Citometria Espectral: Redefiniendo el analisis celular con

mejor sensibilidad y alta resolucion

A lo largo de la historia, multiples experimentos y
desarrollos cientificos han transformado la
manera de estudiar las células. Desde 1904, con
el surgimiento de la microscopia de
fluorescencia, seguido por la primera deteccién y
analisis del ADN descritos por Robert Feulgen en
1924, hasta la aparicion de los citémetros de flujo
en la década de 1970, instrumentos de alta
tecnologia que revolucionaron el andlisis celular
al permitir el estudio simultdneo de multiples
caracteristicas a gran velocidad.

En las dos dltimas décadas, la citometria ha
evolucionado significativamente. Los avances en
Optica, detectores y procesamiento de datos han
permitido el desarrollo de citédmetros de flujo
espectral con hasta cinco laseres, capaces de
medir hasta 64 marcadores, proporcionando
resultados con mayor sensibilidad y resolucion,
lo que amplia las posibilidades para numerosas
aplicaciones bioldgicas (1, 2, 3).
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Figura 1. Cytek” Aurora-Evo: Analizador full espectral con capacidades
extraordinarias que valen la pena ser probadas en Latinoamérica. Tomado de
Cytek- Biosciences. [4]

En 2017, se presentd el sistema Cytek® Aurora,
un citometro de flujo con tecnologia espectral
que incorpora mejoras en los sistemas de fluidos,
Optica de excitacion y deteccion de emision. Esta
dltima representa una de sus principales
fortalezas, ya que para cada laser existe una
matriz compuesta por un conjunto de Divisores
Selectivos de Multiples Longitudes de Onda
(CWDM) y fotodiodos de avalancha (APD), que
permiten la captura del espectro completo de
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cada fluorescencia (Figura 1).
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Figura 2. Recoleccion de luz a través de las matrices dpticas mediante
metodologia CWDM. Tomado de Cytek: Biosciences. [5]

Debido a que el sistema es capaz de detectar el
intervalo completo de emisién de un determinado
fluorocromo y no solo la emision maxima
(citometria convencional), dos fluorocromos con
una emisioén similar se pueden distinguir entre si,
generando huellas espectrales Unicas vy
distinguibles para cada fluorocromo (figura 2) lo
que brinda mayor flexibilidad en el momento de
disefiar los paneles multicolor.
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Figura 3. APC and Alexa Fluor 647. (A) Espectros de emision de APC y Alexa Fluor
647 con alta superposicion, indistinguibles mediante citometria de flujo
convencional. (B) Gréaficas espectrales con firmas diferenciadas entre los
fluorocromos. Tomado de Cytek: Biosciences. [6]

Sumado a esto, los fotodiodos de avalancha
(APD’s) ofrecen mdltiples ventajas: presentan una
eficiencia de conversion de fotones entre 10 a




100 veces  superior a la de los
fotomultiplicadores (PMT) y operan en un rango
mas amplio de longitudes de onda; su disefio
compacto, comparable al tamafio de un borrador
de lapiz, permite integrar hasta 67 APD’s en
citometros de 3 a 5 laseres; ademas, generan
menor ruido electrénico, lo que se traduce en una
mayor resolucién del instrumento, y poseen un
costo mas bajo, haciendo su implementacion
mas accesible y eficiente (6).

Estas caracteristicas, junto con la capacidad de
detectar y corregir la autofluorescencia celular y
de identificar pequefias particulas como las
vesiculas extracelulares, entre otras ventajas, han
permitido que la citometria espectral evolucione
de ser una tecnologia emergente a convertirse
en una herramienta esencial (1, 2) en campos
como la biotecnologia, la inmunologia, el
diagndstico clinico y el desarrollo de terapias. A
continuacién, se presentan algunos ejemplos de
sus principales aplicaciones:

1.Estudio de la respuesta inmune: Mediante
paneles de hasta 45 colores es posible realizar
un analisis detallado de diferentes
subpoblaciones celulares (linfocitos T, B, NK,
células dendriticas y monocitos), lo que
contribuye a una comprensién mas profunda de
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la funcién inmunoldgica en la patogénesis y la
respuesta terapéutica (7).

2. Hemato-oncologia: En leucemia mieloide
aguda se han desarrollado ensayos espectrales
de alta complejidad en un solo tubo, como
paneles de 18 colores (Figura 3), que
incrementan la eficiencia del laboratorio al
reducir el consumo de muestra y reactivos, y
disminuir el tiempo de preparacién y adquisicion
de datos.

3.Estudios de sensibilidad y toxicidad: Permiten
evaluar la respuesta celular frente a farmacos o
agentes toxicos, aportando informacién valiosa
para el desarrollo de terapias seguras.

4 |dentificacion de biomarcadores: Facilitan la
deteccién de biomarcadores inmunolégicos
asociados con la progresion de enfermedades, la
respuesta positiva a la inmunoterapia o la
resistencia al tratamiento. Por ejemplo, la
evaluacién de marcadores como PD-1y LAG-3 en
células inmunes.

5.Caracterizaciéon de células CAR-T: Posibilita el
andlisis fenotipico y funcional de las células CAR-
T durante su produccioén y tras la administracion,
optimizando la terapia segun el perfil
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Figura 4. Datos representativos de dos médulas éseas para realizar seguimiento a Leucemia Mieloide Aguda (Enfermedad Minima Residual - MRD), evaluacién negativa
(azul) y positiva (rojo) usando un panel multiparamétrico de 27 colores adquirido en un sistema Cytek” Aurora. Tomado de Cytek- Biosciences. [8]
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inmunolégico individual (9).

6.Estudios de infiltracion tumoral: Analizan la
composicion y actividad de las células inmunes
infiltradas en tumores, lo cual es fundamental
para predecir la eficacia de la inmunoterapia y
comprender los mecanismos de escape tumoral.

Estas y otras aplicaciones tantos en humanos
como animales y plantas indican que la citometria
de espectro completo se posiciona cada vez
mas como una herramienta util y poderosa en
laboratorios clinicos, universidades y centros de
investigacion ayudando a redefinir el anélisis
celular con ayuda de tecnologia de vanguardia.

En caso de estar interesado en el producto, por
favor ponerse en contacto con la especialista de
producto eproductol@biosciences.com.co.
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