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in vivo, in vitro, jin fluxo?

JOSE ENRIQUE O’CONNOR, GUADALUPE HERRERA,
ALICIA MARTINEZ-ROMERO, CRISTINA BODI, CARLA VALERO,
ROBERT C. CALLAGHAN y MARIA-DO-CEU MONTEIRO

ITavta Peu

(Todo fluye)
Heraclito, siglo VI a.C.

1. CITOMICA EN EL ANALISIS BIOLOGICO

Las técnicas citémicas estan llamadas a convertirse en las mas avanzadas (y,
sin embargo, en continua evolucidn) de las metodologias relacionadas con el uso
biolégico de la fluorescencia. Como se ha describe en otros capitulos de esta obra,
las estrategias citomicas presentan clara ventaja sobre otros métodos de fluores-
cencia puesto que permiten analizar simultineamente varios parametros biolégicos
en una célula individual. Como consecuencia, los citomas complejos pueden ser
descritos sobre la base de las propiedades de fluorescencia de sus componentes in-
dividuales y clasificados de acuerdo a criterios métricos tales como la intensidad
de expresion de uno o mas parametros, el cociente intracelular o intercelular de di-
ferentes parametros o los cambios cinéticos en tales parametros (1).

El significado biolégico de los ensayos citémicos depende fundamental-
mente de la especificidad de los marcadores fluorescentes utilizados, aunque un
grado no despreciable de informacién se obtiene de las medidas de la interac-
cion fisica de la luz con las particulas. Desde un punto de vista muy general,
los métodos citdmicos proporcionan informacién sobre dos tipos de pardmetros
biolégicos (2):
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a) Pardmetros estructurales: se entienden por tales los componentes bio-
quimicos estables de la célula, desde las macromoléculas (dcidos nucléicos,
proteinas) a metabolitos de medio y bajo peso molecular, que habitualmente
se determinan mediante marcadores fluorescentes dotados de reactividad qui-
mica o afinidad estructural. Igualmente, propiedades fisicas y topogréficas de
las células, como el tamafo y la granularidad, se pueden estimar por métodos
citomicos.

b) Parametros funcionales: son aquellas propiedades dindmicas de las cé-
lulas que pueden modificarse rapidamente y que se cuantifican gracias a mar-
cadores fluorescentes cuyas propiedades dpticas o de distribucién cambian en
respuesta al fenémeno de interés. También se incluyen en este concepto aque-
llas operaciones celulares que provocan cambios rapidos en la concentracién de
componentes bioquimicos celulares susceptibles de cuantificacién por técnicas
citomicas (3).

De acuerdo con las definiciones anteriores, el concepto de ensayo citémico
funcional puede relacionarse con términos frecuentes de la literatura del 4rea,
como son «Bioquimica Celular», «Fisiologia Celular», «Activacién Celular» u
otros descriptores del comportamiento dindmico de las células individuales a lo
largo de un periodo de tiempo dado (2).

Con independencia de la aproximaciéon metodoldogica que se siga, los
ensayos citométricos funcionales intentan responder cuestiones importantes
que permitan interpretar la complejidad de los sistemas celulares en es-
tudio:

a) Qué funciones tienen lugar en células especificas:

Mediante la identificacién de subpoblaciones celulares determinadas por sus
propiedades particulares y analizando sus elementos y rutas funcionales (4).

b) En qué compartimento celular se localizan las funciones de interés:

Mediante la aplicacion de marcadores fluorescentes selectivos para un or-
ganulo o microambiente celular (5), que permite el andlisis de imagen en téc-
nicas citémicas de cardcter optico (6), o mediante el andlisis por citometria de
flujo de organulos o vesiculas subcelulares aisladas (7, 8).

¢) Coémo se ejecutan, se regulan o se perturban las funciones celulares:

Mediante la capacidad multiparamétrica de las técnicas citomicas es posi-
ble determinar simultaneamente sobre la misma célula individual diversas fun-
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ciones y correlacionarlas con procesos de expresion génica, transduccién de se-
nales, activacion celular, proliferacion, diferenciacién, interaccién con otras cé-
lulas y muerte celular (1). Asi, es posible seguir un amplio nimero de fenéme-
nos relacionados con el comportamiento de células y sistemas en condiciones
basales (9) o en respuestas inducidas por la manipulacién experimental o las si-
tuaciones fisio-patoldgicas (10).

Los principales problemas en la realizacion de ensayos citomicos funcio-
nales, especialmente aquellos que se llevan a cabo mediante citometria de flu-
jo surgen, por lo general, de las dificultades en superar una o varias de las si-
guientes cuestiones criticas:

a) Obtencién de suspensiones de células individuales a partir de poblacio-
nes celulares adherentes.

b) Mantenimiento de la viabilidad celular y la capacidad metabdlica du-
rante el periodo experimental.

¢) Aislamiento de elementos subcelulares a partir de células y tejidos.
d) Distincién de particulas y células pequenas del ruido de fondo.

e) Accesibilidad adecuada de los marcadores fluorescentes a los sitios in-
tracelulares y a los procesos funcionales de interés.

f) No interferencia de los marcadores fluorescentes con las funciones ce-
lulares.

g) Seleccién adecuada de las ventanas temporales para los ensayos fun-
cionales cinéticos.

h) Calibracion del ensayo para la expresion en valor absoluto de las me-
didas efectuadas.

2. NIVELES DE ANALISIS BIOLOGICO EN TIEMPO REAL

La investigacién biolégica se ha dividido, clasicamente, en dos niveles prin-
cipales, que difieren en cuanto al grado de complejidad del modelo biolégico
en estudio, las técnicas de andlisis aplicables y la informacién generada. Los es-
tudios in vivo son aquellos que se desarrollan en un organismo vivo o en un
cuerpo, mientras que los ensayos in vitro tienen lugar en un ambiente artificial,
fuera de un organismo o cuerpo, y suelen implicar cultivos celulares o seccio-
nes de tejidos que han sido mantenidos o cultivados en el laboratorio.
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En la mayoria de los casos, el andlisis in vivo en tiempo real implica meto-
dologias u observaciones macroscépicas escasamente relacionadas con la citémi-
ca y los puntos finales analizados suelen ser inespecificos o generales, incluyen-
do la muerte, como en ciertos ensayos de toxicidad que se efectiian sobre animales,
como ratas o ratones. Por el contrario, los estudios in vitro son los principales be-
neficiarios de las técnicas citémicas, tanto de imagen como de flujo que permiten
el seguimiento dindmico de los fendmenos bioldgicos de interés.

En los dltimos afios, la dicotomia in vivo/in vitro se ha visto difuminada por
la aparicién de nuevas formas de investigacion bioldgica, que no han sido ajenas
al desarrollo de las metodologias “6micas” y del impacto de la Biologia de Siste-
mas. Asi, por una parte, el desarrollo de métodos de obtencién y andlisis de célu-
las a partir del organismo entero, manteniendo sustancialmente sus propiedades bio-
l6gicas, permite los estudios ex vivo, que reflejan adecuadamente la funcionalidad
celular in vivo en condiciones basales o en diversas situaciones fisiopatoldgicas
(11). En otros contextos, los estudios ex vivo se dirigen a caracterizar y manipular
células que son reintroducidas en el organismo entero (12). El conocimiento de las
relaciones estructura-funcién de las biomoléculas y de las caracteristicas cinéticas
y de regulacion en las rutas metabdlicas en las que éstas participan ha conducido
al denominado andlisis in silico, entendido como aquél que se realiza por medio
de una simulacién por ordenador, y posibilitado por el extraordinario avance en la
potencia computacional aplicable a la Biologia (13). Mediante esta estrategia to-
talmente exenta de uso de material biolégico, la complejidad molecular y celular
se aborda a través de modelos matemdticos que permiten predecir respuestas ce-
lulares a modificaciones de su entorno y su metabolismo, identificar dianas mole-
culares de relevancia o disefiar racionalmente farmacos dirigidos contra ellas.

3. EL ANALISIS «IN FLUXO»: UNA NUEVA DEFINICION PARA
LOS ESTUDIOS CINETICOS PROPIOS DE LA CITOMETRIA
DE FLUJO

Una de las caracteristicas importantes de las técnicas citémicas es la de propor-
cionar datos cinéticos, obtenidos mediante determinaciones secuenciales de las pro-
piedades de fluorescencia o de otros pardmetros Opticos de la poblacién celular en
estudio. A diferencia de otras metodologias basadas en la deteccién de fluorescencia
(por ejemplo, la espectrofluorescencia en cubeta) o de la absorcién/dispersion de luz
(por ejemplo, la agregometria), las técnicas citomicas se basan en el andlisis de cé-
lulas individuales, permitiendo la deteccién y andlisis, cualitativo y cuantitativo, de
subpoblaciones distintas en el seno de citomas heterogéneos (Figura 1).
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FiGura 1. Resumen comparativo de las caracteristicas metodoldgicas esenciales de las
diferentes metodologias “-omicas” que generan datos cinéticos basados en la emision
de fluorescencia.

Por las bases técnicas de los sistemas instrumentales, el andlisis funcio-
nal cinético por citometria de flujo reviste unas propiedades especiales de ad-
quisicion de datos y generacién de resultados, que justifican que proponga-
mos el término «/n Fluxo» para definir el andlisis cinético por citometria de
flujo. La caracteristica diferencial del andlisis in fluxo seria que el andlisis
cinético del fenémeno bioldgico en estudio se realiza de forma secuencial,
pero analizando en cada punto temporal una célula (o particula biolégica) in-
dividual diferente. Por la elevada velocidad de paso de muestra en un cit6-
metro de flujo (hasta miles de células por segundo), la resolucién temporal
tedrica del andlisis in fluxo puede llegar a ser cercana al milisegundo, la du-
racién de los periodos de tiempo de andlisis puede ir desde pocos segundos
a varios minutos y el nimero total de células analizado puede ser muy ele-
vado. En el andlisis in fluxo, el fendmeno bioldgico de interés sucede y evo-
luciona mientras las células individuales son examinadas en tiempo real en
el citémetro de flujo.
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Cuando se compara un fenémeno dindmico concreto, por ejemplo, el mo-
vimiento de Ca*" intracelular tras la activacion de un tipo celular adecuadamente
marcado, los trazados cinéticos generados por una suspension celular en un es-
pectrofluorimetro, por una monocapa celular en un microscopio confocal o de
barrido laser y por una suspension celular en un citémetro de flujo son simila-
res, pero la informacién generada puede diferir sustancialmente (1).

Aunque el concepto de andlisis in fluxo se puede aproximar al de la de-
nominada «Citoenzimologia de Flujo» (1, 3), no son dos procesos totalmen-
te superponibles. Asi, mientras que en la citoenzimologia de flujo, basada en
el uso de sustratos fluorogénicos de enzimas, el analisis in fluxo suele estar
presente, en muchos casos el andlisis citoenzimoldgico se hace a través de
medidas de punto final. Por otra parte, el andlisis in fluxo puede dirigirse a
fenémenos de fluorescencia no asociados con la determinaciéon de activida-
des enzimaticas y, ademas, puede evaluar cambios cinéticos en parametros
no fluorescentes.

El andlisis in fluxo es claramente ventajoso cuando se abordan fendmenos
dindmicos muy rapidos y/o transitorios, especialmente cuando se desea restrin-
gir el andlisis de forma selectiva a una subpoblacién, identificable por sus ca-
racteristicas citométricas diferenciales.

Desde el punto de vista de su disefio practico, se pueden distinguir tres ti-
pos fundamentales de andlisis in fluxo, de los que se presentaran ejemplos in-
dividuales o mixtos en el apartado siguiente de este capitulo:

a) Andlisis in fluxo de la captacién de fluorocromo extracelular: las sus-

pensiones celulares de control o sometidas a diversos tratamientos, son intro-
ducidas en el citometro de flujo para registrar durante unos segundos la(s) au-
tofluorescencia(s) basales y, a continuacidn, se adiciona el marcador fluorescente
o sustrato fluorogénico apropiado (14-16). La cinética de captacién del mismo
refleja los efectos del tratamiento sobre fendmenos especificos, tales como el
transporte a través de la membrana, la generacién intracelular de fluorescencia
por una actividad enzimatica o la capacidad de retencion intracelular de la es-
pecie fluorescente.

b) Andlisis in fluxo de la variacién de fluorescencia intracelular: las sus-
pensiones celulares de control o sometidas a diversos tratamientos, son prein-
cubadas con el marcador fluorescente o sustrato fluorogénico indicado, antes de
ser introducidas en el citometro de flujo para registrar durante unos segundos
la(s) fluorescencia(s) basales. A continuacidn, se adiciona el estimulo apropia-
do (4, 17). La cinética de variacion de la fluorescencia intracelular refleja los
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efectos del estimulo sobre fendmenos especificos, tales como la aparicion (o ac-
cesibilidad) o desaparicion (o inaccesibilidad) de un ligando del marcador fluo-
rescente, la generacion intracelular de fluorescencia por una actividad enzima-
tica, la variacion del microentorno iénico y molecular o la capacidad de retencién
intracelular de la especie fluorescente.

¢) Andlisis in fluxo de la variaciéon de la morfologia celular: las suspen-

siones celulares de control o sometidas a diversos tratamientos son introducidas
en el citémetro de flujo para registrar durante unos segundos las propiedades
basales de dispersion frontal (estimacién del tamafio celular) y lateral (estima-
cién de la granularidad intracelular) de luz laser. A continuacién, se adiciona el
estimulo apropiado (1, 11). La cinética de variacion de las propiedades de dis-
persion de luz refleja los efectos del estimulo sobre fenémenos especificos, ta-
les como la desgranulacidn asociada a la secrecion, la hinchazén celular por cap-
tacion de liquidos o la pérdida de la integridad celular.

4. LA CITOMETRIA DE FLUJO EN LOS NIVELES DEL ANALISIS
CITOMICO: IN VIVO, EX VIVO, IN VITRO, IN FLUXO

Entre las metodologias de la citémica, la citometria de flujo es, sin duda,
la que ha alcanzado una mayor expansion, en cuanto al nimero de usuarios y
de aplicaciones. Sin embargo, en razén de su intensa implicacién en el diag-
ndstico y prondstico inmuno-hematolégico, las aplicaciones funcionales basicas
y biotecnoldgicas de la citometria de flujo son minoritarias si se comparan con
sus aplicaciones clinicas rutinarias o especializadas (18). Aun asi, la creciente
implantacién de los sistemas citométricos de flujo en laboratorios bdsicos y el
interés que ciertos ensayos funcionales pueden tener para el laboratorio clinico,
han contribuido a potenciar la difusién de los procedimientos de andlisis fun-
cional por citometria de flujo (19-21).

Entre los factores que han contribuido a que la citometria de flujo funcio-
nal se pueda aplicar en todos los niveles del analisis bioldgico se incluyen los
avances en el disefio de marcadores fluorescentes vitales (22), la disponibili-
dad de técnicas minimamente invasivas para la obtencién de suspensiones de
células o particulas bioldgicas a partir de organismos o tejidos (19), la capaci-
dad multiparamétrica y la sensibilidad de deteccién de los citémetros moder-
nos (1, 3, 23) y el desarrollo de procedimientos informéticos que facilitan el
andlisis de datos en poblaciones complejas y con gran nimero de células ana-
lizadas (24).
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A continuacién se ilustra la aplicabilidad de la citometria de flujo en los di-
ferentes niveles de la investigacion bioldgica, mediante ejemplos de nuestro la-
boratorio.

1. 1In vivo

En la actualidad, s6lo algunas técnicas citémicas permiten el andlisis in vivo,
cuando el organismo en estudio es multicelular y macroscépico. Entre ellas se
encuentran metodologias complejas y poco extendidas, como los sistemas de
andlisis de imagen de fluorescencia in vivo (25), que se pueden aplicar a pe-
quefios animales, mediante la introduccién en su cuerpo de una pequeiia lente
objetivo guiada o mediante sistemas de alta sensibilidad que permiten la obser-
vacion exterior de la sefial de fluorescencia interna. Otros sistemas menos so-
fisticados, pero mas invasivos para el animal, como la microscopia de fluores-
cencia intravital permiten el estudio in vivo de células tefiidas con marcadores
fluorescentes (26).

Cuando el organismo en estudio es unicelular, la citometria de flujo se con-
vierte en una tecnologia de eleccién que permite el andlisis funcional en condi-
ciones que perturban minimamente el habitat y estado fisioldgico del organis-
mo unicelular. En este contexto, los estudios citométricos mas relevantes se
realizan sobre poblaciones de microorganismos del plankton (microalgas, cia-
nobacterias, virus), en los que la presencia de pigmentos fluorescentes natura-
les (clorofilas y ficobiliproteinas, sobre todo) permite realizar estudios relacio-
nados con la taxonomia, abundancia de biomasa, ciclo vital y capacidad
metabdlica de las poblaciones en estudio (27).

2. Ex vivo

Los minimos requerimientos de volumen y de cantidad absoluta de bioma-
sa para los ensayos por citometria de flujo, asi como la disponibilidad de mé-
todos que permiten el andlisis citométrico sin apenas manipular la muestra, han
convertido a la citometria de flujo en una metodologia escasamente invasiva,
muy util para estudiar suspensiones celulares obtenidas a partir de organismos
superiores en condiciones que reproducen las originales.

El andlisis citométrico ex vivo tiene su mayor uso practico en el contexto
del diagndstico y prondstico inmuno-hematologico, con el estudio de poblacio-
nes leucocitarias de sangre periférica. Habitualmente, el andlisis implica la ex-
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traccién cuidadosa de unos pocos mililitros de sangre venosa en presencia de
inhibidores de la coagulacidn, el alicuotado en volimenes de 50-100 uL y el
marcado de cada alicuota con uno o varios anticuerpos fluorescentes. Tras unos
minutos de incubacion, se somete a un proceso de hemolisis y fijacién con pa-
raformaldehido y se introduce la suspension de leucocitos en el citémetro de
flujo para su lectura. Esta técnica de preparacién se conoce como «lisis y fija-
cion sin lavado» («lyse-fix-no wash») y permite eliminar la interferencia de los
hematies en el andlisis. A pesar de ser la metodologia citométrica mas usada,
las células se encuentran fijadas en el momento del paso de muestra, lo que ex-
cluye la posibilidad de un andlisis funcional dindmico en tiempo real (28).

El desarrollo de métodos citométricos basados en el andlisis de muestras de
sangre entera sin apenas manipulacién, ha hecho posible el estudio ex vivo de
pardmetros funcionales en leucocitos y plaquetas que eran poco susceptibles de
ser abordados con las técnicas anteriores, que requerian un procesado extensi-
vo de la muestra (lisis de eritrocitos y/o centrifugaciones sucesivas), con un alto
grado de activacién artefactual de aquellas células. Las Figuras 2 y 3 muestran
ejemplos de la aplicacion en nuestro laboratorio del andlisis citométrico ex vivo
para cuantificar la actividad oxidativa intracelular en leucocitos de sangre peri-
férica (29) y a la deteccién de plaquetas activadas circulantes en el contexto de
la evaluacién de efectos del tratamiento de pacientes humanos con distintos far-
macos (11, 17, 30), y del andlisis de la estabilidad de preparados de plaquetas
(11, 31). Los estudios ejemplificados se basan en el uso de reducidos volime-
nes de sangre entera y la identificacion de la poblacién de interés (leucocitos o
plaquetas) mediante el marcaje especifico con anticuerpos monoclonales fluo-
rescentes y las propiedades de dispersion de luz. De esta forma se evita la eta-
pa quimica de lisis de eritrocitos, que siguen presentes en la muestra pero son
excluidos del analisis por la seleccién fenotipica y morfoldgica indicada. El es-
tado oxidativo de los leucocitos se evalia con sustratos fluorogénicos que se
convierten en fluorescentes por la accién de especies reactivas de oxigeno (32),
mientras que el grado de activacion plaquetaria se cuantifica por la expresion
en superficie de la molécula de adhesién P-Selectina (CD62-P), una proteina
acumulada en los granulos a de la plaqueta en reposo y exportada a la mem-
brana plasmatica tras la estimulacién de la plaqueta por agonistas pro-trombo-
ticos (33). Estudios similares se pueden dirigir a la deteccidn ex vivo de feno-
menos toxicos, farmacolégicos o fisiopatolégicos inducidos in vivo.

Un aspecto importante, aunque poco explotado por su mayor complejidad
metodoldgica, de la citometria de flujo ex vivo en relacién con la investigaciéon
animal es el estudio funcional en orgdnulos subcelulares aislados a partir de te-
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Figura 2.  Ejemplo del andlisis ex vivo por citometria de flujo de actividad oxidativa en leuco-
citos y su aplicacion in vitro. Panel 1: (A) Estrategia citométrica para la identificacion de las po-
blaciones leucocitarias en sangre entera, determinando la expresion del antigeno pan-leucocita-
rio CD45 (eje X) y la granularidad celular (eje Y). (B) Determinacion de la actividad peroxidativa
basal intracelular con dihidrorhodamina 123 : notese la mayor actividad en los monocitos. (C) De-
terminacion de la generacion basal intracelular de ién radical superéxido con dihidroetidina: né-
tese la mayor actividad en los granulocitos. (D) Determinacion simultdnea de la actividad pero-
xidativa y la generacion intracelular de ion radical superoxido en leucocitos. Panel 2: Deteccion
de la actividad peroxidativa intracelular en leucocitos de pacientes quiriirgicos incubados in vitro
con diferentes anestésicos. (A) linfocitos, (B) monocitos y (C) granulocitos.

jidos de animales de laboratorio bajo diversas condiciones experimentales. Nues-
tro laboratorio ha sido pionero en el andlisis citométrico de la funcién mito-
condrial en mitocondrias aisladas de higado de rata en condiciones de control
(7, 34), en dieta hiperproteica (35) o tras envejecimiento (36). En otro contex-
to, hemos desarrollado la metodologia citométrica para determinar patrones de
glicosilacién diferencial en vesiculas cis y trans aisladas del aparato de Golgi
de ratas normales (8) e intoxicadas cronicamente con etanol (37).
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Ficura 3. Ejemplo del andlisis ex vivo por citometria de flujo de la activacion de plaquetas y
su aplicacion in vitro. (A) Identificacion citométrica de la poblacion de plaquetas en sangre en-
tera por pardmetros morfologicos (granularidad: eje X y tamaiio: eje Y). (B) Confirmacion de la
especificidad de la seleccion de plaquetas mediante la expresion del antigeno especifico de pla-
quetas CD41 (glicoproteina gplIbl/llla). La poblacién sefialada corresponde a las plaquetas indi-
viduales, no agregadas. (C) Deteccion ex vivo de plaquetas activadas circulantes en un donante
sano mediante el doble marcaje con CD41 (identificacion plaquetaria) y CD62P (marcador de ac-
tivacion, P-Selectina): en condiciones basales no hay apenas plaquetas activadas, positivas para
CDO2P (derecha del cursor). El control de reactividad in vitro muestra que tras la adicion del
agonista ADP, la prdctica totalidad de la poblacion plaquetaria se activa y expresa CD62P con
gran intensidad. (E) Deteccion ex vivo de plaquetas activadas circulantes en un donante con ries-
go protrombotico mediante el marcaje con CD62P y morfologia: en condiciones basales se de-
tectan plaquetas individuales activadas, positivas para CD62P (derecha del cursor) y una subpo-
blacion que esta en interaccion con eritrocitos y leucocitos (cuadrante superior derecho),
indicadora de riesgo. El control de reactividad in vitro muestra que tras la adicion del agonista
ADP, la prdctica totalidad de la poblacion plaquetaria se activa y expresa CD62P, aumentando
apreciablemente la poblacion de plaquetas en interaccion con otras células de la sangre.
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3. In vitro

La caracterizacion funcional de preparaciones celulares en experimentos in
vitro es el campo de aplicacién mas frecuente de la citometria de flujo en la in-
vestigacion bdsica y biotecnoldgica. El elevado nimero de pardmetros que se
pueden determinar simultineamente en cada célula individual, la capacidad de
deteccion de subpoblaciones minoritarias de interés y la posibilidad de aplicar
la separacién celular para extender con otras técnicas “—6micas” el andlisis ci-
tométrico son los principales puntos positivos que hacen de la citometria de flu-
jo una tecnologia de eleccién en las innumerables vertientes de la Biologia Ce-
lular, como ha sido expuesto en los capitulos anteriores de este libro y en
diferentes revisiones generales (1-3, 23, 38, 39, 40).

Nuestro laboratorio tiene experiencia en la aplicacion de la citometria de
flujo a la caracterizacién funcional multiparamétrica en modelos in vitro de cé-
lulas eucaridticas y procaridticas, fundamentalmente en el contexto de la Toxi-
cologia Bioquimica in vitro (19).

La investigacién experimental en modelos eucaridticos in vitro se ha exten-
dido en nuestro laboratorio desde el inicial estudio de la neurotoxicidad del amo-
nio (41) al de la hepatotoxicidad (42), la nefrotoxicidad (10) y la toxicidad meta-
bélica (43) de diferentes compuestos modelo. Los dos tltimos aspectos han sido
el objeto de un proyecto de investigacion patrocinado por el European Center for
the Validation of Alternative Methods (44) y para ello, hemos desarrollado un pa-
nel de ensayos citométricos de toxicidad que se han aplicado al estudio de nefro-
toxicidad in vitro sobre lineas celulares de tibulos renales proximales o distales
y de toxicidad dependiente del metabolismo in vitro en una linea celular que ex-
presa de forma estable el citocromo P450 2D6 y su control de tipo salvaje. La ex-
periencia alcanzada en este proyecto, a su vez, es la base metodoldgica para la
participacion de nuestro laboratorio aplicando la citometria de flujo en dos pro-
yectos europeos del VI Programa Marco relacionados con modelos in vitro para
la prediccion de toxicidad aguda (45) y crénica (46) in vivo en humanos.

Otro aspecto importante de la aplicacion de la citomeria de flujo y la sepa-
racion celular es la caracterizacion de las propiedades citométricas de cultivos
celulares para definir pardmetros de interés para la purificacién de subpobla-
ciones de interés y el seguimiento de sus caracteristicas en los posteriores pro-
cesos de clonacién y mantenimiento en cultivo (9).

La citometria de flujo puede aplicarse con éxito al andlisis in vitro de cé-
lulas procaridticas y microorganismos en general (47, 48). Este tipo de aplica-
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ciones puede tener gran interés en el campo de la Biotecnologia, al permitir el
seguimiento de las funciones microbianas durante procesos de fermentacién y
detectar contaminaciones o alteraciones de la productividad (49). Desde el pun-
to de vista clinico, la citometria de flujo in vitro permite, por ejemplo, estable-
cer en pocos minutos el Gram y la sensibilidad frente a antibiéticos de micro-
organismos patdgenos (50)

En nuestro laboratorio hemos iniciado y seguimos desde hace varios afios
una linea de investigacion basada en el andlisis citométrico in vitro del estrés
oxidativo en Escherichia coli. Para ello, hemos debido superar inicialmente el
problema de la impermeabilidad de la membrana externa de los bacilos Gram
negativos, un obstiaculo para el uso de fluorocromos vitales (51). Las cepas de
E. coli B que presentan deficiencias intrinsecas en la estructura del lipopolisa-
céarido de la membrana externa (cepas WP2) han sido utilizadas como cepas
«tester» en estudios de mutagénesis (52) por su mayor permeabilidad a diver-
sas sustancias de bajo y medio peso molecular, cuyas estructuras y propiedades
quimicas resultan similares a las de muchos fluorocromos comunes, por lo que
aparecian como candidatas para su posible uso en citometria de flujo funcional.
Nuestro grupo ha demostrado que las cepas WP2 de E. coli B pueden ser ana-
lizadas funcionalmente mediante citometria de flujo usando los fluorocromos vi-
tales habituales (51) y ha publicado procedimientos normalizados para ello (53).

Sobre la base genética de E. coli B se han generado diversas cepas defi-
cientes en uno o varios genes esenciales en las rutas de la respuesta antioxidante
en E. coli, como el regulén oxyR y otros genes estrechamente relacionados. El
analisis citométrico de los niveles intracelulares de especies reactivas de oxige-
no (ROS), de 6xido nitrico y de glutation (GSH) muestra que estas cepas defi-
cientes presentan niveles endégenos mas elevados de ROS y son més sensibles
a los efectos del estrés oxidativo exégeno (51, 53, 54). A partir de estas obser-
vaciones hemos disefiado un modelo experimental sencillo que se puede aplicar
no sélo al estudio basico de los mecanismos de toxicidad y proteccién antioxi-
dante en E. coli, sino también para detectar y cuantificar de forma sencilla y
sensible los efectos prooxidantes de diferentes sustancias quimicas (55) y la po-
tencia antioxidante de otras moléculas de interés (56) (Figura 4).

4. In fluxo

Como se ha indicado anteriormente, desde aqui proponemos por primera
vez el término in fluxo para el andlisis cinético propio de la citometria de flu-
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FiGura 4.  Andlisis in vitro del estrés oxidativo por citometria de flujo utilizando cepas de Es-
cherichia coli deficientes en genes de la defensa antioxidante. (A) Esquema de los principales
genes implicados en la deteccion y respuesta frente a especies reactivas de oxigeno y del oxido ni-
trico. Genes como oxyR y soxR/soxS son regulones que controlan otros genes individuales. En
nuestro laboratorio disponemos de mutantes deficientes en uno o varios de estos genes, que se
muestran mds sensibles a agentes prooxidantes, como a generadores de superdxido (B 'y C) o de
oxido nitrico (D). Los dobles mutantes oxyR/sodAB, por ejemplo, son notablemente mds sensibles
que los mutantes simples y éstos que la cepa salvaje (B). Los mutantes deficientes en la sintesis
del tripéptido antioxidante glutation (mutantes gshA-), son mds sensibles que la cepa salvaje a la
accion de un dador de superoxido(C). Los mutantes deficientes en la defensa contra oxido nitrico
(mutantes hmp-) son mds sensibles frente a un compuesto generador de este oxidante (D).

jo. Mediante ejemplos de nuestro laboratorio se puede percibir las caracteristi-
cas de este tipo de aproximacién metodoldgica y su aplicabilidad a los estudios
funcionales propios de la Bioquimica y la Biologia Celular.

Un ensayo in fluxo del primer tipo indicado mds arriba, es decir, el que
sigue cinéticamente la velocidad de captacion de un fluorocromo en funcién
de una modificacién dada de las propiedades celulares es el que nos ha per-
mitido transformar una cinética de captaciéon de un fluorocromo en una ciné-
tica de Michaelis-Menten para una rama metabdlica general y, sobre esta base,
comparar cuantitativamente las caracteristicas de la utilizacién de sustratos
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energéticos en hepatocitos de rata normales y transformados (14, 15). En es-
tudios previos por citometria de flujo, habiamos demostrado la correlacién en-
tre la captacion del fluorocromo catiénico rhodamina 123 (RH123) y el valor
del potencial de membrana en mitocondrias aisladas (34). A partir de nuestros
datos, y utilizando suspensiones de hepatocitos y hepatoma de rata demostra-
mos que la velocidad de captacion del fluorocromo RH123 en células enteras
variaba en funcioén del potencial de membrana mitocondrial, modificado por
distintos sustratos respiratorios o inhibidores de la cadena de transporte elec-
tronico (14). El andlisis de la cinética de saturacion de la velocidad de capta-
ciéon de RH123 en funcién de la concentracién de glucosa o succinato nos per-
mitié demostrar que dicho parametro seguia una cinética de Michaelis-Menten,
por lo que pudimos determinar sus valores de Km y Vmax (15). Con ello, se
consigue caracterizar con indicadores perfectamente establecidos en la Bio-
quimica convencional, un conjunto secuencial de fendmenos que comprenden
el transporte del sustrato, su metabolismo intermediario (glucolisis, en el caso
de la glucosa), la entrada de sustratos en el ciclo de Krebs, la oxidacion de
compuestos reducidos en la cadena respiratoria y la formacién de potencial de
membrana mitocondrial, de acuerdo con la hipétesis quimio-osmética de Mit-
chell (Figura 5). Aunque se trata de un proceso complejo, el uso de inhibido-
res adecuados nos permitid, por ejemplo en el caso de la glucosa, discernir la
contribucién del transporte de glucosa exdgena de la contribucién de la glu-
colisis, asi como demostrar que hepatocitos y hepatoma no diferian en cuan-
to a la velocidad y capacidad de utilizacién energética de glucosa, pero que
las células de hepatoma utilizaban con mayor afinidad y capacidad el succi-
nato que los hepatocitos no transformados (Tabla I). Este modelo experimen-
tal, podria ser de utilidad para un estudio de cribado rdpido de posibles efec-
tos sobre el metabolismo bioenergético.

Un ensayo citométrico in fluxo del segundo tipo es aquél, mas habitual, que
transcurre mediante el seguimiento cinético de las propiedades bioldgicas de cé-
lulas previamente tefiidas con uno o varios colorantes fluorescentes o sustratos
fluorogénicos y sometidas a un estimulo apropiado. Como ejemplo ilustrativo
de nuestro laboratorio, se muestra los resultados de un estudio destinado a de-
tectar la presencia y actividad del transportador intercambiador de Na*/H" (NHE)
en la membrana de las distintas células leucocitarias en muestras de sangre en-
tera. Recientemente, hemos descrito un método in fluxo para el estudio de la ac-
tividad NHE e cultivos celulares homogéneos (57). Nuestro grupo esta intere-
sado en el desarrollo de métodos citométricos para estudiar la actividad de este
receptor y su inhibicién en muestras clinicas, por su implicacién en fendmenos
de isquemia/reperfusion y otras situaciones patoldgicas (58).
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FiGura 5. Andlisis in fluxo de la velocidad de captacion de Rhodamina 123 (RH123) en hepa-
tocitos y células de hepatoma de rata para evaluar la respuesta del potencial de membrana mi-
tocondrial (Ay) como indicador del metabolismo oxidativo de sustratos. (A) Esquema del diserno
experimental: las células son incubadas con sustratos (glucosa, oleato o succinato) cuyo metabo-
lismo oxidativo acaba generando AV, el cual se estima a través de la velocidad de captacion del
[fluorocromo lipofilico cationico RHI23. La preincubacion con el andlogo competitivo 2-desoxi-D-
glucosa inhibe el transporte de glucosa exogena ylo la glucolisis. La preincubacion con L-carni-
tina potencia el transporte intramitocondrial de acil CoA. (B) Efecto sobre la velocidad de cap-
tacion de RHI123 de sustratos que modifican (Ay): inhibidores como rotenona, valinomicina o
FCCP reducen la velocidad de captacion, mientras que sustratos respiratorios como el succinato,
la aceleran. (C) Cinética de saturacion (Michaelis-Menten) de la velocidad de captacion de RHI123
con respecto a la concentracion de glucosa. La transformacion lineal de esta grdfica permite ob-
tener los parametros Km y Vmax indicados en la Tabla 1. (D) Efecto de la inhibicion del trans-
porte de glucosa exogena con 2-desoxi-D-glucosa sobre la velocidad de captacion de Rhi23. Las
células de hepatoma N13 son mds sensibles a la misma. (D) Efecto de la inhibicion de la gluco-
lisis a partir de glucosa endégena con 2-desoxi-D-glucosa sobre la velocidad de captacion de
RM123. Ambas poblaciones celulares presentan un comportamiento similar.
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TaBra I

La cinética de captacion de Rhodamina 123 analizada por citometria de flujo en
hepatocitos y hepatoma de rata (N13) es un proceso que puede ser caracterizado
con los parametros cinéticos de la Enzimologia Cldsica

SUSTRATO
Glucosa Succinato
. Km Vmax Km Vmax
Células
(mmol/L) (UAF/seg) (mmol/L) (UAF/seg)
Hepatocitos 2.63 28.82 3.30 13.44
N13 3.50 30.73 0.33 26.10

Las suspensiones celulares fueron incubadas con diferentes concentraciones crecientes de gluco-
sa o succinato y se calcul6 la velocidad constante de captacion de rhodamina 123 en experimen-
tos cinéticos por citometria de flujo, como se describe en las referencias 14 y 15.

El estudio en sangre completa plantea tres problemas metodolégicos:

a) Interferencia de los eritrocitos e identificacion de leucocitos: La elevada
proporcién de eritrocitos en las muestras a analizar dificulta la deteccién de los
linfocitos por medidas puramente morfoldgicas. La eliminacién bioquimica de los
eritrocitos (lisis dcida, amdnica o hipotdnica) puede interferir con la fisiologia leu-
cocitaria. Para solucionar ambos aspectos, se procede a la seleccién de leucocitos
basada en el marcaje selectivo con el anticuerpo CD45-PCS5 y el anélisis morfo-
l6gico para distinguir las supoblaciones de linfocitos, monocitos y granulocitos.
El citémetro descarta para el andlisis el resto de elementos formes de la sangre.

b) Medida del pH intracelular (pHi): Mediante los fluorocromos BCECF
o SNAREF, cuyas formas protonadas y desprotonadas presentan diferentes emi-
siones de fluorescencia. Con estos fluorocromos, se utilizan medidas de co-
cientes de fluorescencia, que tienen la ventaja de ser mucho mas homogéneas,
sensibles e independientes de la concentracién intracelular de fluorocromo. El
pHi se calibra a través de la incubacién en presencia de un ionéforo de proto-
nes (nigericina) de las células tefiidas con BCECF o SNARF, que se equilibran
en medios de pH extracelular (pHe) definido

¢) Induccién de la actividad NHE: El intercambiador NHE sélo se pone
en marcha cuando se produce una acidificacion intracelular, para compensar-
la mediante una expulsion de H" en intercambio por iones Na* que son im-
portados desde el medio extracelular (57). Para acidificar el citosol sin modi-
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FIGURA 6.  Andlisis in fluxo de la actividad del intercambiador Na*/H* en leucocitos de sangre pe-
riférica. Los leucocitos de sangre entera se identifican previamente con el anticuerpo CD45-PCS,
como se ha mostrado previamente. El pH intracelular (pHi) se determina con el flurocromo BCECF-
AM cuyo cociente entre las emisiones verde/naranja (RATIO) es directamente proporcional al pHi.
(A) La correlacion entre RATIO y granularidad permite establecer el pHi basal en los leucocitos, mos-
trando que los granulocitos son los mds alcalinos y los linfocitos los mds dcidos. (B) Los sistemas que
permiten regular pHi en condiciones de acidificacion del citosol son el simportador Na*/ CO;H" (NBE),
el intercambiador Na'/H" dependiente de Cl'y CO,H (NDAE) y el intercambiador de Na*/H" ( NHE).
En el experimento ejemplificado, NBE y NDAE son inhibidos por la presencia de Hepes y la ausen-
cia de COH en el medio, por lo que la regulacion de pHi en la acidificacion in vitro es exclusiva-
mente por NHE. (C) La acidificacion intracelular re consigue a pH neutro del medio mediante un pul-
so con propionato sédico, que en forma no iénica (propicnico) penetra en la célula y libera un H*
que acidifica el citosol y pone en marcha NHE. (D-G) El ensayo in fluxo permite distinguir la res-
puesta de acidificacion consiguiente al pulso con propionato (flecha) y la cinética de recuperacion,
separando en la cinética compleja de los leucocitos totales (D), la contribucion de linfocitos (E), mo-
nocitos (F) y granulocitos (G). Un control negativo con el inhibidor especifico de NHE, etil-isopro-
pil-amiloride (EIPA) demuestra que la cinética de recuperacion de pHi es dependiente de NHE.

ficar el pHe, utilizamos la técnica del pulso con propionato sédico a pH neu-
tro. En el medio, una fracciéon del propionato se protona para dar acido pro-
pidnico, que atraviesa facilmente la membrana plasmatica y penetra en la cé-
lula donde, a su vez, se ioniza y libera un protén. De esta forma, se acidifica
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el medio intracelular, mientras se mantiene neutro el pHe. La acidificacion
dispara la operacién de NHE y el pHi, que habia descendido rdpida y signifi-
cativamente por efecto del 4cido propidnico intracelular, comienza a recupe-
rarse (Fig. 4). El ensayo in fluxo diseiado por nosotros (57) permite determi-
nar la actividad de NHE a través de la cinética de recuperacién del pHi basal,
asi como detectar fendmenos de inhibicion farmacolégica de dicha actividad.
Su aplicacién al estudio de la actividad NHE en leucocitos de sangre entera
se resume en la Figura 6. El ejemplo elegido, ademas de ilustrar la aplicacién
especifica indicada, muestra claramente el elevado contenido de la informa-
cién que puede generar el andlisis por citometria de flujo multiparamétrica a
partir de un solo tubo de muestra. La capacidad de disenar estrategias anali-
ticas complejas, como la que se presenta, es una de las razones por las que
esta tecnologia ha alcanzado un gran predicamento dentro del conjunto de las
metodologias «-Omicas».
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