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La separación celular o cell sorting: 

•  Obtención de muestras enriquecidas en un solo tipo celular 

previamente identificado y caracterizado mediante citometría de flujo 

Separación celular 

•  Tecnología diseñada para aplicaciones que requieran alta pureza de 

recolección 
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•  Selección de las células de interés 
mediante el programa de adquisición y 
redireccionamiento hacia un punto en el 
que se forman microgotas 

•  Cada microgota incluye una sola célula 
de interés y se carga electrostáticamente 

•  La corriente de microgotas pasa entre 
las placas deflectoras y las gotas 
cargadas son redirigidas en función de 
su carga hacia una cubeta de separación 

•  Cada cubeta de separación contendrá 
únicamente un tipo celular identificado y 
caracterizado previamente 
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Características del FACSAria-III 

ª  14 parámetros analizables 

•  near-UV (375 nm) 

•  azul (488 nm) 

•  yellow-green (561 nm) 

•  rojo (633 nm) 

Características del FACSAria-III 

ª  Boquillas (nozzles): 

•  70 μm	

•  85	μm	

•  100	μm	

•  130	μm 
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Características del FACSAria-III 

ª  Separación ≤ 4 tipos celulares 

ª  Diferentes soportes para 
separación 

ª  Elevada velocidad de 
separación 

ª  Sistema de control de 
temperatura 

ª  Automated Cell Deposition 
Unit (ACDU): placa o porta 
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1.  Diseño y procedimiento experimental: consideraciones 

2.  Control de la linearidad del sorter 

3.  Ajuste de la corriente (stream) de microgotas y cálculo 
de parámetros 

4.  Creación de plantilla de trabajo 

5.  Calibración específica: controles + muestra 

6.  Adquisición pre-sort: controles y muestra 

7.  Establecimiento de la estrategia de separación 

8.  Separación celular 

9.  Adquisición post-sort: pureza 

Etapas de la separación 

Pre-separación: 

Post-separación: 

Consideraciones en el diseño y procedimiento experimental: 
•  Calidad de las muestras, viabilidad 
•  Preservación y nutrición celular: FBS 
•  Tipo y tamaño celular (µm) x 3 = nozzle 
•  Despegar las células: tripsina o accutasa 
•  Filtración (30-100 µm), DNAsa: disminución de agregados 
•  Lavados: concentración**, eliminación medio 
•  Tubos: polipropileno menos adherente 
•  Resuspensión: PBS o HBSS con BSA (evita adhesión) y FBS 

(neutraliza tripsina, aunque interfiere en readhesión) 
•  Temperatura: si es posible a 4ºC (mantener en frío) 
•  Separación aséptica 

Etapa pre-separación 
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Consideraciones en el diseño y procedimiento experimental: 
Número de células: 
•  Pérdida celular: procesamiento, adquisición previa, conflictos 
•  Determinación del número de células de partida: 

•  células a separar ÷ (frecuencia de células × eficiencia) 
 
Por ejemplo: 
Objetivo: separar 60.000 células de interés (frecuencia 1%) 
Eficiencia = 90% 
Número de células de partida = 6,66 x 106 células 
 
•  Cálculo de la eficiencia de la separación: 

•  realizar análisis previo (7-AAD, PI, DAPI) 
•  asumir eficiencia = 50% 

Etapa pre-separación 

Consideraciones en el diseño y procedimiento experimental: 

Etapa pre-separación 

A B •  Pre-enriquecimiento inmunomagnético 
•  aumenta % células de interés 
•  mejora eficiencia 
•  disminuye tiempo de separación 

•  Pre-enriquecimiento por gradiente de 
centrifugación 
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CONTROL TIPO DE CÉLULAS RAZÓN 
Autofluorescencia Sin marcar (tratadas y 

no tratadas) 
Control negativo, ruido de 
fondo, autofluorescencia 

Isotípico Marcadas con Igs 
inespecíficas 

Control inespecificidad de 
unión a otras proteínas 

Single stain Marcadas con un único 
fluorocromo 

Control positivo calibración 

Fluorescence 
minus one (FMO) 

Marcadas con todos los 
fluorocromos excepto 
uno 

Control positivo calibración 

Internos Normales de la propia 
muestra 

Control de la positividad de 
las células de interés con 
respecto a células normales 

Viabilidad Marcadas con IP, 7-AAD, 
DRAQ5 

Control del número de células 
vivas y muertas en la muestra 

Tipos de controles empleados: 

Etapa pre-separación 

Etapa post-separación 

Separación celular: 
•  Medio de deposición: 

•  cultivo: PBS o HEPES suplementado con BSA (10-50%) 
•  secuenciación: PBS 
•  criopreservación: PBS con 10% DMSO y 20% FBS 
•  metabolómica: medio sin BSA 
•  NO medios carbonatados (alcalinización, muerte celular) 

•  Tipo de tubo, placa o porta 
•  Recubrimiento de soportes con 4% BSA (mejora la recuperación) 
•  Centrifugación: posibilidad de pellet poco visible 
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Etapa post-separación 

Separación celular: 
•  Modos de separación: 

•  rendimiento 
•  pureza 
•  célula única (single cell) 

•  Velocidad de separación: 
•  frecuencia de células baja à menor velocidad 
•  menor velocidad à aumenta pureza 

Etapa post-separación 

Adquisición post-separación: 
•  Comprobación de la pureza 
•  Viabilidad celular 

Pureza células de interés: 81% 
Flow rate: 2.0 à 4.500 células/s 
Eficiencia: 68% 
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Aplicaciones en hematología 

Purificación de poblaciones minoritarias 
•  células neoplásicas residuales (ERM) 
•  células troncales leucémicas (LSC) 
•  clones HPN 

Identificación: paneles AcMos 
 
 
 
Destino 
•  extracción ác. nucleicos: PCR, secuenciación (105 – 5x105 células) 
•  criopreservación (Biobanco) (106 células/criotubo) 

Will and Steidl, Best Pract Res Clin Haematol, 2010 
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Aplicaciones en hematología 

Aislamiento de células para cocultivo 
•  células troncales mesenquimales humanas (hMSCs) 

Identificación: 
 
 
 
Destino: 
•  cocultivo con otros tipos celulares 

FITC PE PerCP APC 
CD90 CD105 HLADR CD73 
CD45 CD34 CD19 CD14 

Aplicaciones en hematología 

Separación de side population 
 
Identificación: Hoechst Blue / Hoechst Red 

+Verapamil 
TPH-1 leukemia 

cell line 
Post-sort 

Pureza 96% 

Yang et al, Oncology Reports, 2013 
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Aplicaciones en hematología 

Aislamiento de células tumorales circulantes (CTCs) 
•  elevado volumen de la muestra de partida (1-100 células / mL SP) 
•  concentración mediante bulk lysis 
•  no soluciones hemolizantes con PFA 

Biopsia líquida: 
•  Marcador pronóstico 
•  Monitorización 
•  Eficacia tratamiento 

Aplicaciones en hematología 

0% 
48,7% 

Estudios de expansión clonal: separación célula única 
•  células transfectadas con lentivirus + reporter (GFP, RFP) 
•  crecimiento de colonias a partir de un único clon 
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Aplicaciones en hematología 

Aislamiento de células inmunes funcionales 
•  Tregs: CD4+ CD25+high nuFoxP3+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
•  Terapia celular in vitro 

Tregs 

Inactivadas: CD45RA+ 
Activadas (inducibles): CD45RA- 

Supresión inmunidad tumoral  
é mal pronóstico 

Aplicaciones en hematología 

Creación de colecciones de células 
•  elevada pureza y rendimiento 
•  varios tipos celulares a partir de la misma muestra 
•  aproximación lenta si frecuencia de la población es baja 

Criopreservación en Biobanco 
•  clonación 
•  análisis por PCR 
•  sobrexpresión génica (estudios funcionales) 

Pureza de diferentes poblaciones leucocitarias a partir de SP de individuos sanos 

Almeida M et al., Pathobiology, 2014 
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