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GENOMICA, PROTEOMICA, CITOMICA 
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La citómica, o citometría de sistemas complejos, es una disciplina 

que se orienta a la investigación molecular en células individuales 

y que permite acceder a múltiples características bioquímicas de 

los sistemas celulares heterogéneos

Genómica Estructural

Genómica Funcional

Proteómica Citómica
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Los citomas están compuestos por varios tipos de células 

individuales, que forman las unidades de órganos, sistemas y 

organismos. 
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El análisis citómico determina el fenotipo molecular en cada célula 

individual, resultante del genotipo y la exposición a factores externos.

Genómica Estructural

Genómica Funcional

Proteómica Citómica
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La citómica aborda el problema de la interpretación de datos 

homogéneos, en los que los efectos pueden ser atribuídos a cambios 

uniformes en todas las células en lugar de en subpoblaciones 

determinadas. 
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El progreso de la Citómica ha sido posible por la evolución de las 

tecnologías de análisis celular individual, fundamentalmente la citometría 

de flujo y la microscopía confocal y de barrido laser  
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El análisis citómico se integra en las estrategias esenciales en el 

análisis de la interacción xenobiótico-célula en investigación básica, 

el desarrollo industrial y la evaluación de efectos terapéuticos y 

tóxicos de productos químicos y biológicos. 

El análisis citómico se integra en las estrategias esenciales en el 

análisis de la interacción xenobiótico-célula en investigación básica, 

el desarrollo industrial y la evaluación de efectos terapéuticos y 

tóxicos de productos químicos y biológicos. 

CITOMETRIA EN INVESTIGACIÓN FARMACO-TOXICOLOGICA
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- Identificación y selección de subpoblaciones celulares específicas

- Identificación de células diana/susceptibles a xenobióticos

- Análisis multiplexado de analitos solubles

- Screeening de alto rendimiento y de alto contenido

- Caracterización de mecanismos de acción de fármacos/xenobióticos

- Detección y cuantificación de toxicidad

CITOMETRIA EN INVESTIGACIÓN FARMACO-TOXICOLOGICA:
APLICACIONES GENERALES
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La citometría de flujo puede ser aplicada en todas las etapas de la 

interacción entre un fármaco/xenobiótico y sus células diana, 

específicas o inespecíficas. 

CITOMETRIA EN INVESTIGACIÓN FARMACO-TOXICOLOGICA
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- Detección y cuantificación de receptores de superficie

- Detección y cuantificación de receptores intracelulares

- Detección de respuestas mediadas por receptores de fármacos

- Análisis del transporte y difusión de solutos a través de membrana

- Análisis del metabolismo intracelular de xenobióticos

- Análisis de los efectos intracelulares de fármacos y xenobióticos

- Detección y cuantificación de alteración metabólica y muerte celular

CITOMETRIA EN INVESTIGACIÓN FARMACO-TOXICOLOGICA:
ESTUDIO DE LA INTERACCION FARMACO/CELULA
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-Identificación de subpoblaciones celulares específicas:

- Tipo salvaje 

-Transfectantes y Knock-outs 

- Identificación de dianas potenciales para la acción de fármacos que 

actúan a través de receptores

- Selección de poblaciones modelo para:

- Interacción fármaco-receptor

- Unión e internalización de ligandos

DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE RECEPTORES DE SUPERFICIE
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- De relevancia práctica, sobre todo, en el estudio de los receptores 

nucleares de esteroides 

- Identificación de subpoblaciones celulares tumorales dependientes 

de hormona 

- Monitorización terapéutica en distintos tipos de tumores

DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE RECEPTORES INTRACELULARES
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- Permite el análisis funcional de receptores:

- Detección de respuestas rápidas de movilización de Ca2+

- Modificaciones funcionales intracelulares

- Fenómenos proliferativos inducidos por la activación de 

receptores

DETECCIÓN DE RESPUESTAS MEDIADAS POR RECEPTORES 
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La mayoría de dianas moleculares de fármacos son: 

- Receptores de 7 dominios transmembrana acoplados a proteínas G (~ 5000)

- Receptores nucleares (~>150)

- Canales iónicos (~ 1000)

- Enzimas (indeterminado)

Si se consideran los 100 fármacos “top” :

- 18 se unen a GPCR

- 10 se unen a receptores nucleares

- 16 se unen a canales iónicos

- La mayor parte de los restantes inhiben enzimas

DETECCIÓN DE RESPUESTAS MEDIADAS POR RECEPTORES 
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TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES POR RECEPTORES  DE TIPO GPCR 
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TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES POR RECEPTORES  DE TIPO GPCR 

?
HTS mediante FLIPR

Medida cinética de Ca2+ intracelular

Robotizado

1024 wells/seg

Miles de análisis por día
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ANALISIS CITOMETRICO DE RECEPTORES 
RELACIONADOS CON LA INFLAMACIÓN
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FILOGENIA DE GPCR IMPLICADOS EN INFLAMACIÓN

BLT2

BLT1

CysLT1
CysLT2

RECEPTORES DE
PROSTANOIDES

RECEPTORES DE 
LISOFOSFOLIPIDOS

RECEPTORES
DE NUCLEOTIDOS

RECEPTORES
DE QUIMIOATRAYENTES

RECEPTORES
DE QUIMIOQUINAS
EN LEUCOCITOS

RECEPTORES
DE ADP Y TROMBINA

EN PLAQUETAS
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ANALISIS CITOMETRICO DE ACTIVACION DE 
PLAQUETAS EN SANGRE ENTERA
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Eosinófilo
Linfocito T 

Neutrófilo

Monocito

MacrófagoBasófilo

Linfocito B 

Célula madre
pluripotente

CysLT

CD8+

CD4+

IL5Rβ

CD14

LN5
CD19

M-CSF, GM-CSF, IL-3

LTC4, LTD4, LTE4

IL-5
IL-3

GM-CSF
LTC4

LTD4

LTE4

CD34+

LTs

LTs

EXPRESIÓN DE LOS RECEPTORES DE LEUCOTRIENOS EN 
CÉLULAS INFLAMATORIAS

BLT
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SANGRE ENTERA ESTIMULADA CON LTB4 5 nM

SANGRE ENTERA ESTIMULADA CON LTE4 0.9µM
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- Caracterización de fármacos de bajo peso molecular o de proteinas 

bioactivas que no actúan a través de receptores específicos y son 

transportadas o internalizadas a través de la membrana plasmática. 

- Estudio de los fenómenos de extrusión o difusión pasiva de solutos:

- Caracterización funcional de bombas de expulsión de fármacos

- Fenotipo MDR en la terapia antitumoral o antiinfecciosa

TRANSPORTE Y DIFUSIÓN DE SOLUTOS A TRAVÉS DE MEMBRANA
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Biotransformación de xenobióticos:

- Actividad de isoformas de CYP450

- Formación de aductos con el glutation

ANÁLISIS DEL METABOLISMO INTRACELULAR DE XENOBIÓTICOS

Dibencilfluoresceina
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La citometría de flujo multiparamétrica es, probablemente, la 

disciplina analítica potencialmente más poderosa para el estudio de 

los efectos biológicos inducidos por fármacos y xenobióticos en 

células diana o, en general, en poblaciones celulares susceptibles

ANÁLISIS DE LOS EFECTOS CELULARES DE XENOBIÓTICOS
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La sensibilidad y resolución temporal de la citometría, y el elevado 

número de parámetros, proporcionan una visión integradora de la 

función celular (análisis de alto contenido).

ANÁLISIS DE LOS EFECTOS CELULARES DE XENOBIÓTICOS

Liberación de 
Ca2+ (segundos)

Expresión de CD69 
(minutos-horas)

Síntesis de IL-2 
(horas-dias)

Expresión de IL-6R 
(dias)

Proliferación
(dias)

Apoptosis
(horas-dias)
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ILIL--22
ILIL--44
ILIL--55
ILIL--1010
TNFTNF--αα
IFNIFN--γγ

ANALISIS MULTIPLEXADO: MULTIPLES ANALITOS EN UN SOLO TUBO
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An evaluation of the reproducibility and transferability of flow
cytometric and confocal microscopic endpoints in an in vitro 

nephrotoxicity and in vitro metabolism models.

An European Contract sponsored by the
European Center for the Validation of Alternative Methods (ECVAM), 

Institute for Health and Consumer Protection, 
Commission of the European Communities 

(15348-1999-10FIED ISP ES)

An evaluation of the reproducibility and transferability of flowAn evaluation of the reproducibility and transferability of flow
cytometric and confocal microscopic endpoints in an in vitro cytometric and confocal microscopic endpoints in an in vitro 

nephrotoxicity and in vitro metabolism models.nephrotoxicity and in vitro metabolism models.

An European Contract sponsored by theAn European Contract sponsored by the
European Center for the Validation of Alternative Methods (ECVAMEuropean Center for the Validation of Alternative Methods (ECVAM), ), 

Institute for Health and Consumer Protection, Institute for Health and Consumer Protection, 
Commission of the European Communities Commission of the European Communities 

(15348(15348--19991999--10FIED ISP ES)10FIED ISP ES)

LA CITOMETRIA COMO METODO ALTERNATIVO EN 
TOXICOLOGIA IN VITRO
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3 Rs: Replacement, Reduction and Refinement

REDUCTION

Tejidos específicos

Amplios paneles de screening

LA CITOMETRIA COMO METODO ALTERNATIVO EN 
TOXICOLOGIA IN VITRO

REPLACEMENT
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“REFINEMENT”

• Múltiples “endpoints”
• Cuantitativas
• No-invasivas
• Similar fundamento biológico
• Información Complementaria :

• Descripción poblacional
• Descripción celular
• Correlación de parámetros
• Descripción topológica

Ensayos Multiparamétricos 

Citometría de Flujo y Microscopía Confocal

LA CITOMETRIA COMO METODO ALTERNATIVO EN 
TOXICOLOGIA IN VITRO
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CITOMETRIA DE FLUJO MICROSCOPIA CONFOCAL

CULTIVOS DE CELULAS DE TUBULO RENAL

ANALISIS MULTIPARAMETRICO DE 
MARCADORES DE NEFROTOXICIDAD:

NEFROTOXINAS ESTANDARD : CADMIO, CICLOSPORINA A, CIS-PLATINO
CONTROLES POSITIVOS APROPIADOS

TUBULO RENAL PROXIMAL

• OK

• LLC-PK1

TUBULO RENAL DISTAL

• MDCK

LA CITOMETRIA COMO METODO ALTERNATIVO EN 
TOXICOLOGIA IN VITRO
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CITOMETRIA DE FLUJO MICROSCOPIA CONFOCAL

CULTIVOS DE CELULAS V79

ANALISIS MULTIPARAMETRICO DE 
MARCADORES DE CITOTOXICIDAD DEPENDIENTE DE 2D6:

SUSTRATOS DE CYP 2D6 : IMIPRAMINA, MIANSERINA
CONTROLES POSITIVOS APROPIADOS

FALSAS TRANSFECTADAS TRANSFECTADAS ESTABLES
CON EL GEN CYP 2D6

LA CITOMETRIA COMO METODO ALTERNATIVO EN 
TOXICOLOGIA IN VITRO
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ANALISIS MULTIPARAMETRICO
DE MARCADORES

DE CITOTOXICIDAD

ANALISIS MULTIPARAMETRICO
DE MARCADORES

DE CITOTOXICIDAD

MUERTE CELULAR
• NECROSIS
• APOPTOSIS

METABOLISMO
• POTENCIALES DE MEMBRANA
• FUNCION MITOCONDRIAL 
• CONTENIDO EN LIPIDOS
• BIOTRANSFORMACION

PROLIFERACION
• CICLO CELULAR

ESTRÉS OXIDATIVO
• PROOXIDANTES
• OXIDO NITRICO
• GLUTATION

REGULACION IONICA
• CONTENIDO EN CALCIO
• CONTENIDO EN SODIO
• pH INTRACELULAR
• ACTIVIVIDAD DEL NHE

LA CITOMETRIA COMO METODO ALTERNATIVO EN 
TOXICOLOGIA IN VITRO
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ANALISIS MULTIPARAMETRICO
DE MARCADORES

DE CITOTOXICIDAD

ANALISIS MULTIPARAMETRICO
DE MARCADORES

DE CITOTOXICIDAD

MUERTE CELULAR
• Propidium iodide
• Annexin V-FITC

METABOLISMO
• DiBac
• Rhodamine 123, JC-1 
• Nile Red
• “Cyp-Mix® ”

PROLIFERACION
• Propidium iodide

ESTRÉS OXIDATIVO
• DHDCF, HE, DHRH123
• DAF-FM
• Mercury Orange

REGULACION IONICA
• Fluo-3, Fura Red
• Sodium Green
• BCECF, SNARF

LA CITOMETRIA COMO METODO ALTERNATIVO EN 
TOXICOLOGIA IN VITRO
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APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS

• Hay una serie de marcadores de citotoxicidad:

- Dependientes de concentración

- Dependientes de tiempo

• Recomendados para un “Primary Toxicity Cytometry Panel”

• Viabilidad: Necrosis/apoptosis con Annexina/PI

• Potenciales de membrana : PMM (Rh123); PMP (DiBAC)

• Homeostasis iónica : Ca2+ con Fluo-3/Fura Red

• Estrés oxidativo : Peroxidos (DCDHF); Superóxido (HE)

• Perfil de lípidos : Nile Red



©Centro de Citometría y Citómica

- Modelos de Exposición a Xenobióticos:

- Establecimiento inicial de la letalidad

- Exposición a concentraciones sub-letales:

• Toxicidad aguda: 5 horas

• Toxicidad retrasada: 5 horas (pulso)+ 48 horas (caza)

• Toxicidad sostenida: 48 horas

- Modelos celulares:

• Líneas primarias/establecidas:

• Neuronal/Glial

• Hepatocitos/Hepatoma 

• Nefronas/ Túbulos Renales

• Células Hematopoyéticas

APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS
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- Carácter no invasivo de la citometría de flujo

- Fácil accesibilidad a tipos celulares de relevancia:

- Leucocitos de sangre periférica 

- Espermatozoides

- Seres unicelulares en su propio entorno

- Monitorización fenotípica de los efectos de fármacos y 

xenobióticos sobre el organismo entero:

- Biomarcadores de exposición y de efecto.

ANÁLISIS DE LOS EFECTOS CELULARES DE XENOBIÓTICOS
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UTILIDAD DE MODELOS BACTERIANOS
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GENOMICA Y CITOMICA CON CEPAS WP2 DE E. Coli
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DETECCION DE NO Y ONOO- EN E. COLI

0 min
5 min
10 min
20 min

0 min
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20 min
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DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE MUERTE CELULAR

La resolución temporal de la citometría, junto con el elevado número 

de parámetros permite:      

- Detección y cuantificación de la apoptosis

- Estudio de los mecanismos moleculares implicados en:

- Inducción

- Ejecución 

- Inhibición

- Distinción de la necrosis. 
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ANALISIS CITOMETRICO DE LA APOPTOSIS



©Centro de Citometría y Citómica

AUTOMATIZACION Y HTS EN CITOMETRIA DE FLUJO
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• SISTEMAS DE RUTINA AUTOMATIZADOS:

• Preparación automatizada de muestras: Prep-Plus/CellPrep

• Sistemas pre-alineados: EPICS XL; Cytomics FC500

• Cargador de carrusel 32 tubos: EPICS XL; Cytomics FC500

• Muestreador de placas multiwell: Cytomics FC500 

• Generación automática de hojas XL e informes

• AUTO-ESTANDARDIZACION:

• Calibración: FlowCheck/FlowSet/CytoComp

• Algoritmos de auto-ajuste: System II software/Expo 32 ADC

• Inmunofenotipo multicolor automatizado: TetraOne/FlowCount

AUTOMATIZACION Y HTS EN CITOMETRIA DE FLUJO
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AUTOMATIZACION Y HTS EN CITOMETRIA DE FLUJO

- Sistema en fase de desarrollo
- 1.2 seg/muestra
- Volumen de muestra: hasta 10 µL
- Muestreo automático de microplacas
- Compatible con software HTS

- Sistema en fase de desarrollo
- 1.2 seg/muestra
- Volumen de muestra: hasta 10 µL
- Muestreo automático de microplacas
- Compatible con software HTS
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