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Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica empleando gradiente de

Ficoll.
Created: Jun 16, 2008; Last modified: Nov 7, 2013, Version: 3.0

Este protocolo describe el procedimiento para aislar Células Mononucleares Humanas (CMN) por medio
del gradiente de Ficoll-1077 (Histopaque-1077™). Este protocolo ha demostrado ser igual de eficaz para
el procesamiento de muestras de concentrados leucocitarios derivadas de bancos de sangre asi como de
muestras de sangre entera recolectadas con Vacutainers™ de tapa amarilla (ACD). Este procedimiento
debera realizarse en el interior del gabinete de seguridad bioldgica (GSB) clase 11 A/B3 y preferentemente
dentro del Cuarto de Cultivo Celular (CCC) para las mustras destinadas a transformacion hacia lineas
celulares.

Procedimiento

1. Con una pipeta serologica dispense 3 mL de Ficoll-1077 en un tubo conico de 15 mL. Estos tubos
podran prepararse con antelacion y mantenerse refrigerados hasta antes de su uso.

2. Mezcle gentilmente la muestra de sangre entera contenida en el Vacutainer® o el concentrado
leucocitario presente en la bolsa de recoleccion de banco de sangre hasta homogeneizarla.

3. Retire la tapa del Vacutainer®y coléquela a un lado sobre una gasa esteril.

4. Con una pipeta serologica de 10 mL dispense 5 mL de Sangre Entera Anticoagulada hacia un tubo
conico de 15 mL previamente cargado con 5 mL de PBS, pH 7.4 esteril. Alternativamente corte
con las tijeras romas del GSB uno de los tubos de alimentacion de la bolsa de recoleccién de banco
de sangre y adicione directamente 2 mL del Concentrado Leucocitario a un tubo conico de 15 mL
previamente cargado con 2 mL de PBS.

5. Homogeneice gentilmente por inversién la mezcla de sangre y PBS.

6. Utiizando la misma pipeta seroldgica de 10 mL tome 10 mL de la mezcla de sangre entera y PBS
(0 4 mL de la mezcla de Concentrado Leucocitario y PBS) y coloquela cuidadosamente sobre la
superficie del Ficoll-1077 sin perturbar la interfase escurriendo la mezcla lentamente por la pared
del tubo inclinado. Al terminar este paso el tubo conico presentard dos estratos, uno inferior con
Ficoll-1077 y uno superior con la mezcla de sangre y PBS.

7. Limpie el exterior de las cubetas de la centrifuga con etanol al 70% e introdizcalas al GSB.
Coloque cuidadosamente los tubos en las cubetas sin perturbar los estratos y asegure las tapas de
contencion de aerosoles.

8. Centrifugue a 400 G por 20 minutos seleccionando el programa #1 de la CL31 del CCC. Verifique
que los parametros sean los correctos: 400 G, 1500 RPM, 20 minutos, rotor de 161 mm,
aceleracion y desaceleracion lenta (Opcion 1).
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Retire cuidadosamente las cubetas de la centrifuga e intrdizcalas al GSB. Retire las tapas de
contencion de aerosoles de las cubetas y cuidadosamente retire los tubos cénicos de las cubetas sin
perturbar los estratos que se han formado. En este momento existiran cuatro estratos diferentes: el
primero, de abajo hacia arriba, contiene eritrocitos y granulocitos, el inmediatamente superior
contiene Ficoll-1077, el inmediatamente superior al Ficoll es el estrato mas discreto y contiene
tanto a las CMN como a las plaquetas y, por ultimo, el estrato superior que contiene el plasma.

Empleando una micropipeta P1000 transfiera el estrato correspondiente a las CMN a un tubo de
cultivo de fondo redondo de 12 mL. De ser necesario podra eliminarse parte del estrato de plasma
superior antes de cosechar las CMN.

Afore los tubos de cultivo de fondo redondo a 10 mL con PBS, pH 7.4 y homogeneice gentilmente
por inversion.

Coloque los tubos de cultivo de fondo redondo en las cubetas y asegure las tapas de contencion de
aerosoles. Centrifugue a 100 G por 10 minutos seleccionando el programa #2 de la CL31 del CCC.
Verifique que los parametros sean los correctos: 100 G, 760 RPM, 10 minutos, rotor de 161 mm,
aceleracion y desaceleracion rapida (Opcion 5).

Retire las cubetas de la centrifuga e intrdizcalas al GSB. Retire las tapas de contencion de
aerosoles de las cubetas y retire los tubos cénicos de las cubetas. Descarte el sobrenadante por
decantacion hacia una solucion de Hipoclorito de Sodio (NaOCI) al 0.5%.

Resuspenda las CMN en el volumen remanente de PBS dando pequefios golpes a la punta del tubo
con el dedo indice. jEs indispensable asegurar la resuspension completa de las CMN!

Afore el tubo a 10 mL con PBS, pH 7.4 nuevamente. Homogeneice gentilmente por inversion.
Coloque los tubos de cultivo de fondo redondo en las cubetas y asegure las tapas de contencion de
aerosoles. Centrifugue a 100 G por 10 minutos seleccionando el programa #2 de la CL31 del CCC.
Verifique que los parametros sean los correctos: 100 G, 760 RPM, 10 minutos, rotor de 161 mm,
aceleracion y desaceleracion rapida (Opcion 5).

Retire las cubetas de la centrifuga e intrdizcalas al GSB. Retire las tapas de contencion de
aerosoles de las cubetas y retire los tubos conicos de las cubetas.

Descarte el sobrenadante por decantacion hacia una solucion de Hipoclorito de Sodio (NaOCI) al
0.5%.

Resuspenda las CMN en el volumen remanente de PBS dando pequefios golpes a la punta del tubo
con el dedo indice. jEs indispensable asegurar la resuspension completa de las CMN!

Agregue a cada tubo con CMN 1 mL de Medio de Cultivo Basico suplementado con 10% de Suero
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Notas
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Bovino Fetal (FBS) y resuspenda a las CMN con golpeteo digital.

Continde con el protocolo “Conteo y Viabilidad de CMN” o con el de ““Criopresevacion-
Descongelacién de CMN”’.

Se recomienda emplear guantes sin polvo, ya que este activa a los monocitos.

Este procedimiento permite aislar un 60 = 20% de los linfocitos y 95 + 5% de las CMN presentes
en la muestra original con una contaminacion de 3 = 2% de granulocitos, 5 + 2% de eritrocitos y
menos del 0.5% de plaquetes de la muestra original. La viabilidad de los linfocitos extraidos a
partir de sangre entera anticoagulada con heparina, EDTA, ACD o citrato es generalmente superior
al 90%.

Este procedimiento ha sido optimizado para temperaturas de procesamiento entre 18 y 20°C.

La adicion de una proporcion distinta de sangre a PBS se traducird en mayor contaminacion por
eritrocitos.

Mayores G’s a las estipuladas incurren en mayor contaminacion por plaquetas.

La dilucion de la sangre entera con PBS permite disminuir el nimero de linfocitos que son
secuestrados por los eritrocitos agregados y por ende maximizar su recuperacion.
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