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INFORME
1. Objetivos propuestos en la presentacion del proyecto

El propédsito fundamental delineado en este proyecto fue la integracion de una estrategia
didactica destinada a promover la participacion activa de los estudiantes, induciendo un proceso
de aprendizaje significativo. En este contexto, se plante6 la resolucion de casos practicos
mediante el ejercicio del razonamiento, seguido de su aplicacion en el entorno experimental del
laboratorio. Se privilegié el empleo de la citometria de flujo, una técnica ampliamente reconocida
en el ambito de la Inmunologia.

Los problemas que resolvia como objetivo final eran:

- Los alumnos serian capaces de resolver cuestiones que pueden plantearse al estudiar la
Inmunologia Molecular de manera practica y tangible, dando la posibilidad al alumno de
convertirse en el protagonista de su propio aprendizaje.

- Aprendizaje colaborativo: el alumno aprendera a trabajar y resolver cuestiones
experimentales en equipo, lo cual es fundamental para trabajar en un laboratorio de
Investigacion.

- Proporcionara un enfoque practico a los conocimientos adquiridos en la realizacion del
Master de Investigacion en Inmunologia (4312450), al cual se adhiere el presente Proyecto
de Innovacién Docente.

Necesidad a la que responde:

- Con este proyecto posibilitariamos al alumnado el aprendizaje y uso de la citometria de
flujo, una técnica utilizada ampliamente en Inmunologia, y que no se ensefa en otras
asignaturas del Master de Investigacion en Inmunologia. Con este proyecto cubrimos la
necesidad de ensefar esta técnica tan esencial en el campo de la Inmunologia.

2. Objetivos alcanzados

Siguiendo la relacion del objetivo propuesto en la solicitud del proyecto y de acorde al
programa planteado inicialmente, podemos considerar un alto grado de consecucion de los
objetivos propuestos.

Al inicio de curso 2024-25 se prepararon las practicas de citometria de flujo para su
realizacion en el Master. Se realizé una encuesta al alumnado para saber el grado de
conocimientos previos que tenian sobre citometria de flujo a nivel practico en el laboratorio.
En base a los resultados, se dividieron los alumnos en cuatro grupos, 3 de iniciacion y 1 de
conocimientos avanzados.

Se impartieron las actividades inicialmente propuestas teniendo lugar en las fechas indicadas
en el programa académico, realizando las practicas en una sesion de 4h por la mafana,
dividendo los alumnos en grupos de iniciacion y avanzado. Los estudiantes aprendieron las
nociones basicas para disefiar un panel multiparamétrico y llevaron a cabo la técnica de
marcaje. Ademas, se familiarizaron con el citémetro de flujo, pasando sus muestras y
aprendieron a analizar e interpretar los resultados obtenidos. Para optimizar las propuestas
de los estudiantes del curso anterior, se subdividieron las practicas en grupos reducidos y



distribuyeron en dos dias, y dos laboratorios diferentes cada dia, utilizando dos citdmetros
de flujo disponibles en el Departamento, pertenecientes al CAl, y asi permitiendo que cada
grupo trabajara en el citometro de flujo durante mas tiempo, de manera auténoma, bajo
supervision.

Tras las sesiones se realizaron encuestas a los asistentes que se han usado para valorar el
impacto de las actividades y el grado de satisfaccion con las mismas (Anexo |). Segun estas
encuestas:

-El 100 % de los encuestados consideran que la tematica abordada en las actividades las
actividades han sido de su interés.

-Mas del 80% de los encuestados consideran que las actividades cubrieron sus expectativas,
con un alto nivel de satisfaccion, ya que el 70% de los encuestados valoraron la adecuacion
de las practicas al contenido de la asignatura con la maxima nota (5 sobre 5) y un 21% con
4 sobre 5 (Anexo I).

- Un 79% valoré esta practica como muy buena contribucion para su formacion (Anexo ).

-La contribucion del profesor en el buen funcionamiento de la practica y si promueve el interés
del alumno se valoré con una media de 4,92 sobre 5 tanto en el caso de la Dr. Aranzazu Cruz
Adalia y 4,8 en el caso de Dr. Raquel Reyes Manzanos (Anexo ).

Hay que destacar que las encuestas de evaluacion de los alumnos en este proyecto 24/25
han mejorado las calificaciones con respecto al proyecto del curso pasado, con lo que
concluimos que los cambios realizados en este proyecto han mejorado la docencia de esta
practica. Aun asi, hay que considerar las sugerencias y comentarios del alumnado que nos
parecieron de especial interés para la mejora de este programa entre las que destacamos
las siguientes:

“Buena vision de la ensefianza” “Me ha encantado interpretar los datos”.

“Como mejorar: proponer muestras con enfermedades autoinmunes *“

“Anadiria para otro afio una explicacion mas extensa de como hacer los “gatings” en el
citometro y el analisis”

“Lo que mas me ha gustado es interpretar y analizar los datos en el software de analisis
y manejar el citometro”

“Anadiria mas sesiones de practicas”

“La atencion y explicacion individualizada de como interpretar los datos fue lo mejor”
“Practica muy util para comprender el uso de la citometria de flujo”

“Lo que mas me ha gustado es el protocolo de disefio de paneles, pero ajustaria la practica
porque se hace larga para el grupo de avanzados”

“Analizar muestras de comparieros de clase, o marcadores de agotamiento comparado
con donantes jovenes o con donantes longevos”

“Creo firmemente que la practica debe mantenerse los proximos afnos, es muy interesante”

Dificultades y Limitaciones:

La clase del grupo de conocimientos avanzados es mas extensa y quiza estaria bien dividirla
en 2, ya que se hace muy larga. Al afio que viene, podriamos plantear realizar dos dias de
practicas, una de adquisicién de los datos y la segunda de analisis e interpretacion de los
resultados.




3. Metodologia empleada en el proyecto.

FASE 1: Organizacion de los alumnos: Se realiz6 una sesion por grupo de 4 h para desarrollar
este proyecto. Se dividieron los alumnos del Master en grupos de iniciaciéon y de avanzado,
segun conocimientos previos. Finalmente, fueron 4 grupos, 3 de iniciacion y 1 de avanzado, con
10 alumnos por grupo maximo para que fueran mas personalizadas.

FASE 2: Introduccion, diseno y discusion del caso practico

GRUPOS DE NIVEL “INICIACION EN CITOMETRIA DE FLUJO”: grupos con un conocimiento
limitado de citometria de flujo

- Se realizé una explicacién basica de la citometria de flujo, mas extensa para este grupo
de alumnos que no tenian conocimientos previos.

- Se realiz6 una simulacion practica de como compensar el citbmetro con una herramienta
informatica disefiada por el Dr. Pedro Antonio Reche Gallardo

- Se expuso el caso practico y se usaron herramientas informaticas para el disefio del
panel de citometria de flujo usado en la practica.

- Serealiz6 el caso practico de laboratorio con linfocitos activados con PMA o sin estimular
y se marcaron con anticuerpos fluorescentes que reconocian proteinas de membrana
cuya expresion se alteraba de manera significativa (bien aumentando o bien
disminuyendo) cuando un linfocito se activa. Se discutieron los resultados y los controles
negativos y positivos que son fundamentales en la metodologia cientifica, que
obligatoriamente tienen que aprender en esta asignatura del Master en Investigacion de
Inmunologia.

- Se analizaron las muestras por el citometro de flujo, discutiendo a posteriori el resultado
obtenido, utilizando el software Flowjo.

GRUPOS DE NIVEL “AVANZADO EN CITOMETRIA DE FLUJO’: grupos con alto conocimiento
de citometria de flujo.

- Se realizé una introduccién breve sobre la citometria de flujo, haciendo hincapié en las
diferentes utilidades y en el tipo de citdbmetros que hay disponibles hoy en dia para
realizar analisis multiparamétricos.

- Se explico como realizar un panel paramétrico, y los controles necesarios y fundamental
para realizarlo correctamente en la practica

- Se le proporcion6 a cada grupo un tipo celular diferente en una placa de laboratorio y asi
tenian que averiguar qué tipo celular habia sido asignado a cada grupo, y como podrian
resolverlo usando citometria de flujo. Les facilitamos la informacion de los diferentes
tipos celulares (linfocitos B, linfocitos T yd, linfocitos T o, o PBMC) y ellos tuvieron qué
disefiar el panel de citometria multiparamétrico usando de 6 anticuerpos para resolver el
caso. Tras la puesta en comun del grupo, los alumnos aprendieron la combinacién de
anticuerpos mas eficiente (previamente disefiada por el profesorado del Proyecto) para
el andlisis a realizar.



- Una vez decididos los anticuerpos que iban a usar para poder reconocer las diferentes
células, tuvieron que discutir sobre qué fluorocromos serian los mejores para combinar
en el citometro de flujo. Para ello, les ensefiamos a usar softwares gratuitos que hay
disponibles en internet para saber como elegir dichos fluorocromos dependiendo de los
receptores analizados y la configuracion del citbmetro.

- Los alumnos aprendieron a compensar de manera manual diferentes fluorocromos en el
citdmetro por un software que ha programado el Profesor Pedro Antonio Reche Gallardo,
pero, ademas, al pasar la muestra por el citometro, les ensefiamos a compensar
automaticamente usando bolas de compensacién, ya que es mas rapido realizando
paneles multiparamétricos.

- Los alumnos analizaron los resultados donde pudieron resolver el caso practico,
explicandoles el software Flowjo.

Evaluacién de las actividades. Se emplearon formularios para evaluar los conocimientos de
los alumnos y una encuesta final para saber la satisfaccion de los alumnos con las actividades
realizadas inmediatamente tras las mismas

4. Recursos humanos

Para la realizacion de este proyecto hemos contado con la participacion de los miembros del
proyecto presentados inicialmente, excepto una baja de un miembro que se realizé por
motivos laborales, ya que finalizé su contrato y vinculo con la UCM (Carlos Cabafias) pero
que, a su vez, se incorpord Alba Segui Pérez, una estudiante predoctoral que ha ayudado en
la preparacion y elaboracién de la practica de este proyecto.

Las tareas desempefiadas se han distribuido de la siguiente forma:

-Responsable de la gestidon del proyecto: Aranzazu Cruz Adalia

- Organizacion de los alumnos: Maria Esther Lafuente Duarte y Pedro Lorenzo Majano.
-Elaboracion de guiones del programa: Raquel Ana Castillo Gonzalez, Lucia Sancho Temifio
y Alba Segui Pérez.

-Elaboracion de las muestras usadas en las practicas: Raquel Reyes Manzanas, Raquel Ana
Castillo Gonzalez, Lucia Sancho Temifio y Alejandro Chozas Hernandez.

-Elaboracion de encuestas al alumnado: Raquel Ana Castillo Gonzalez y Alba Segui Pérez.
-Participacion en sesiones como profesorado: Aranzazu Cruz Adalia, Raquel Reyes
Manzanos, Raquel Ana Castillo Gonzalez, Lucia Sancho Temifio y Alba Segui Pérez.

- Aplicabilidad de la citometria: Aranzazu Cruz Adalia y Jesus Osuna

-Distribucion y analisis de encuestas: Aranzazu Cruz Adalia

5. Desarrollo de las actividades

Actividad 1:

- Se anunci6 y se inform6 sobre las practicas tanto en clase de Inmunologia Molecular
impartida en los idiomas Inglés y en Espafiol como en el Campus Virtual. Dos semanas
antes de la practica, se mandd un recordatorio al alumnado donde se adjuntaba el

laboratorio donde serian las practicas por cada grupo, fecha y horario concreto.

Actividad 2:



GRUPOS DE NIVEL “INICIACION EN CITOMETRIA DE FLUJO”

Se prepararon previamente las muestras a utilizar en la practica. Se descongelaron
células mononucleares de sangre periférica (PMBC) 3 dias antes y se activaron 24 h
antes de la practica la mitad de la muestra con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA).
Previamente, ya habiamos puesto a punto a qué concentracion y tiempo usarla para
observar los cambios en los antigenos que ibamos a cuantificar con el citometro de flujo
para que observaran los alumnos en la clase (Figura 1).

Caso practico
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o

Figura 1. Caso practico. PBMC sin activar o estimuladas con PMA durante 24h.

Se realizé una explicacion basica sobre la citometria de flujo y sus aplicaciones (Figura
2).

Immunofenotipado

Tincién de dos colores cada uno en diferentes células. Por ejemplo, en una muestra tefiida
con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 marcados con fluorescencia, se pueden distinguir tres
poblaciones en la sangre: células T colaboradoras, células T citotdxicas y otras células.
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Figura 2. Explicacion basica de la citometria de flujo.



Se realizé una simulacion practica de como compensar el citdmetro de flujo con una
herramienta informatica disefiada por el Dr. Pedro Antonio Reche Gallardo. Ellos podian
hacerlo individualmente con el software que pudieron descargar en sus moviles o
portatiles y asi aprender de manera eficiente y didactica.

Se explicd como disefiar paneles multiparamétricos con diferentes citometros de flujo.
En grupos de 2 0 3 personas tuvieron que discutir e investigar con fuentes de informacion
online que habiamos explicado previamente, como hacer el disefio de un panel aplicado
al caso practico expuesto en clase.

Se explicaron los controles negativos y positivos necesarios para realizar un experimento
de citometria de flujo, fundamentales en la metodologia cientifica (Figura 3).

SIGNAL COMPENSATION: CONTROLS

- Negative control: Unstained cells have a background fluorescence due to a weak but
measurable autofluorescence.
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- Compensation controls: Single staining. They are single-stained samples for each
antibody in your panel and are essential for any multicolor experiment.
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Figura 3. Controles necesarios para la citometria de flujo.

Una vez discutido el panel que ibamos a usar para caracterizar el caso practico
expuesto, se explico la metodologia y el protocolo que tenian que seguir para hacer la
practica.

Recogieron las células sin activar y activadas del cultivo y las incubaron con anticuerpos
fluorescentes que reconocian las proteinas de membrana cuya expresion se altera de
manera significativa (bien aumentando o bien disminuyendo) cuando un linfocito o
monocito se activa.

Ya que nuestro objetivo este curso escolar, como mejora al anterior, era que los alumnos
manejaran el citdmetro de flujo, bajo supervision, durante mas tiempo para
familiarizandose mejor con la técnica, se dividieron cada grupo en parejas y pasaron las
muestras en dos diferentes citdmetros disponibles en el departamento: BD FACSCelesta



(foto 1) y BD Calibur (foto 2). Ademas, compensaron con controles de compensacion de
manera manual o automatica.

= e

Foto 1. Citémetro de flujo usado para las practicas: BD FACSCelesta

S BD FACSCalibur

Foto 2. Citbmetro de flujo usado para las practicas: BD FACSCalibur

Finalmente, se discutieron los resultados obtenidos y se analizaron en el software de
analisis FlowJo y se discutieron los resultados obtenidos y realizaron un cuestionario
para evaluar los conocimientos adquiridos (anexo ).



GRUPOS DE NIVEL “AVANZADO EN CITOMETRIA DE FLUJO:

Se prepararon previamente las muestras a utilizar en la practica. Se descongelaron
células mononucleares de sangre periférica (PMBC) y lineas células estables de linfocitos
T v (PEER), linfocitos T a (Jurkat), y linfocitos B (NALM®G).

Se realizé una simulacion practica de como compensar de manera manual el citbmetro
de flujo con una herramienta informatica disefiada por el Dr. Pedro Antonio Reche
Gallardo.

Se explicdé cémo disefar paneles multiparamétricos con diferentes citdbmetros de flujo en
detalle para el grupo de conocimientos avanzados (Figura 4)
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Figura 4. Consideraciones para disefiar un panel multiparamétrico.
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Se planted a los estudiantes el caso practico que tenian que resolver. Cada grupo,
disponia de una muestra “problema” y tenian que averiguar qué tipo celular tenian en
cada caso. Para ello, tenian que disefar un panel multiparamétrico, usando diferentes
anticuerpos y tenian que discutir como disefarlo (Figura 5).



PRACTICAL CASE
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Figura 5. Caso practico presentado al grupo de conocimientos avanzados.

Se les proporciond a continuacion los anticuerpos para que ellos marcaran las células
de cada muestra en el laboratorio.

Se explicaron los controles negativos y positivos necesarios para realizar un experimento
de citometria de flujo, fundamentales en la metodologia cientifica. Se usaron bolas de
compensacion para ensefiar a los alumnos a compensar automaticamente en el
citometro de flujo.

Ya que nuestro objetivo era que los alumnos manejaran el citémetro de flujo, bajo
supervision, durante mas tiempo para familiarizandose mejor con la técnica, se dividieron
cada grupo en parejas y pasaron las muestras en dos diferentes citometros disponibles
en el departamento: BD FACSCelesta (foto 1) y BD Calibur (foto 2). Ademas,
compensaron con controles de compensacion de manera manual o automatica.

Finalmente, se discutieron los resultados obtenidos y se analizaron en el software de
analisis FlowJo y se discutieron los resultados obtenidos y realizaron un cuestionario
para evaluar los conocimientos adquiridos (anexo ).
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6. Anexo |. Valoracion de las actividades por parte del alumnado
Valorar del 0 al 5 siendo 0 nada conforme y 5 totalmente conforme

1. Adecuacion de las practicas al contenido de la asignatura.
N° encuestados: 24

20-
15-
10-
5
5
0 1 1 — 1
1 2 3 4 5

2. Contribucién de las practicas a la formacién
N° encuestados: 24

15+

10
54 6
0- T

11



3. Contribucion del profesor en el buen funcionamiento de la practica

- Grupo dirigido por la Dr. Aranzazu Cruz Adalia
N° encuestados: 14

15+

10

1 2 3 4 5

- Grupo dirigido por el Dr. Raquel Reyes Manzanos
N° encuestados: 10

10~
8-
6-
4-
2
2
0 1 1 1 1
1 2 3 4 5
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El profesor promueve el interés del alumno

- Grupo dirigido por la Dr. Aranzazu Cruz Adalia
N° encuestados: 14

15+

10-

- Grupo dirigido por el Dr. Raquel Reyes Manzanos
N° encuestados: 10

10+

13



7. Anexo Il. Cuestionario para alumnos de nivel iniciacion para la evaluaciéon de los
conocimientos adquiridos.

Proyecto de Innovacién Docente 2024-25: numero 48
Aplicacion de la citometria de flujo como herramienta para el

estudio de la Inmunologia Molecular: Nivel Basico
1. Queremos utilizar citometria de flujo para fenotipar el grupo sanguineo de unas
muestras ; Qué marcadores usarias para distinguir estas muestras? Dibuja como se
veria el resultado.

2. ¢Qué controles son necesarios para llevar a cabo un experimento de citometria de forma
correcta? Describelos brevemente.

3. ¢Podrias usar dos anticuerpos que estén en PE y FITC simultaneamente teniendo en
cuenta que son excitados por el mismo laser (azul)? ¢ Por qué?

4. En cuanto al analisis de resultados de citometria. ¢Permite el citbmetro analizar
cuantitativamente la expresion de un marcador? ;Qué controles necesitarias para esto?

5. En la citometria de flujo, dos fluoréforos son compatibles cuando

A) Se excitan con la misma longitud de onda
B) Se excitan con distinta longitud de onda
C) Emiten luz con la misma longitud de onda
D) Emiten luz con distinta longitud de onda

6. La citometria de flujo se puede utilizar en inmunologia para

14



A) Expresion de citoquinas
B) Estudios de membranas
C) Ensayos de muerte celular
D) Todas las anteriores

7. Dos fluoréforos tienen picos de emision en la misma longitud de onda, pero tienen
espectros de emision distintos. ; Qué tipo de citdbmetro utilizarias para distinguirlos?

15



8. Anexo lll. Cuestionario para los alumnos de nivel avanzado para la evaluacion de

los conocimientos adquiridos.

Proyecto de Innovacién Docente 2024-25: numero 48
Aplicacion de la citometria de flujo como herramienta para el
estudio de la Inmunologia Molecular: nivel AVANZADO

1.

Teniendo en cuenta el siguiente panel:

Antigeno | Fluorocromo
CD3 PE
CD4 APC

CD45 PerCP
IL-17 FITC

¢ Crees que esta disefiado correctamente? ;Podrias optimizar el disefio?

¢, Qué controles son necesarios para llevar a cabo un experimento de citometria de forma
correcta? Describelos brevemente.

Teniendo en cuanta tu experiencia y lo que has aprendido en esta practica ¢ qué usarias
para hacer los controles de compensacion, bolas o células?

En caso de usar un anticuerpo con un fluorocromo en tandem ;qué consideraciones
debes tener en cuenta? ; Como podrias prevenirlas?

¢ Podrias usar dos anticuerpos que estén en PE y Percp simultdneamente teniendo en
cuenta que son excitados por el mismo laser (azul)? ¢ Por qué?

Cuando compras un anticuerpo nuevo ¢jpor qué es conveniente titularlo? ;Qué
parametro hay que considerar?

16



