (2020)

Figura 2 (Anexo IlI) — Quadro de referéncia de fluorocormos BD

e Beads CS&T (661414 / 661415)

e Beads Accudrop (345249)

e Detergent Solution Concentrate (660585)

e FACSFlow (342003)

e FACSClean (340345)

e Tubos poliestireno (352054) e polipropileno (352063 - Mais indicado p/ cell sorting)

Links Uteis

Informagoes do equipamento: <https://www.bdbiosciences.com/en-us/products/instruments/flow-
cytometers/research-cell-sorters/bd-facsmelody>.

Treinamento online: <https://www.bdbiosciences.com/pt-br/applications/research-
applications/multicolor-flow-cytometry>.
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ANEXO Il - 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 solugdo de PBS 1x preparada no laboratdrio conforme a seguinte formulagao:

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 dgua ultrapura até 1 litro e ajustar o pH para 7,2;

Filtrar contra particulas superiores a 0,22 um;
Autoclavar e manter em geladeira (2 a 8 °C).

Alternativamente, pode ser preparada uma solugao de PBS 10X para posterior dilui¢dao 1:10 e uso:

e Para cada litro de solugao PBS 10X:

o 80,0 g NaCl

o 2,0gKdcl

o 14,4 g Na2HPO4.7H20
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 um;
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 4gua Milli-Q
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ANEXO IV - DILUICAO 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. 660585);
e Diluir em 985 plL de agua milli-Q;

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

e 60 uL de detergente em 3940 uL de agua Milli-Q
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