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Citometria de flujo como
herramienta biotecnologica

Flow cytometry as a biotecnological tool

Soriuska J Mavora H

Resumen

La citometria de flujo (CMF) es una técnica analitica en la cual las particulas que se encuentran en suspension
pasan de una en una frente a una fuente de luz, tipicamente un haz de luz laser. Esto genera cambios
en la dispersion de la luz, lo cual se traduce digitalmente a través de un sistema electronico para brindar
informacién sobre las caracteristicas de tamano y complejidad de la particula analizada. La mayoria de las
aplicaciones de la citometria de flujo se basan en el monitoreo de la fluorescencia y los parametros medibles
pueden ser intra o extracelulares, para ellos se emplean marcadores fluorescentes y se requiere que las
células sean tenidas previo a su andlisis. En Venezuela la citometria de flujo ha sido una herramienta utilizada
para la evaluacién de posibles agentes farmacolégicos en distintas patologias como cancer e inflamacion
e internacionalmente se ha empleado para la evaluacion de cultivos bacterianos y fiingicos ademas otras
multiples aplicaciones. En este trabajo se describiran algunos de los procesos biotecnolégicos en los que
la citometria de flujo ha sido empleada y generados aportes significativos a lo largo de las ultimas décadas.
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Abstract

Flow cytometry (FCM) is an analytical technique in which suspended particles are passed one at a time in
front of a light source, typically a laser beam. This generates changes in light scattering, which is digitally
translated through an electronic system to provide information on the size and complexity characteristics
of the analyzed particle. Most of the applications of flow cytometry are based on fluorescence monitoring
and the measurable parameters can be intra or extracellular, for which there are used fluorescent
markers, and the cells are required to be stained before analysis. In Venezuela, flow cytometry has been
used as a tool for the evaluation of possible pharmacological agents in different pathologies such as
cancer and inflammation, and internationally it has been used for the evaluation of bacterial and fungal
cultures, as well as other multiple applications. This paper will describe some of the biotechnological
processes in which flow cytometry has been used and made significant contributions over the last decades.
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Introduccion

La citometria de flujo (CMF) es una
tecnologia biofisica basada en la utilizacion
de luz laser, empleada en el recuento
y clasificacién de células segun sus
caracteristicas morfoldgicas, presencia
de biomarcadores, y en la ingenieria de
proteinas. Constituye una técnica analitica
en la cual las particulas suspendidas en
un fluido atraviesan un finisimo tubo
transparente sobre el que incide un delgado
rayo de luz laser. Esto genera cambios en
la dispersion de la luz, lo cual se traduce
digitalmente a través de un sistema
electrénico para brindar informacién sobre
las caracteristicas de tamano y complejidad
de la particula analizada (Figura 1).

Una segunda fuente de informacion
proviene del uso de compuestos fluorescentes
que pueden estar ligados a anticuerpos
especificos contra la particula a analizar,
elementos cuya estructura quimica sea capaz
de emitir fluorescencia al sufrir algun tipo de
cambio en su composicion o elementos de
union a acidos nucleicos.

La mayoria de las aplicaciones de la
citometria de flujo se basan en el monitoreo
de la fluorescencia y los parametros medibles
pueden ser intra o extracelulares, para ello
se emplean marcadores fluorescentes y se
requiere que previamente al analisis las
células sean tenidas. Es de esta manera
que se pueden evaluar un sin namero de
caracteristicas celulares, no solo de forma
fenotipica, sino también funcional, lo
cual representa una gran ventaja de esta
técnica sobre otras, y lo cual genera como
resultado que sea una herramienta que ha
ganado un gran terreno en el campo de la
evaluacion y optimizacion de los procesos
biotecnologicos.

Siendo una técnica bien establecida,
la citometria de flujo es capaz de proveer
informacion sobre los cultivos a nivel de
cada célula a través del analisis de multiples
parametros extrinsecos o intrinsecos. Los
resultados de esta tecnologia permiten
expandir las posibilidades en el control
de bioprocesos y operaciones industriales
(Cossarizza y col., 2017).
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Figura 1. llustracién del fenémeno de dispersion de luz frontal y lateral en un citémetro de flujo convencional.
La dispersion lateral es captada por un detector y traducida para brindar informacién sobre la complejidad de la
particula analizada, mientras que la dispersién frontal indica su tamaro.
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En Venezuela la citometria de flujo ha sido
una herramienta utilizada para la evaluacion
de posibles agentes farmacoloégicos
en distintas patologias como cancer e
inflamacion e internacionalmente se ha
empleado para la evaluacion de cultivos
bacterianos y fiingicos, ademas otras
multiples aplicaciones

En este trabajo se describiran algunos
de los procesos biotecnolégicos en los que
la citometria de flujo ha sido empleada y
realizados aportes significativos a lo largo
de las ultimas décadas.

Aplicaciones de la Citometria de Flujo
en el Campo Biotecnologico

El ingeniero agronomo hungaro Karl
Ereky (1919) acuno el término biotecnologia
para describir la fusién de la biologia con
la tecnologia. Consiste en que la ciencia
y los métodos aplicados a la biologia
podria utilizarse para convertir las materias
primas en productos utiles a partir de
organismos vivos. La biotecnologia se
refiere a toda aplicacion tecnoloégica que
emplea diferentes disciplinas como la
biologia, quimica, farmacia y medicina. Se
utilizan sistemas bioloégicos y organismos
vivos o sus derivados con el fin de crear o
modificar diversos productos o procesos
para usos concretos. La creciente lista
de productos biotecnolégicos incluye
medicamentos, dispositivos médicos y
diagnosticos, asi como cosechas mas
resistentes, biocombustibles, biomateriales
y controles de la contaminacion. Por
lo que esta ciencia puede ser dividida
en muchas ramas que van desde sus
aplicaciones médicas hasta las aplicaciones
ambientales e industriales. Es por lo que
muchos de los procesos se basan en el
establecimiento y mantenimiento de cultivos

de microorganismos principalmente de tipo
fangico y bacteriano. La concentracion
de células viables en un cultivo es uno
de los parametros mas importantes en
la evaluacién de bioprocesos, aunque
existen gran cantidad de métodos para
determinar la viabilidad, el usado mas
comunmente es el analisis de la integridad
de la membrana, defectos en su estructura
ocasionan cambios en la permeabilidad
celular permitiendo la salida de material
intracelular, lo que finalmente puede
generar la muerte celular (Rieseber y col.,
2021).

Otro de los ensayos mas frecuentes es
el analisis del ciclo celular, este ensayo es
importante para estudiar el crecimiento
celular, la senescenciay la apoptosis, lo cual
permite investigar mecanismos esenciales,
asi como evaluar la eficacia de drogas
terapéuticas (Kim y Sederstrom, 2015) y
métodos de ingenieria genética. Geisinger
y Stearns (2021) describen un método
basado en citometria de flujo que permite
determinar la progresion del ciclo celular
en presencia del tratamiento con CRISPR/
Cas9, una técnica poderosa utilizada para
la edicion e ingenieria del genoma.

Aunque resulte innegable que el uso
de la citometria de flujo en el campo de la
biotecnologia aun no ha sido aprovechado
a su maximo potencial, sobre todo en los
paises en vias de desarrollo, es importante
destacar los diferentes espacios dentro
de esta ciencia en los que la técnica ha
demostrado tener importantes aplicaciones.

CMF Y ESTUDIO BACTERIANO

Los métodos convencionales de la
microbiologia, aunque efectivos son
relativamente lentos en comparacion a
otras técnicas mas novedosas, esto se
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debe a la necesidad de realizar cultivos los
cuales pueden tardar dias o semanas para
denerar resultados. La citometria de flujo
permite el analisis multiple o individual
de microorganismos de forma rapida y
confiable.

La aplicacion de ensayos basados en
citometria de flujo permite estudiar como
las bacterias presentes en una suspension ya
sea heterogénea u homogénea reaccionan
ante la variacion en condiciones como
temperatura, ausencia o presencia de
nutrientes o agentes terapéuticos como los
antibioticos.

La deteccion temprana de la resistencia a
los medicamentos contribuye a combatir las
bacterias resistentes a los medicamentos y
a mejorar los resultados de los pacientes.
Para ello, Sawada y col. (2021), validaron la
viabilidad del recuento directo de bacterias
mediante citometria de flujo cuantitativa de
alta sensibilidad mediante el uso de tincion
con el fluoréforos SYTO 9 para determinar
la resistencia de cepas de Streptococcus
pneumoniae y Haemophilus influenzae
a drogas como penicilina y cefotaxime,
concluyendo que la citometria de flujo
La citometria de flujo cuantitativa de alta
sensibilidad presenta una nueva via para
realizar pruebas rapidas de susceptibilidad
a los antimicrobianos. De forma similar
algunos productos de la industria alimenticia
que utilizan organismos bacterianos para
su fabricacion han recurrido a la citometria
flujo para la evaluacion rapida de sus
procesos, asi como la optimizaciéon de los
mimos. Este es el caso de Chiron y col.
(2018), aplicaron ensayos de citometria
de flujo para la cuantificacion y evaluacion
de viabilidad de microorganismos en
productos probi6ticos combinando la
tincion con dos fluoréforos como lo son el
SYTO9Yy el yoduro de propidio, encontrando

que con esta tecnologia se lograba una
cuantificacion mas rapida comparado con
el método clasico. Malacrino y col., tineron
bacterias malolacticas y hongos presentes
en muestras de medio de cultivo y vino
para estudiar su viabilidad a través del uso
de distintos marcadores fluorescentes, los
investigadores concluyen que la citometria
de flujo debe considerarse como una
herramienta de valor en el control de
calidad microbioldgico en los vinedos y
para la investigacion de la dinamica de
crecimiento de microorganismos en los
vinos. Gunasekeray col. (2000) desarrollaron
un método basado en citometria de
flujo para la rapida determinacion de la
cantidad total de bacterias presentes en
muestras de leche utilizando SYTO BC, que
es una tincion de acido nucleico de alta
afinidad que penetra tanto en bacterias
grampositivas como gramnegativas, dando
una senal fluorescente verde brillante.

CMFE, LEVADURAS Y HONGOS

La citometria de flujo ha sido
extensamente utilizada para monitorear
distintas propiedades de las levaduras. La
levadura mas estudiada bajo esta técnica
ha sido Saccharomyces cerevisiae debido
a su importante papel en la industria de
alimentos y sus multiples usos en variedad
de productos biotecnolégicos. El pH
intracelular tiene un papel importante en el
mantenimiento de las funciones normales
de las células de levadura. La capacidad de
la célula para mantener esta homeostasis
del pH también en respuesta a los cambios
ambientales ha ganado cada vez mas interés
tanto en la investigacion basica como en la
aplicada. Al respecto, Valli y col. (2017)
describen un protocolo que permite la
determinacion rapida del pH intracelular de
las células de Saccharomyces cerevisiae.
El método se basa en la citometria de flujo
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y emplea la sonda fluorescente carboxi
SNARF-4F dependiente del pH.

Un parametro importante en los
biorreactores con cultivos filamentosos es
la morfologia del hongo, dependiendo del
objeto deseado para el bioproceso pueden
existir caracteristicas favorables que deben
ser cuantificadas. Uno de los organismos
mas estudiados se refiere al hongo
filamentoso Penicillium chrysogenum, el
cual tiene un gran namero de aplicaciones
biotecnolodgicas como la penicilina. Veiter
y Herwing (2019) desarrollaron un método
basado en la citometria de flujo que emplea
tincion fluorescente el cual permitio evaluar
la compleja relacion entre la morfologia,
la viabilidad y la productividad de los
hongos, tanto en el desarrollo de procesos
como en los procesos de manufactura
de rutina. Ehgartner y col. (2017) en su
estudio comparativo presentan un método
de citometria de flujo para el analisis
morfoloégico como una alternativa rapida
y confiable, como una via alternativa
a las herramientas comunes como la
microscopia.

CMF EN EL ESTUDIO DE AGENTES
FARMACOLOGICOS

La industria farmacolégica evoluciona
a medida que la especie humana enfrenta
nuevos retos, se necesitan cada vez
procedimientos mas rapidosy eficientes que
permitan evaluar de forma segura diferentes
candidatos a agentes terapéuticos. Es
en este campo en particular donde la
CMF, junto al uso de los cultivos celulares
ha logrado una gran contribucién al
campo a lo largo de los anos. Diferentes
grupos de investigacion, a nivel nacional e
internacional, han recurrido a la citometria
de flujo para evaluar la accién antitumoral
o antiinflamatoria de diversos compuestos

organicos. Asi, Daddiouaissa y col. (2019)
describieron los efectos antiproliferativos in
vitroy los eventos apoptéticos del extracto
liquido i6nico de la fruta de Graviola (IL-GFE)
en células de cancer de mama MCF-7 y su
comportamiento citocinético para observar
su potencial como alternativa terapéutica
en el tratamiento del cancer. Para observar
los efectos del extracto de fruta de Graviola
emplearon el ensayo de viabilidad celular
del extracto, mediante el uso de bromuro de
tetrazolio (ensayo MTT) y la distribucion del
ciclo celular y el mecanismo de apoptosis de
la accion de IL-GFE en células cancerosas
MCF-7 la observaron mediante citometria
de flujo. Asi demostraron que el IL-GFE
fue capaz de afectar el comportamiento
citocinético de las células MCF-7 al reducir
la viabilidad celular, inducir la apoptosis y
la detener el ciclo celular en la fase GO/G1.
De forma similar, Cardullo y col. (2020)
sobre las lineas celulares HCT116, HT-29 y
PC3, utilizaron el ensayo de apoptosis con
anexinaV, con el fin de determinar el efecto
de los compuestos bisfenol inspirados en
honokiol, este tltimo un neolignano natural
que muestra una variedad de propiedades
bioldgicas, incluida la actividad antitumoral.
Los experimentos de citometria de flujo
realizados con estos neolignanos mostraron
que la inhibicion de la proliferacion se debe
principalmente a un proceso apoptaético.

En Venezuela, Ramirez y col. (2021)
destacan la accion antimalarica y anti-
cancerigena in vitro de compuestos
sintéticos derivados de 7-cloroquinolonas
al evaluar la viabilidad, ciclo celular e
induccion de la apoptosis sobre las lineas
celulares MCF-7 humana y A549. El efecto de
los derivados 6y 12 de la 7-cloroquinolina
sobre la apoptosis y la necrosis de la linea
celular MCF-7 humana, fue evaluado por
citometria de flujo demostrandose que
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estos derivados fueron mas activos contra
las células MCF-7, evidenciado por su efecto
anti-proliferativo y proapoptético.

La nanotecnologia, mediante el uso de
nanoparticulas de oro, puede servir para
tratar con mas eficacia algunos tumores
cancerigenos, ya que las nanoparticulas de
oro aumentan el efecto de la radioterapia
al reducir la toxicidad de la quimioterapia
y aumentar la eficacia de la radioterapia.
Asi, utilizado la CMF para sus estudios en
terapias antineoplasicas, Yun y col. (2020)
midieron el efecto de las nanoparticulas de
oro en lineas celulares de cancer gastrico
humano demostrando un efecto mediante la
modulacioén de mediadores pro-apoptoéticos
como la caspasa-3, Bax, Bid, y la caspasa-9
y anti-apoptoéticos como el Bel-2 y el Bcl-XL.
Iqualmente, Daei y col. (2021), abordaron
las células de cancer de vejiga demostrando
que las nanoparticulas de oro inducen un
aumento significativo de la producciéon de
especies reactivas de oxigeno, inducen la
apoptosis y suprimen la migracién celular
en las células 5637 del cancer de vejiga.
Ambos combinaron sus estudios con las
nanoparticulas de oro y métodos basados
en la técnica de citometria de flujo.

Conclusiones

Después de esta breve panoramica sobre
las aplicaciones de la citometria de flujo,
queda claro que esta técnica tiene mucho
que ofrecer al campo de la biotecnologia,
su implementacion en las diferentes
industrias de productos biotecnologicos
demuestra que se trata de una herramienta
aprovechable que, en un futuro proximo, y
en conjunto a otros avances tecnologicos
podria convertirse en parte fundamental en
el desarrollo y optimizacion de bioprocesos.
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