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Citomas vy Citomica:

Se asume que la secuenciacion del genoma, en conjunciéon con un mejor
conocimiento de las proteinas y sus funciones (proteoma), sera el requisito mas decisivo
para comprender la complejidad de los sistemas celulares complejos (citomas). Sin
embargo, esta vision se complica cuando se considera, por ejemplo, los problemas
surgidos al predecir la estructura tridimensional de una proteina a partir de su secuencia de
aminoacidos y se compara con la posible complejidad de las interacciones biomoleculares
de los productos de 30.000 a 40.000 genes. Por ello, el conocimiento molecular es una
condiciébn necesaria, pero no suficiente para comprender la compleja arquitectura
molecular de los citomas y sus respuestas frente a los estimulos o agresiones externas.

La citomica, o citometria de sistemas complejos, es una disciplina que se orienta a
la investigacion molecular en células individuales y que permite acceder a multiples
caracteristicas bioquimicas de los sistemas celulares heterogéneos (1). La capacidad tinica
de estudiar de esta forma citomas complejos, en condiciones similares a su situacion
fisioldgica o patoldgica in vivo, ha conducido al desarrollo del concepto de medicina
predictiva basada en la Citdmica (2-4). La informacion sobre el futuro desarrollo de una

enfermedad en un paciente individual supone una importante adicion al concepto actual de
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evaluacion pronostica de una enfermedad basada en la estadistica, cuya representacion
mas conocida son las curvas de Kaplan-Meier y que suele ser insuficiente para establecer
un patron terapéutico individual. Es evidente que la extrapolacion de la capacidad
predictiva de la citomica al campo de la investigacion de los efectos celulares de farmacos
y xenobidticos, incluyendo la prediccion de toxicidad, es, cuando menos, muy sugerente.

Citomica v Citometria:

Los citomas estan compuestos por varios tipos de células individuales, que forman
las unidades de 6rganos y organismos. El analisis citdmico se basa en la determinacién del
fenotipo molecular en cada célula individual, como producto resultante del genotipo y la
exposicion a factores externos. Esta estrategia resuelve el problema de la interpretacion de
datos promediados, obtenidos a partir de homogenados celulares o tisulares, en los que los
efectos pueden ser atribuidos a cambios uniformes en todas las células en lugar de en
subpoblaciones determinadas. Por otra parte, las alteraciones en subpoblaciones escasas
pueden ser indetectadas por un efecto de dilucion.

El progreso de la Citomica ha sido posible por la evolucioén de las tecnologias de
analisis celular individual, fundamentalmente la citometria de flujo (5, 6) y la microscopia
confocal y de barrido laser (7). En los ultimos afios, las técnicas de flujo e imagen se han
visto potenciadas por el desarrollo de conceptos como el analisis de imagen multicolor o
espectral, la excitacion multifoton, la transferencia de energia resonante de fluorescencia
(FRET), el analisis rapido de imagen fluorescente en flujo, la captura optica en flujo, la
microdiseccion laser de tejidos y la miniaturizacion de citdmetros de flujo en chip. A estas
metodologias, hay que afiadir otras mejoras del analisis biomolecular, como el analisis
multiplexado basado en microesferas, la PCR en células individuales, la amplificacion de
sefiales de tiramida, el marcaje de biomoléculas mediante puntos cuanticos, las

nanoesferas magnéticas y los aptameros (8).



© Centro de Citometria y Citomica 2004

La aplicacion de las técnicas citdmicas puede generar matrices de datos de alto
contenido. La citometria de flujo permite, por ejemplo, realizar multiples protocolos de
marcaje fluorescente multicolor en diferentes poblaciones celulares. Las células vivas se
pueden teiiir inicialmente para revelar funciones como el pH intracelular, los potenciales
de membrana, los niveles de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno o los niveles de
Ca®’. Tras la fijacion para eliminar los colorantes funcionales, se puede volver a teiiir para
revelar componentes estructurales, como acidos nucléicos especificos, antigenos, lipidos o
estructuras de azlcares complejos. Los sistemas modernos de microscopia, con la
capacidad de relocalizacion de células individuales favorecen estos procesos de tincion
secuencial multiple.

Estas nuevas aproximaciones de alto contenido estan provocando que las formas
tradicionales de visualizar y cuantificar la informacién en microscopia y citometria de
flujo sean reemplazadas por sistemas algoritmicos, automatizados, estandarizables y
expertos de recoleccion, andlisis e interpretacion de datos.

Si a tal complejidad analitica se afade la implementacion de sistemas de alta
velocidad de adquisicion de datos, capaces de adaptarse a la problematica del screening de
alto rendimiento, esencial en el area de la industria farmacéutica y verosimilmente
requerida en el area de la deteccion de toxicidad, se puede suponer el beneficio de la
aplicacion de las estrategias citomicas en los procesos de investigacion, desarrollo y
evaluacion de medicamentos (9).

Aplicaciones de la Citomica en la Investigacion y Desarrollo de Farmacos:

Las disciplinas de la citomica, y especialmente la citometria de flujo, pueden ser
aplicadas en todas las etapas de la interaccion entre un fdrmaco (o, en general, un

xenobiotico) y sus células diana, especificas o inespecificas.
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De forma secuencial, se pueden esquematizar los siguientes fenomenos biologicos
susceptibles de ser analizados por metodologias citomicas:
e Deteccion y cuantificacion de receptores de superficie.
e Deteccion y cuantificacion de receptores intracelulares.
e Deteccion de respuestas mediadas por receptores de farmacos.
e Analisis de los fenomenos de transporte y difusion de solutos a través de membrana.
e Analisis del metabolismo intracelular de xenobioticos.
e Analisis de los efectos intracelulares de farmacos y xenobidticos.
e Deteccion y cuantificacion de alteracion metabdlica y muerte celular.

Los principales objetivos de las estrategias citomicas indicadas representan estrategias
esenciales en el analisis de la interaccion xenobidtico-célula, tanto a nivel de la
investigacion basica como del desarrollo industrial y la evaluacion de efectos terapéuticos
y toxicos de productos quimicos y biologicos. Asi, las areas de aplicacion citdmica que se
pueden considerar incluyen:

e Identificacion y seleccion de subpoblaciones celulares especificas por su genotipo o
fenotipo.

e Identificacion de células diana de farmacos o susceptibles a xenobidticos.

e Analisis multiplexado, basado en microesferas, de analitos solubles.

e Cribado (Screening) de farmacos o precursores, tanto de alto rendimiento (High-
troughput) como de alto contenido (High-content).

e C(Caracterizacion de mecanismos relacionados con la accion de farmacos y
xenobioticos.

e Deteccion y cuantificacion de toxicidad.
En esta presentacion se pretende ofrecer una panoramica, basada en datos reales, de las

aplicaciones de la citomica en el campo de la investigacion de medicamentos y
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xenobioticos. En gran parte, los ejemplos corresponden a estudios de nuestros

laboratorios, obtenidos ex vivo en pacientes humanos o in vitro, en modelos de células

eucarioticas y procarioticas, de acuerdo con las consideraciones que siguen.

a)

b)

d)

Deteccidén v cuantificacion de receptores de superficie: Permite la identificacion de

subpoblaciones celulares especificas, tanto de tipo salvaje como producto de
modificaciones gendmicas (transfectantes y knock-outs). Se aplica a la identificacion
de dianas potenciales para la accion de farmacos que actuan a través de receptores y, al
mismo tiempo, proporciona poblaciones modelo para testar la interaccion farmaco-
receptor y los fendmenos de union e internalizacion de ligandos.

Deteccién y cuantificacion de receptores intracelulares: Esta aplicacion es de

relevancia practica, sobre todo, en el estudio de los receptores nucleares de esteroides
y ha permitido la identificacion de subpoblaciones celulares tumorales dependientes de
hormona y la monitorizacion terapéutica en distintos tipos de tumores.

Deteccion de respuestas mediadas por receptores de farmacos: Permite el analisis

funcional de receptores. Una parte importante de los estudios en esta area se refieren a
la deteccion de respuestas rapidas de movilizacion de Ca®’ intracelular, un parametro
de gran interés en la caracterizacion de receptores y en el descubrimiento y desarrollo
de farmacos relacionados, por ejemplo, con receptores acoplados con proteinas G o
con canales i6nicos. Asimismo, es posible analizar las modificaciones funcionales
intracelulares o los fenomenos proliferativos inducidos por la activacion de receptores,
una estrategia de gran interés en los estudios inmunofarmacologicos.

Analisis de los fendmenos de transporte v difusion de solutos a través de membrana:

Es de relevancia en la caracterizacion de farmacos de bajo peso molecular o de
proteinas bioactivas, que no actuan a través de receptores especificos y son

transportadas o internalizadas a través de la membrana plasmatica. En otro sentido, la
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citomica se aplica al estudio de los fenomenos de extrusion activa o difusion pasiva de
solutos al exterior de la célula, incluyendo la deteccion y caracterizacion funcional de
bombas de expulsion de farmacos, un pardmetro muy relacionado con los mecanismos
de resistencia multiple a farmacos (fenotipo MDR) en la terapia antitumoral o
antiinfecciosa.

Analisis del metabolismo intracelular de xenobidticos: La citdmica dispone de

metodologias para caracterizar los procesos de biotransformacion de xenobioticos.
Asi, la existencia de sustratos fluorogénicos especificos o las técnicas de ensayo
competitivo con sustratos no fluorescentes permite detectar la actividad de isoformas
de CYP450. Otros procesos de biotransformacion, como la formacion de aductos con
el glutation han sido también frecuentemente estudiados con técnicas citomicas.

Analisis de los efectos intracelulares de farmacos y xenobidticos: La citometria de

flujo multiparamétrica es, probablemente, la disciplina analitica potencialmente mas
poderosa para el estudio de los efectos biologicos inducidos por farmacos y
xenobioticos en células diana o, en general, en poblaciones celulares susceptibles. La
sensibilidad y la capacidad de resolucion temporal de la citometria, junto con el
elevado numero de pardmetros moleculares accesibles a ella, proporcionan una vision
integradora de la funcion celular (analisis de alto contenido). Por otra parte, la elevada
velocidad de analisis y la existencia de sistemas citométricos automaticos y
autoestandarizables estan introduciendo esta tecnologia entre los sistemas analiticos de
alto rendimiento. Un ejemplo que apunta al interés de esta aproximacion citomica
como método alternativo para la caracterizacion de la toxicidad in vitro de farmacos es
el proyecto de investigacion, patrocinado por ECVAM, y recientemente completado
en nuestros laboratorios (10). Por otra parte, el caracter no invasivo de la citometria de

flujo y la facil accesibilidad a tipos celulares de relevancia, como leucocitos de sangre
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periférica o espermatozoides, o a seres unicelulares en su propio entorno, como el
plankton, permiten su aplicaciéon a la monitorizacion fenotipica de los efectos de
farmacos y xenobibticos sobre el organismo entero, proporcionando abundantes
biomarcadores de exposicion y de efecto.

Deteccion y cuantificacion de alteracion metabdlica y muerte celular: Al igual que en

la aplicacion anterior, la citometria de flujo multiparamétrica es, la disciplina analitica
mas ventajosa (y tal vez la mas utilizada) para el estudio experimental de la muerte
celular inducida por fAirmacos y xenobioticos. La resolucion temporal de la citometria,
junto con el elevado numero de parametros bioldgicos, permite su aplicacion a la
deteccion y cuantificacion de la apoptosis, el estudio de los mecanismos moleculares
implicados en su induccion, ejecucion o inhibicion, y su distincion de la necrosis. De
esta forma, la aplicacion de la citdmica en este campo se extiende desde la simple
cuantificacion de la potencia toxica de un farmaco al estudio de los mecanismos
especificos por los que ésta se manifiesta.
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