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INTRODUCCION

1. La problematica de la prediccion de la toxicidad

humana

1.1 La toxicidad aguda y la necesidad de alternativas in vitro

La prediccion de la toxicidad aguda oral es el gran objetivo de los laboratorios
dedicados a la problematica del reemplazo animal en la experimentacién. EI nimero
de animales usados en Europa en ensayos de toxicidad aguda es todavia elevado
(Anon, 2010; Prieto et al., 2013).

En las Ultimas dos décadas, la comunidad cientifica se ha enfocado en la
busqueda de alternativas al uso de animales in vivo para determinar la toxicidad oral
aguda (Anon, 2006; Clemedson & Ekwall, 1999; Halle, 2003; Kinsner-Ovaskainen,
Prieto, Stanzel, & Kopp-Schneider, 2013a). A pesar de los esfuerzos de cientificos
de todo el mundo, hasta la fecha, los ensayos de citotoxicidad apenas han sido
usados como tests adicionales para estimar la dosis inicial para los tests de
toxicidad oral sistémica in vivo (Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD), 2010; Anon, 2006; Kinsner-Ovaskainen et al., 2013a).

En la actualidad, dos procesos biotecnoldgicos importantes y urgentes exigen
métodos alternativos al animal de laboratorio para la deteccion y/o prediccion de
toxicidad humana: el descubrimiento de farmacos a partir de numeros ingentes de
moléculas candidatas y la evaluacion normativa del riesgo de toxicidad de miles de
compuestos manejados en la Comunidad Europea.

Esta necesidad surge de imperativos ético-regulatorios de proteccion del
consumidor y del animal (concepto 3Rs) y de aspectos econémicos. Por ello, el
desarrollo de métodos in vitro de andlisis de citotoxicidad es una prioridad y ha dado
lugar a un amplio repertorio de técnicas sencillas con una capacidad de deteccion de
efectos in vitro y de prediccién de toxicidad aguda in vivo mas que aceptable. Sin

embargo los métodos in vitro de referencia no predicen la toxicidad humana en
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INTRODUCCION

cerca del 30% de los casos y se basan en la deteccidn de efectos muy generales o
ambiguos para cuantificar la citotoxicidad de un farmaco o xenobiético.

La toxicidad aguda se define como “el efecto adverso que ocurre después de
un tiempo breve tras la administracién de una sola dosis de una sustancia o de
multiples dosis de la misma administradas en 24 horas”. En el contexto humano,
esta definicidn se puede aplicar a situaciones que ponen en peligro la vida, como
ingestion accidental de sustancias, sobredosis o intento de suicidio. Por otra parte,
los objetivos principales de un estudio de toxicidad aguda son: establecer si una
sola exposicion de seres humanos a un compuesto dado puede suponer un efecto
adverso sobre la salud, proporcionar informacion acerca del disefio y la dosificacion
en estudios de dosis repetitivas y crénicas en animales y proporcionar informacion
util para el diagnéstico y el tratamiento de un envenenamiento por compuestos

quimicos.

1.2 Tipos de mecanismos de toxicidad

La toxicidad aguda sistémica suele resultar de toxicidad a nivel celular —
citotoxicidad. Esta, a su vez, se produce como consecuencia de la interferencia de
los toxicos con estructuras y/o procesos esenciales para la supervivencia, la
proliferacion y la funcién de las células. Habitualmente, se distinguen dos tipos de
mecanismos de citotoxicidad, siguiendo la divisién clasica de Ekwall, 1983 referidos
como citotoxicidad general y citotoxicidad 6rgano especifica (Ekwall, B., Ekwall,
1988; Repetto, 1995; Repetto, G., Peso, A., Zurita, 2006). Los mecanismos de
citotoxicidad general se deben a interferencias producidas por un xenobiético o sus
metabolitos sobre los procesos basales comunes a la mayor parte de las células del
organismo mostrando todos los tipos celulares una susceptibilidad similar.

La toxicidad é6rgano-especifica, por su parte, corrobora la existencia de

érganos diana para ciertos toxicos y explica la mayor susceptibilidad y sensibilidad
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de éstos como consecuencia de su biotransformacién, su unién a receptores
especificos o por su captacién dependiente de mecanismos especificos. A su vez
puede deberse a modificaciones de la actividad basal en células especializadas,
como ocurre con los inhibidores de la division celular, que manifiestan sus efectos
de forma mas severa sobre la médula dsea debido a que es un tejido con alta
velocidad de reproduccion; o pueden alterar mecanismos celulares exclusivos de
ese 6rgano o sistema, como por ejemplo la neurotransmisién. En muchos casos, la
toxicidad érgano-especifica en humanos aparece causada por mecanismos de
citotoxicidad basal inducidos por la distribucién de los compuestos en el
correspondiente drgano. Ademas, la citotoxicidad basal es un mecanismo comun de
toxicidad general que no esta restringido a altas dosis, y que puede ser también
causa de efectos toxicos leves (Ekwall, B., Ekwall, 1988; Repetto, 1995; Repetto, G.,
Peso, A., Zurita, 2006).

Por Ultimo, se puede distinguir un tercer tipo de toxicidad, la toxicidad
extracelular que sucede cuando un producto quimico afecta a la secrecién de
sustancias desde las células o cuando se ven afectadas las funciones

extracelulares.

1.3 Las tres Rs: Reemplazo, Reduccion y Refinamiento

El origen del concepto de alternativas de reemplazo animal fue discutido en
la Sociedad UFAW (Universities Federation for Animal Welfare) por primera vez en
1957 por Charles Hume y William Russell en la que se habld de realizar los
experimentos animales de forma menos dafiina, lo que mas tarde se llamaria las
3Rs - reemplazo, reduccién y refinamiento (Balls, 1994; Doke & Dhawale, 2013).
Desde entonces, la necesidad de alternativas al uso de animales en investigacion se
ha incrementado y la estrategia de las 3Rs se esta aplicando de cara a reducir,

refinar y reemplazar el uso de animales de laboratorio.
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Russel y Burch definieron en 1954 el reemplazo como: "cualquier método
cientifico que emplea material no sensible que pueda reemplazar en la
experimentacion animal a los métodos que usan animales vertebrados conscientes y
vivos” (Balls, 1994). El reemplazo es lo que se considera mayoritariamente cuando
se habla de alternativas al uso animal: los animales son reemplazados por métodos
que no los usan en absoluto — reemplazo absoluto (gj. cultivo de lineas celulares
humanas, uso de modelos informaticos) — o por métodos que s6lo usan células o
tejidos animales (Ranganatha & Kuppast, 2012) y en los que el animal no sufre
durante el experimento — reemplazo relativo (Balls, 1994; Doke & Dhawale, 2013). El
reemplazo también se puede referir a la sustitucion de animales con mayores
niveles de complejidad por organismos inferiores (Ranganatha & Kuppast, 2012;
Zurlo, J., Rudacille, D., Goldberg, 1996). Se han sugerido diversas alterativas al
uso de animales, tales como modelos in vitro, cultivos celulares, modelos
computacionales y herramientas bioinformaticas (Doke & Dhawale, 2013;
Eisenbrand et al., 2002). Los modelos in vitro permiten estudiar las respuestas
celulares en un sistema cerrado, en condiciones experimentales controladas. El uso
de estos métodos no sélo disminuye el sufrimiento animal, sino que proporciona
diversas ventajas experimentales tales como la reduccidn del tiempo empleado,
menos mano de obra (mantenimiento/dedicacion), mayor rentabilidad (disminucién
de costes que son altisimos en experimentos con uso de animales) y evita las
diferencias entre especies. Por esa razdn, los métodos alternativos son
frecuentemente més confiables, eficientes y precisos (Ranganatha & Kuppast,
2012).

La reduccion implica la disminucién del uso de animales en situaciones en las
que, debido a la naturaleza del experimento, no se pueden reemplazar (Ranganatha
& Kuppast, 2012). El uso de animales debe ser estudiado y planificado
cuidadosamente de cara a poder reducir el nimero de animales y el dolor causado,

manteniendo resultados cientificos significativos (Doke & Dhawale, 2013). Un

22



INTRODUCCION

ejemplo es el uso de cultivos primarios, donde de un mismo animal se pueden
obtener varios tipos celulares que podran ser utilizados en diferentes estudios de
diferentes grupos si hay una buena coordinacion y planificacién de los experimentos.

Ademas, el intercambio o el suministro de los datos descubiertos evitan la
necesidad de méas estudios con animales (Doke & Dhawale, 2013).

El refinamiento consiste en mejorar la calidad de vida de esos animales
mejorando las instalaciones, disminuyendo la incomodidad, el estrés y el dolor
durante la vida y muerte del animal. Esta mejoria de la calidad de vida y disminucién
del sufrimiento, no solo es positivo para el animal, sino que también tiene un efecto
positivo en la investigacion a realizar. El estrés y el malestar del animal pueden
alterar los resultados o llevar a fluctuaciones en los mismos dependiendo del tipo de
experimento a realizar, llevando muchas veces a la necesidad de repetirlo (Doke &
Dhawale, 2013). El refinamiento resulta necesario no sélo para mejorar la vida de los
animales de laboratorio sino también para mejorar la calidad de la investigacion
(Doke & Dhawale, 2013; Hendriksen, 2009).

Se han sugerido diversas alternativas al uso de los animales y deben ser
implementadas de una manera eficaz. Por ello, se deben integrar modelos
computacionales, herramientas de bioinformatica, cultivos celulares in vitro, sistemas
de cribado y organismos modelo. El uso de técnicas analiticas modernas para la
adquisicion de datos y los procedimientos estadisticos para analizar los resultados
de los protocolos alternativos pueden proporcionar buenos resultados (Doke &
Dhawale, 2013).

1.4 Legislacion REACH y reglamentos GHS y CLP para la

clasificacion y etiquetado de sustancias toxicas

El desarrollo de nuevos farmacos se beneficiaria de la disponibilidad en las

etapas iniciales de la seleccién de moléculas candidatas, de informacidn toxicologica
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relevante a las mismas. Para ello, las industrias farmacéuticas invierten cantidades
enormes de recursos para descubrir nuevas moléculas y desarrollarlas en
medicamentos eficaces, libres de efectos secundarios. Sin embargo, hay un elevado
porcentaje de compuestos o farmacos que no completan el proceso de 1+D por falta
de eficacia o por efectos secundarios. Ello representa una pérdida de recursos muy
importante, aparte del hecho méas trascendental que es el de exponer a seres
humanos durante los estudios clinicos a productos o medicamentos que no llegaran
al mercado. Por lo tanto, es fundamental aumentar la capacidad traslacional de los
ensayos no clinicos para poder aumentar la eficacia y reducir los efectos
secundarios de nuevos farmacos.

En ofro contexto, la entrada en vigor de la nueva politica de la UE con
respecto a los productos quimicos que circulan por Europa aborda su Registro,
Evaluacion y Autorizacion (legislacion REACH: Registration, Evaluation and
Authorization of Chemicals) e implica el estudio de la toxicidad aguda de las mas de
30.000 sustancias existentes, que se ponen en circulacion por encima de 1 Tm por
afio. Ademas, la reduccién/reemplazo del uso de animales de laboratorio es una
exigencia urgente por parte de la 72 enmienda de la Directiva de Cosméticos cuya
fecha limite para el uso de animales fue el afio 2009 (Abbott, 2005). En este
contexto, todos los ensayos animales de toxicidad topica han sido reemplazados con
éxito por métodos alternativos, pero no ha sido asi en el caso de la toxicidad quimica
aguda sistémica.

La clasificacién tdxica normativa de los compuestos quimicos se realiza
mediante la determinacién del valor de su dosis letal media (LD50) definida por
(Trevan, 1927) como “la dosis calculada estadisticamente de una sustancia que se
espera que produzca la muerte del 50% de los animales de un grupo experimental”.
El ensayo de la LD50, muy criticado por razones cientificas y proteccionistas, fue
suprimido de las recomendaciones de la OCDE en 2000. En 2002 el test de LD50
original (OECD401) fue suprimido de las lineas guia de la OCDE.
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Aln asi, de acuerdo con los ensayos normativos de toxicidad actuales, tales
estudios de evaluacion de riesgo quimico exigirian el uso de 10-14 millones de
animales de laboratorio por lo que, ademas del coste en vidas animales, la politica
REACH supone un extraordinario coste econdmico que encareceria los productos
finales al consumidor.

Ademas, teniendo en cuenta la realidad del comercio mundial de productos
quimicos, el peligro que suponen desde su proceso de fabricacion, su manipulacion,
transporte, uso y la necesidad de desarrollar programas nacionales para garantizar
su uso seguro, transporte y eliminacioén, se reconocid la necesidad de un enfoque
internacional armonizado para la clasificacion y el etiquetado de compuestos
quimicos. El nuevo sistema, que fue llamado "Sistema Global y Armonizado de
Clasificacién y Etiquetado de Productos Quimicos (GHS — “Global Armonization
System” — o CLP - “classification, labelling and packaging of substances and
mixtures”), se ocupa de la clasificacion de los productos quimicos por tipos de riesgo
y propone elementos armonizados de comunicacion de peligros, incluyendo
etiquetas y fichas de datos de seguridad. El trabajo sobre la elaboracién del GHS
comenzd con la premisa de que los sistemas existentes deberian armonizarse con el
fin de desarrollar un sistema Unico y armonizado a nivel mundial para hacer frente a
la clasificacidn de los productos quimicos, etiquetas y fichas de datos de seguridad.

Su objetivo es asegurar que la informacién sobre los peligros fisicos y la
toxicidad de los productos quimicos estén disponibles con el fin de mejorar la
proteccién de la salud humana y el medio ambiente durante el manejo, transporte y
uso de estos productos. EI GHS también proporciona una base para la armonizacién
de las normas y reglamentos sobre los productos quimicos a nivel nacional, regional
y mundial, un factor importante también para la facilitacion del comercio ((UN),
2007).

El GHS se desarrollo bajo los auspicios de las Naciones Unidas ((UN), 2007;

Seidle et al., 2010) para promover un aumento de la coherencia entre los diversos
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marcos nacionales y sectoriales. Hasta la fecha, este sistema ha sido o esta siendo
implementado en diversos paises en la UE, ademas de Nueva Zelanda, Corea,
China, India, Japén y los Estados Unidos (Organisation for Economic Cooperation
and Development (OECD), 2010; Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD), 2007, 2009; Seidle et al., 2010) aunque en ciertos casos, la
flexibilidad proporcionada por el disefio modular del GHS ha llevado a continuas
diferencias en su aplicacion. Por ejemplo, las autoridades Europeas y la
Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional de Estados Unidos aceptan una
dosis limite de 2.000 mg / kg (es decir, categoria IV del GHS), mas alla de la cual no
se requiere la etiqueta de peligro de la sustancia o producto ((OJ), 2008; (OSHA),
2009; Seidle et al., 2010), mientras que ofras autoridades requieren pruebas a una
dosis limite de 5000 mg / kg (es decir, categoria V del GHS) para apoyar una
designacion sin etiqueta. La Figura 1 ilustra los esquemas de clasificacion con los
diferentes puntos de corte de nivel de riesgo entre la EU (CLP), las Naciones Unidas
— GHS, y la FIFRA (Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act) de Estados
Unidos ((EPA), 2004; Seidle et al., 2010). La mayoria de las empresas europeas
encuestadas reportaron haber usado como dosis limite por defecto 2000 mg/kg, ya
que la CLP desaconseja expresamente las pruebas mas alla de 2000 mg/kg por
razones del bienestar animal((UN), 2007; Seidle et al., 2010).

Las categorias para la determinacion de la toxicidad oral en rata (LD50), asi
como los criterios, simbolo, palabra sefial y descripcion estan representadas en la
Tabla 1.
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Figura 1: Esquema de clasificacion de los compuestos quimicos en funcion de la
toxicidad oral aguda, segun definen la Unién Europea (EU), las Naciones Unidas
(UN) y Estados Unidos (US). Adaptado de (Seidle et al., 2010).

Tabla 1: Criterios de clasificacion de compuestos quimicos de acuerdo a la toxicidad
oral en rata. Adaptado de:
http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev05/05files_e.html.

Categoria / Peligro 1 2 3 4 5

LD50 < 5mg/kg del peso| LD50 > 5y <50mgkg |LD50 >50y = 300mg/kg| LD50 > 300y <2000 | LD50 >2000mgkg del
corporal del peso corporal del peso corporal mg/kg del peso corporal peso corporal

comunicacion Palabra sefial PELIGRO PELIGRO PELIGRO ADVERTENCIA ADVERTENCIA
peligro

Criterio

Puede ser perjudicial si

Descripcién Peligro FATAL si ingerido FATAL siingerido TOXICO si ingerido | PERJUDICIAL si ingerido ingerido

1.5 Los estudios MEIC, EDIT y el proyecto AcuteTox

Es evidente que el desarrollo de métodos in vitro de anélisis de citotoxicidad
es una prioridad y en los Ultimos cincuenta afios se ha generado un amplio
repertorio de técnicas sencillas, con aceptable capacidad de deteccién de efectos in
vitro y de prediccion de toxicidad aguda in vivo. Sin embargo, son muy pocos los
métodos alternativos que han sido oficialmente validados como métodos normativos

de referencia por el ECVAM, Centro Europeo de Métodos Alternativos (Worth &
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Balls, 2002) o su homoélogo americano, el ICCVAM (C. Hendriksen, Cussler, &
Halder, 2002).

A mediados de la década de 1980, el destacado toxicélogo celular sueco
Bjorn Ekwall inicié el proyecto internacional multicéntrico de Evaluacion de la
citotoxicidad in vitro (MEIC), para evaluar la utilidad de las pruebas in vitro en la
estimacion de la toxicidad sistémica aguda humana (Walum, Tahti, & Kolman, 2011).

El programa MEIC fue un estudio de 7 afios coordinado por la SSCT
(Scandinavian Society for Cell Toxicology) en el que participaron 59 laboratorios de
todo el mundo de forma voluntaria para probar 50 productos quimicos de referencia
seleccionados por el Centro de Informacion de Envenenamiento de Suecia, de
acuerdo con sus protocolos internos (Walum, Tahti, & Kolman, 2011). Cada
sustancia quimica fue respaldada por los datos relevantes de toxicidad y cinética
humana (Monografia MEIC [MEMO]) para permitir la determinacion de la
concentracion sanguinea letal (LC50) y su comparacién con los datos in vitro. La
principal conclusion del estudio del MEIC fue que ciertas pruebas de citotoxicidad
basal en humanos se correlacionan con los valores de la LC50 calculados a partir de
los pacientes con sobredosis intencionales o accidentales de drogas y quimicos. Por
otra parte, la prediccién aumentd considerablemente cuando se utilizaron datos
toxicocinéticos (es decir, el paso a través de la barrera sangre-cerebro) para corregir
los valores in vitro. Se reconoci6 ademas que existen ofros mecanismos
toxicologicos importantes que sélo puede ser medidos utilizando ensayos in vitro
suplementares(Gennari et al., 2004; Walum et al., 2011; Walum, 2014).

Posteriormente, los directivos del estudio MEIC comenzaron un nuevo
programa internacional multicéntrico llamado EDIT (Evaluation-guided Development
of New In Vitro Test) para evaluar ensayos de toxicocinética y la toxicidad especifica
de organos, y posteriormente una bateria de ensayos para la prediccion de toxicidad
sistémica aguda humana (Gennari et al., 2004). Los resultados del programa MEIC

se publicaron como una serie de ocho articulos en ATLA (Clemedson et al., 1998a;
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Clemedson et al., 1998b; Clemedson et al., 1996a; Clemedson et al., 1996b;
Clemedson et al., 2000; Ekwall et al., 1998a; Ekwall et al., 1998b; Ekwall et al.,
2000).

A pesar de que en la base de datos del ECVAM (http://fecvam-sis.jrc.it) se
recogen unos 20 ensayos de citotoxicidad basal, su aplicacion en estudios de
correlacién (MEIC, EDIT, NICE-ATM) no logra predecir la toxicidad humana en cerca
del 30% de los casos (Gennari et al, 2004) y puede precisar de algoritmos
correctores que tienen en cuenta la influencia de factores biocinéticos y metabdlicos
entre otros.

Los compuestos en los que no se logra predecir su toxicidad in vivo utilizando
ensayos in vitro se denominan “outliers”.

De la misma forma que en articulos anteriores (Gustafsson et al., 2010;
Kooijman, Devos, & Hooghe-Peters, 2010) los outliers del ensayo clasico de 3T3
NRU han sido identificados cuando los valores de IC50 determinados presentan una
diferencia de al menos una unidad de Logaritmo comparado con los valores de LC50
estimados por Sjostrom et al. (2008). Usando esta aproximacion, se han detectado
13 outliers de este ensayo, que subestima la toxicidad de estos compuestos (Figura
2). Los compuestos se consideran alertas cuando, por el ensayo en estudio se
detecta el efecto toxico a concentraciones mas bajas.

Las ideas del proyecto EDIT, junto con los del proyecto MEIC, se convirtieron
en la base para proyectos internacionales de la UE internacionales de hoy en dia,
por ejemplo, ACuteTox, Sens-it-iv y ReProTect (Kolman & Walum, 2010).

En ese contexto, y con el propdsito de identificar las causas de error y
desarrollar una estrategia sencilla y robusta de ensayos para mejorar la prediccion
de toxicidad aguda sistémica en humanos, el VI Programa Marco de la Union
Europea financio el Proyecto Integrado «ACuteTox» (www.acutetox.org) con los

siguientes objetivos:

29


http://ecvam-sis.jrc.it/

INTRODUCCION

Compilar, evaluar de forma critica y producir datos in vivo € in vitro de calidad
para el analisis comparativo;

Identificar los factores que modifican la correlacion entre la toxicidad in vitro e
in vivo y definir un algoritmo capaz de explicarlos;

Explorar herramientas y sistemas celulares innovadores para identificar
nuevos puntos finales y estrategias que anticipen mejor la toxicidad animal y
humana

Disefiar una estrategia sencilla, robusta y fiable de ensayos in vitro,
susceptible de robotizacion y asociada con el modelo predictivo de toxicidad aguda
(www.acutetox.org).

Este proyecto se basa en que la existencia de compuestos outliers en las
correlaciones in vitro-in vivo se debe a mecanismos biocinéticos (ADME — absorcion,
distribucidn, metabolismo y excrecién) o mecanismos especificos de toxicidad de los
compuestos (Anon, 2006; Ekwall et al., 1998b; Gustafsson et al., 2010; Halle, 2003).
De esta forma, la inclusién de datos de la biocinética de los compuestos y de la
citotoxicidad basal con informacién de toxicidad especifica de 6rganos, puede
mejorar la correlacién con la toxicidad aguda en humano (DeJonghet al., 1999;
Forsby & Blaauboer, 2007; Gustafsson et al., 2010).
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Figura 2: Identificacion y correlacion de los outliers del ensayo NRU en 3T3 frente a la LC50
de humano (Sjostromet al., 2008). La linea continua marca la correlacion perfecta 1:1 y las
lineas discontinias representan la desviacién de una unidad de logaritmo decimal de la
correlacion perfecta, marcando el limite para la identificacion de outliers o alertas. Los
numeros representados corresponden a los nimeros de referencia utilizados en el proyecto
ACuteTox (Tabla13). Los compuestos que se sitlian por encima de la linea discontinua
superior, representan los outliers de este ensayo.

2. Nuevas dianas y métodos para determinar la toxicidad
in vitro

2.1 La Citémica y su papel en la deteccion y estudio de

citotoxicidad

Los citomas pueden ser definidos como los sistemas y subsistemas celulares
y los componentes funcionales del organismo. La heterogeneidad de los citomas,
resultante de la expresién del genoma y la exposicion a factores externos, es
abordada por la Citémica, definida como el estudio de los fenotipos moleculares de
las células individuales en combinacion con una exhaustiva extraccién bioinformatica

del conocimiento asi obtenido (Bocsi et al., 2006; Kriete, 2005). La citdmica como
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disciplina tiene como objetivo el conocimiento del disefio molecular y la funcionalidad
de los citomas mediante el andlisis célula a célula, una aproximacién que permite
evitar la pérdida de informacion que caracteriza a otras metodologias en que se
obtienen valores promedios a partir del analisis de numeros elevados de células o
de homogeneizados de tejidos. El uso de células vivas permite determinar multiples
parametros funcionales en entornos intracelulares practicamente inalterados en

condiciones casi fisiologicas (AIvarez-Barrientos et al., 2005; O’Connor et al., 2001).

2.2 La Citometria de Flujo como método alternativo en

Toxicologia in vitro

La citometria de flujo (CMF) permite la cuantificacion simultdnea de multiples
emisiones de fluorescencia en una misma célula, derivadas de marcadores
fluorescentes y dispersion de luz relacionada con su morfologia, revelando
caracteristicas funcionales y estructurales de las células. Esas emisiones de
fluorescencia son inducidas por la iluminacién adecuada de células o particulas
microscopicas en suspension a medida que éstas fluyen de una en una a través de
un compartimento de deteccion (Herrera et al., 2007; O'Connor et al., 2001). De esta
forma, la CMF es una poderosa metodologia citdmica que permite cuantificar
simultdneamente varios pardmetros bioldgicos en la misma célula a una velocidad
de adquisicién de datos que alcanza los miles de eventos por segundo (Herrera
etal., 2007; O’'Connor et al., 2001).

La CMF se ha convertido en una de las tecnologias analiticas de
fluorescencia mas avanzadas y que evoluciona mas rapidamente. Los principales
aspectos ventajosos de la CMF se pueden resumir en los siguientes conceptos
(O’Connor et al., 2001; O'Connor et al., 2005).

Adquisicion multiparamétrica de datos: La mayoria de los procedimientos

bioquimicos clasicos y moleculares determinan un so6lo pardmetro biologico por

32



INTRODUCCION

ensayo Y, en general, no son suficientemente sensibles para detectar una sola
célula. Los citometros de flujo modernos permiten recoger simultdneamente en cada
célula o particula dos sefiales de dispersion de luz (relacionadas con la morfologia
celular) y entre 3-10 sefiales de fluorescencia en los citdmetros disponibles en
nuestro laboratorio. De esta forma, uno o mas parametros pueden usarse para
definir y acotar la sub-poblacién de interés en un cigoma heterogéneo y el resto de
sefales disponibles son asignadas al analisis de estructuras especificas o funciones
en la poblacién seleccionada (AIvarez-Barrientoset al., 2005; O’'Connor et al., 2001;
O’Connor et al., 2005).

Andlisis multivariado de datos: La configuracién de los citometros
modernos permite asociar la adquision multiparamétrica de datos al analisis
multivariado. Por ello, una poblacién celular no es descrita por la mera enumeracion
de sus propiedades, sino por su correlacion sobre cada célula individual,
incrementando asi su poder de discriminacién. Ademas, los resultados generados
en forma de matrices numéricas permite definir nuevas correlaciones internas,
modificar la seleccién de sub-poblaciones y correlacionar los datos con otros
descriptores biologicos, evaluando el caracter predictivo de la CMF (Alvarez-
Barriento et al., 2005; O'Connor et al., 2001; Valet, 2005).

Analisis rapido de elevado niimero de células vivas: La CMF puede ser
realizada en una gran variedad de material biolégico en diferentes condiciones de
viabilidad (ej. células frescas intactas, fijadas y/permeabilizadas). El uso de células
vivas permite determinar mudltiples parametros funcionales en condiciones casi
fisiolégicas en entornos intracelulares minimamente alterados. La elevada velocidad
de adquisicion de datos y la posibilidad de examinar millones de células individuales
en poco tiempo, permite la deteccion y andlisis preciso de células infrecuentes, de
hasta 1 evento por 108 células (O'Connor et al., 2001; O’Connor et al., 2005;
Alvarez-Barrientos et al., 2005). Esta posibilidad contrasta con las determinaciones

fluorimétricas estandares en las que se analizan a la vez millones de células o sus
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extractos, proporcionando un simple valor de la media (Alvarez-Barrientos et al.,
2005).

Por las razones de sensibilidad y capacidad de resolucién descritas, se
entiende que la CMF sea una alternativa de gran interés en el campo de la
Toxicologia in vitro (Herrera et al., 2007). Una serie de ventajas, desde el punto de
vista de su aplicabilidad a modelos bioldgicos, explican su valor en esa area:

No invasibilidad: En la mayoria de aplicaciones, las técnicas citomicas no
son invasivas de la integridad celular, por lo que las poblaciones celulares
examinadas pueden encontrarse en condiciones casi-fisiologicas en el momento de
su analisis (O’Connor et al., 2005).

Facil accesibilidad a tipos celulares de relevancia: El escaso volumen de
muestras celulares en suspension y el pequefio contenido en biomasa total
requerido para la mayoria de los estudios citémicos facilita el acceso a poblaciones
celulares extraidas del donante humano o del animal entero (anélisis ex vivo), a
poblaciones experimentales eucariéticas o procaridticas (Herrera et al., 2002;
Herreraet al., 2003) en cultivo (andlisis in vitro) e, incluso a poblaciones de
microorganismos procedentes de productos manufacturados o de entornos
medioambientales. De esta forma, la CMF se puede aplicar a la monitorizacion
fenotipica de los efectos de farmacos y xenobioticos sobre el organismo entero,
proporcionando multiples biomarcadores de exposicion y de efecto (O’Connor et al.,
2005).

Elevado nivel de informacién biolégica generada: La CMF produce una
gran cantidad y calidad de informacion bioldgica. La informacidn primaria, generada
de forma directa por el uso de una técnica citomica concreta, se potencia por la
informacién secundaria generada por la interaccion, simultanea o secuencial, de
distintas aproximaciones citdmicas, que poseen un similar fundamento biolégico
pero generan informacion complementaria (O’Connor et al., 2001; O’'Connor et al.,

2005). La capacidad multiparamétrica de la citometria de flujo permite revelar los
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efectos producidos por la exposicién al agente toxico, identificar la expresion de
receptores especificos para determinadas drogas/farmacos o la presencia de dianas
estructurales o funcionales de una droga o xenobidtico dentro de una poblacién
celular (Herrera et al., 2007). En otros casos, los parametros relevantes pueden
estar relacionados con la absorcién, retencidn, biotransformacion y eflujo de
xenobioticos. Los ensayos citdmicos pueden revelar en un citoma completo o en
sub-poblaciones especificas, los efectos producidos por la exposicién de un
compuesto téxico, proporcionando asi pruebas de la susceptibilidad o resistencia
celular (Herrera et al., 2002, Herrera et al., 2003; Lage et al., 2001), y también
pueden ser utilizados para el andlisis cualitativo y cuantitativo de toxicidad celular y
6rgano especifica (Alvarez-Barrientos et al., 2001; Herrera et al., 2007).

Por Ultimo, hay que destacar, desde el punto de vista de la deteccion y
cuantificacién de toxicidad, que la citometria de flujo es la técnica citomica mas
utilizada para el estudio cualitativo y cuantitativo de la citotoxicidad, aunque nunca
ha sido aplicada al contexto sistemético y pre-normativo como método alternativo
que en este proyecto proponemos. Las ventajas de la aproximacion citométrica
derivan, en primer lugar de su capacidad multiparamétrica que proporciona diversos
puntos finales para evaluar la lesién y muerte celular en poblaciones seleccionadas,
pudiendo ser tales parametros marcadores precoces o tardios del fenémeno
citotoxico o, incluso, tratarse de fendmenos toxicos minoritarios o incipientes
(Herrera et al., 2007; O’Connor et al., 2001; O’Connor et al., 2005).

2.3 Andlisis de imagen de alto contenido

La microscopia de fluorescencia cuantitativa se estd convirtiendo en los
ultimos afios en una de las herramientas de eleccidn en analisis sistematicos a gran
escala de la funcion de proteinas (Starkuviene & Pepperkok, 2007). La aplicacion de

la microscopia de fluorescencia a gran escala necesita un considerable grado de
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automatizacion de todos los pasos involucrados en el experimento. Estos son la
preparacion de muestras, la adquisicion de imagenes, analisis de imagenes,
almacenamiento, manipulacién, el modelado y mineria de los datos. La microscopia
de fluorescencia de alto rendimiento y contenido automatizado permite la obtencién
de datos no supervisados con un alto contenido de informacion sobre la distribucion
espacial y temporal de distintas moléculas fluorescentes (multiplexado) (Lee &
Howell, 2006; Liebel et al., 2003; Paran et al., 2006; Pepperkok & Ellenberg, 2006;
Rines et al., 2006; Starkuviene & Pepperkok, 2007; Vaisberg et al., 2006)

De esta forma, grandes grupos de células con diferentes tratamientos se
pueden visualizar de forma automatizada permitiendo la recopilacién de grandes
cantidades de datos, que a su vez se pueden analizar de forma estadisticamente
fiable (Starkuviene & Pepperkok, 2007). El desarrollo de sistemas informaticos que
permiten el andlisis de la vasta informacion contenida en las imégenes a tiempo real,
junto con el desarrollo del software de analisis de imagen automatizado han
permitido la cuantificacién simultanea de translocaciones intracelulares de distintas
biomoléculas marcadas con fluorescencia. Ademas del trafico proteico, las técnicas
de alto contenido suministran informacion adicional sobre el ciclo celular, apoptosis,
viabilidad, movimientos celulares, morfologia, posicion de los organulos
intracelulares y otros fendmenos que dan lugar a cambios totales de la imagen
fluorescente (Alvarez-Barrientos et al., 2005). Esto proporciona un alto grado de
objetividad en el analisis de datos y una sensibilidad que permite la deteccion y
clasificacién de los fenotipos incluso sutiles, que facilmente se podria perder en una
evaluacién manual de datos (Starkuviene & Pepperkok, 2007). Actualmente estéan
disponibles distintos modelos comerciales de analizadores de imagen con focales de
alto rendimiento, tales como el In Cell Analyzer de Amersham Biosciences, €l BDTM
Pathway Bioimager de BD Biosciences, el ArrayScan HCS Reader de Cellomics o el
OperaTM de Evotec Technologies. Estos sistemas alcanzan velocidades de lectura

de aproximadamente 1 pocillo/segundo y combinan una alta resolucién temporal con
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una alta resolucion espacial (Alvarez-Barrientos et al., 2005). Algunos de estos
sistemas tienen unidades que permiten el control de parametros ambientales tales
como la temperatura, humedad y niveles de diéxido de carbono, admitiendo de esta
forma seguir el comportamiento celular durante periodos de tiempo prolongados
bajo condiciones fisioldgicas (Starkuviene & Pepperkok, 2007). La deteccién de
células individuales suministra informaciéon adicional sobre la respuesta a
tratamiento de poblaciones heterogéneas, que pueden diferir en su estado de
desarrollo, fase dentro del ciclo celular, estado de transfeccion o variabilidad natural.
La aplicacion de estos sistemas tiene una gran importancia en el campo del disefio
de drogas con valor farmacolégico y en los ensayos de toxicidad de productos
quimicos (Alvarez-Barrientos et al., 2005) y permiten la investigacion celular a gran
escala utilizando placas multipocillos, y el analisis de millones de células por

experimento (Alvarez-Barrientos et al., 2005).

2.4 Evaluacion de citotoxicidad usando métodos no

tradicionales

Por lo general, la citotoxicidad in vitro de células se calcula como la tasa de
mortalidad, mientras que los estudios cualitativos de la bioquimica intracelular son
solo para toxicologia mecanicista. Ademas, la mayoria de los estudios involucran a
promedios de medidas generales en vez de mediciones basadas en las
determinaciones de células individuales. La citometria de flujo y andlisis de alto
contenido por bioimagen (HCA) se basan en mediciones multiparamétricas de
fluorescencia de una sola célula de poblaciones heterogéneas de células,
manteniendo al mismo tiempo una tasa de adquisicion de cientos-miles de células
por segundo. Estos nuevos ensayos citomicos funcionales permiten la deteccion de

eventos tempranos o transitorios, siendo mas ventajosa que los ensayos de
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cuantificacién de variables sencillas, como la muerte celular o alteraciones celulares

en general (AIvarez-Barrientos et al., 2005; Herrera et al., 2007).

2.5 Estrés oxidativo y nitrosativo como diana para la

determinacion de toxicidad de compuestos quimicos

El estrés oxidativo es consecuencia de la produccion excesiva de especies
reactivas de oxigeno o de la disminucién de la defensa antioxidante, y causa
citotoxicidad a través de alteraciones estructurales y funcionales con disrupcién de la

homeostasis celular (Figura 3).

2.5.1 Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) son moléculas derivadas del
oxigeno y pueden existir de forma independiente conteniendo uno o més electrones
desapareados en sus orbitales — radicales libres (Bergamini et al., 2004). Los
radicales libres de oxigeno son productos de muchas reacciones de oxidacion
reduccidn biolégicas.

Las ROS, que incluyen todas las moléculas altamente reactivas que
contienen oxigeno, son una parte importante del mecanismo de defensa contra
infecciones. La generacion excesiva de ROS puede dafiar los tejidos. Las ROS
formadas en condiciones fisioldgicas y patoldgicas son capaces de reaccionar con
los lipidos de la membrana, acidos nucleicos, proteinas y enzimas causando dafio
celular (Sharma et al., 2014; Zhou et al., 2004).

Las ROS incluyen las especies radicales tales como:

- Anion superdxido (02™)
La cadena mitocondrial de transporte de electrones mitocondrial es la

principal fuente de la produccion de ROS en forma de anién superdxido (O27)
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(Pereira et al., 2012). El anion superdxido es la primera especie reactiva de oxigeno
generada en los sistemas biolégicos y es formado por la reduccion directa e
incompleta por un dnico electron del oxigeno. El anién superoxido tiene una vida
media corta y es poco reactivo (Thannickal & Fanburg, 2000), de modo que no ataca
de forma significativa a lipidos polinsaturados ni tampoco al acido
desoxirribonucleico (DNA). Sin embargo, defectos en la Superdxido Dismutasa
(SOD) pueden causar dafios en la membrana celular debido a la elevada
acumulacién de este ROS (Fridovich, 1997). Su inestabilidad se debe a la répida
reaccion de dismutacion del O, a peroxido de hidrogeno (H20-) catalizada por la
enzima SOD (Thannickal & Fanburg, 2000).

- Peroxido de hidrégeno (H.0,)

Al contrario del Oy, el peréxido de hidrégeno no es un radical libre por
definicién (no posee electrones desapareados), aunque se considere como
metabolito reactivo de oxigeno (Kohen & Nyska, 2002). Es una molécula mucho méas
estable y menos reactiva que Oy~ pero puede, sin embargo, causar dafios a la
célula a concentraciones relativamente bajas (10 uM). Esta molécula hidrosoluble
puede difundirse con gran facilidad a través de las membranas bioldgicas lo que le
proporciona la capacidad de reaccionar en diferentes zonas de la célula alejadas de
su lugar de formacion (Kohen & Nyska, 2002). Puede formarse por diversas
reacciones metabdlicas, como por ejemplo, la reaccién de dismutacion de O,
catalizada por la SOD, que tiene como intermediario el radical hidroperoxilo (HO)
(Tafazoli, 2009). También puede formarse en células eucariotas a partir de la
reduccion directa del oxigeno con dos electrones (Massey, 1994). El peréxido de
hidrogeno origina otras especies reactivas de oxigeno con mayor capacidad reactiva
como el radical hidroxilo, pero la actividad directa de H.O, puede causar dafios a la

célula que incluyen la degradacion de proteinas hemo, liberacion de hierro,
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inactivacion de enzimas y oxidacién de DNA, lipidos, grupos SH y cetoacidos
(Kohen & Nyska, 2002).

- Radical hidroxilo

A pesar de que el H202 es un agente con una capacidad oxidativa mucho
menor que el Oz, la interacion entre ambos en presencia de metales de transicion
puede dar lugar al radical hidroxilo (OH') a través de las reacciones de Fenton y
Harber-Weiss (Navarro, 2005; Orrenius, Nicotera, & Zhivotovsky, 2011).El radical
hidroxilo es la especie derivada del oxigeno mas reactiva y quizas la méas toxica
(Kohen & Nyska, 2002). Reacciona indiscriminadamente con la mayoria de las
biomoléculas que se encuentran cerca del sitio de formacion debido a su vida media
corta (Tafazoli, 2009; Yu, 1994). El radical OH es un potente agente oxidante que
puede reaccionar con la mayoria de moléculas organicas e inorganicas en la célula,
incluyendo el DNA, proteinas, lipidos, aminoacidos, azucares y metales (Kohen &
Nyska, 2002).

Las reacciones implicadas en la formacién de las principales ROS son:

0 + e-— 0Oy~ (Cadena de transporte mitocondrial)

0y~ + H*— HOy

2HO,— H,0, + O,

Fe?* + H,0,— Fe3* + OH- + OH' (Reaccion de Fenton)

02~ + H,0,— O + OH-+ OH' (Reaccion de Haber-Weiss)
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Figura 3: Las mitocondrias son la principal fuente de produccion de ROS en las células. El
anién superoxido se produce mayoritariamente en los complejos mitocondriales | y Il. La
excesiva acumulacion de ROS puede conducir a un desequilibrio entre los mecanismos
antioxidantes (enzimas tales como la SOD, catalasa, GPx, PXR) y las ROS producidas en la
célula. Las ROS acumuladas pueden causar dafio en la mitocondria. El aumento de ROS
puede dafiar el DNA mitocondrial y nuclear, puede causar la oxidacién de tioles y
peroxidacion lipidica, que en ultima instancia puede conducir a la liberacion del citocromo c,
la apertura de poros de la transicion de permeabilidad mitocondrial y finalmente apoptosis.
ANT: translocadorde ADP / ATP; CoQ: Coenzima Q; CycD: ciclofilina D; Cytc: citocromos ¢;
GPx: glutatién peroxidasa; HKII: hexoquinasa II; MPTP: poro de transicién de permeabilidad
mitocondrial; PXR: peroxiredoxina; SOD: superoxido dismutasa; VDAC: Canales ldnicos
regulados por voltaje (Pereira et al., 2012). Imagen obtenida de Pereira et al., 2012.
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Las especies reactivas del nitrogeno (RNS), como el 6xido nitrico (NO*), el
diéxido de nitrogeno (NO7’) y el altamente reactivo peroxinitrito (ONOO-), constituyen

otra familia de moléculas reactivas en los sistemas biologicos.

- Oxido Nitrico (NO')

EI NO' es un gas incoloro y liposoluble sintetizado en varias partes del cuerpo
(Bescos et al., 2012) y tiene una vida media corta que puede ser de 0,09 hasta 2
segundos (Thomas et al.,2001). Actualmente, se conoce que la sintesis de NO se
produce a través de al menos dos vias fisiologicas: la reaccién dependiente de la
enzima Oxido Nitrico Sintasa (NOS) y la independiente de NOS (Figura 4).En el
primer caso, la enzima NOS cataliza una reaccion enzimatica compleja que lleva a la
formacion de NO a partir de L-Arginina y oxigeno. En el segundo caso el 6xido
nitrico se sintetiza a través de la redugcion de nitrato y nitrito, los principales
productos de oxidacion de NO (Bescds et al., 2012).

Esta molécula tiene un papel importante en muchas funciones como la
regulaciéon de la vasodilatacién, el flujo sanguineo, respiracién mitocondrial y la
funcion plaquetaria. EI NO esta implicado ademas en diversos procesos fisiologicos
como por ejemplo la neurotransmision noradrenérgica y no colinérgica, el
aprendizaje y la memoria, la plasticidad sinaptica y la neuroproteccién (Brennan et
al., 1999). La sintesis no regulada y excesiva puede contribuir a condiciones
fisiopatologicas como el cancer (Korde Choudhari et al., 2013), la diabetes, la
hipertension, el shock séptico, la deficiencia inmunitaria, la impotencia, la isquemia
cerebral y algunos desérdenes neurodegenerativos (Brennan et al., 1999). A
concentraciones muy elevadas es citotdxico induciendo la muerte celular por
diversos mecanismos, incluyendo el dafio al DNA, RNA, lipidos y proteinas (Brennan
etal., 1999).
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El NO' reacciona con el anién superoéxido, formando el anién peroxinitrito
(ONOO"), un fuerte oxidante que causa la nitrosilacién de proteinas (Balaguer et al.,
2015).

L-ARG-iRNA  ORNITINA+UREA

\ |/

L-ARGININA
NADFH

0 NOS + COFACTORES
2 “— (NADPH, FAD)

NADP-
+
N-OH-ARGININ

/N

L-CITRULINA l

2

NITRITOS/NITRATOS
ON+0, NO+0O, NO+HO,
ONCI)OO ONOO- 1%3

NO,
N,O,

2

Figura 4: El 6xido nitrico se produce a partir de la L-arginina por la accién de la 6xido nitrico
sintasa y algunos cofactores como el NADPH, FAD, FMN vy tetrabiopterina. En el caso de la
NOS se requiere, ademas, la participacion de la calmodulina y calcio para activarse (Rosete
etal., 1999). Imagen obtenida de Rosete et al., 1999.

2.5.2 Generacion de radicales libres

La generacion de ROS puede implicar moléculas enddgenas o exdgenas. La
exposicidn a fuentes endogenas es mas importante y extensa, ya que es un proceso
continuo durante la vida util de cada célula en el organismo (Kohen & Nyska, 2002).
Entre las fuentes endégenas de las especies reactivas de oxigeno se puede

nombrar las células, como por ejemplo los leucocitos que son los principales
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productores endogenos de ROS con sus mecanismos inmunol6gicos frente a
bacterias e invasores; las enzimas, algunas de ellas como producto de su actividad
(como la formacion de radicales superdxido por la xantina oxidasa) y otras producen
directamente los ROS, como la NOS que produce radicales NOe, la respiracion
aerdbica, la mitocondria es el principal organulo responsable de la produccién de
ROS (Kohen & Nyska, 2002).

La produccidn excesiva de radicales libres puede ocurrir como respuesta a
factores exdgeneos tales como la exposicidn a un xenobiotico, dafio por radiacién y
enfermedades (Deavall et al., 2012). Las radiaciones ionizantes y no-ionizantes
contituyen la mayor fuente exégena de ROS. Los contaminantes del aire como el
humo del cigarro, del escape de los automoviles y los contaminantes industriales
que abarcan muchos derivados del NO constituyen las principales fuentes de ROS
que dafian el organismos por interaccion directa con la piel o inhalacion (Kohen &
Nyska, 2002).

2.5.3 Estrés oxidativo inducido por xenobiéticos como mecanismo
de toxicidad

Los farmacos son también una fuente importante de ROS. Hay
medicamentos, cuyo mecanismo de accién es mediado por la produccion de ROS,
otros que son donantes de NO+ y otros que producen ROS de forma indirecta
(Kohen & Nyska, 2002). En respuesta a la exposicion a algunos farmacos hay
evidencia de un aumento celular de ROS y que esa es la causa de la toxicidad del
compuesto aunque muchas veces los mecanismos por los que se genera el estrés
oxidativo no estan completamente caracterizados (Deavall et al., 2012).

El estrés oxidativo inducido por farmacos esta implicado en los mecanismos
de toxicidad en numerosos tejidos y 6rganos, incluyendo el higado, el rifion y los
sistemas nervioso y cardiovascular (Deavall et al., 2012). Debido a la formacién de

especies de oxigeno muy reactivas por parte de xenobidticos, se relaciona la
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toxicidad de los compuestos quimicos con la produccién de ROS (Figura 5) (Kappus
& Clinic, 1987). Hay una gran diversidad de farmacos con efectos adversos que
estan asociados al estrés oxidativo en los que se incluyen farmacos antitumorales,
antiinflamatorios no esteroideos, antirretrovirales, antipsicéticos, y analgésicos
(Deavall et al., 2012). La medida en que los mecanismos de estrés oxidativo
inducido por farmacos causan toxicidad varia segun el compuesto (Deavall et al.,
2012).

Los narcoticos y los gases anestésicos son considerados los principales
contribuyentes a la produccion de ROS (Kohen & Nyska, 2002). Una gran variedad
de xenobioticos (por ejemplo, toxinas, pesticidas, y herbicidas como el paraquat) y
productos quimicos como el alcohol producen ROS como un subproducto de su
metabolismo in vivo (Kohen & Nyska, 2002).

Los compuestos organofosforados se han utilizado ampliamente como
pesticidas a nivel mundial. Estos productos quimicos inducen estrés oxidativo como
un posible mecanismo de accion. Los pesticidas pueden generar estrés oxidativo
mediante irritacién pulmonar que induce la generacion del radical superoxido por los
macrofagos; pueden ser mas reactivos con un radical libre de oxigeno que vuelve a
oxidarse para formar el anién superoxido; pueden ser ellos mismos radicales libres o
pueden causar deplecion de las defensas antioxidantes (Sharma et al., 2014). El
efecto general es la produccion de mas radicales libres. Las actividades de la SOD,
la glutation (GSH) peroxidasa y la GSH reductasa disminuyen debido al consumo de
enzimas para neutralizar los radicales libres generados por los plaguicidas (Amer et
al., 2002; Sharma et al., 2014). Ejemplos de pesticidas que se conoce que causan
toxicidad asociada al estrés oxidativo son el diclorvos, el paraquat, el malation y el
paraton (Sharma et al., 2014).

El metabolismo de un farmaco puede generar un intermediario reactivo que
puede reducir directamente el oxigeno molecular para generar ROS como ocurre

con la doxorrubicina (Deavall et al., 2012). Otro antineoplasico, el cis-platino causa
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toxicidad relacionada con el estrés oxidativo en multiples tejidos y es un ejemplo de
farmaco que exhibe toxicidad multiorganica causada por un desequilibrio redox
(siendo la nefrotoxicidad la mayor limitacion del uso de este compuesto en clinica).
Tanto in vivo como in vitro se ha demostrado que el cis-platino incrementa el estrés
oxidativo mediante el aumento de los niveles de anién superoxido, perdxido de
hidrogeno y radical hidroxilo (Deavall et al., 2012). Se ha verificado en ratas que el
fallo renal agudo inducido por el cis-platino va acompafiado de perturbaciones en las
funciones e integridad mitocondrial (se sugiere que causadas por peroxidacién
lipidica), la deplecion de antioxidantes (GSH peroxidasa y GSH reductasa),
alteraciones en el potencial de la membrana, cambios de flujo de calcio, activacién
de la caspasa-3 y apoptosis (Santos et al., 2007).

Diversos farmacos como el acetaminofeno y el acido valproico (VPA) inducen
lesion hepatica causando disfuncién mitocondrial y agotamiento del ATP (Pereira et
al., 2012). El acetaminofeno es un analgésico que puede causar hepatotoxicidad
debido a la formacion de un metabolito muy reactivo, el N-acetil-p-benzo-quinona-
imina (NAPQ1) que agota el GSH y se une a las proteinas, especialmente en las
mitocondrias induciendo estrés oxidativo y formacion de peroxinitrilo, produciendo
dafio en el DNA mitocondrial y la apertura del poro de transicidn mitocondrial y
consecuentemente la muerte celular (Figura 6) (Deavall et al., 2012; Pereira et al.,
2012).

El acido valproico es un antiepiléptico de amplio espectro y se usa de forma
considerablemente segura a pesar de haber sido asociado con hepatotoxicidad
idiosincrasica debida a esteatosis microvesicular (Pereira et al., 2012). Se han hecho
estudios de la implicacion del estrés oxidativo en la hepatotoxicidad del VPA (Chang
& Abbott, 2006). Se ha verificado que este farmaco presenta numerosas
alteraciones en marcadores de estrés oxidativo como los isoprostanos y aldehidos
indicadores de peroxidacion lipidica. También se verifico que hepatocitos tratados

con VPA exhibian un aumento de formacion de ROS. En la sangre de los nifios con
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trastornos convulsivos que fueron sometidos a tratamiento con VPA se detecté dafio

oxidativo en el DNA en forma de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (Chang

Pereira et al., 2012; Schulpis et al., 2006).
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Figura 5: Mecanismos que conducen a los principales efectos causados por el estrés
oxidativo inducido por xenobidticos. El aumento de los niveles intracelulares de ROS pueden
ocasionar alteraciones en el DNA, oxidacién de lipidos y proteinas. Imagen obtenida de

Deavall et al., 2012.

47



INTRODUCCION

GSH depletion

- Kupffer cell activation
- Reactive oxygen peroxynitrite

l NAPQI formation

=%
=
i

——pp C-Jun N-terminal
<4— kinase activation

- mtDNA damage and MPTP

- Loss of ATP

- Loss of mtA'Y

- Reactive oxygen peroxynitrite (Hepatocyte)

- Oxidative stress
- Mitochondrial dysfunction
- Increased NADH oxidation
- Decreased ATP

- Loss of calcium handling

- Apoptosis

Figura 6: Posibles mecanismos que conducen al estrés oxidativo por parte de dos
xenobidticos. A — EI metabolismo del acetaminofeno causa la formacién de un metabolito
altamente toxico (NAPQ1) que se une a las proteinas mitocondriales e inicia una cascada de
estrés oxidativo debido a la deplecion del GSH. B — La doxorrubicina (DOX) causa el
deterioro mitocondrial a través del ciclo en el complejo |, causando la transicion de la
permeabilidad mitocondrial, ademas de ofras consecuencias mitocondriales causando
cardiomiopatia en el tratamiento con DOX. Imagen obtenida de Pereira et al., 2012.
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2.5.4 Sistemas que contrarrestan las ROS

En la célula existen diferentes sistemas que contrarrestan la generacién de
ROS, ya sean los constituidos por moléculas capaces de eliminar directamente las
ROS, como los basados en sistemas enzimaticos que actuan en cascada para
eliminar répidamente el O~ y sus metabolitos (Raha & Robinson, 2001;
Thirunavukkarasu et al., 2004).

En condiciones fisiologicas los efectos perjudiciales de las ROS son
contrarrestados por los sistemas antioxidantes (Abate et al., 1990; Barrett et al.,
1999). Las células tienen una variedad de mecanismos de defensa como los
antioxidantes de bajo peso molecular, tales como &cido ascorbico, vitamina E y
glutatién, y enzimas antioxidantes tales como tiorredoxinas, SOD, catalasa y
glutation peroxidasa. Un ejemplo clave es la superéxido dismutasa de manganeso
mitocondrial (MnSOD) que convierte los radicales superdxido a perdxido de
hidrégeno, que posteriormente por accion de peroxidasas para a agua (Deavall et
al., 2012). Como consecuencia de estas actividades, los niveles fisioldgicos de ROS
son bajos. Sin embargo la produccién excesiva de ROS o una disminucion en la
capacidad antioxidante, provoca una situacion de estrés oxidativo.

En este caso, las ROS inducen modificaciones irreversibles en las moléculas
biologicas que resultan en el dafio del tejido. Las ROS pueden alterar por ejemplo, la
estructura y funcién de proteinas (Abate et al., 1990; Barrett et al., 1999) del DNA, y
provocan peroxidacion lipidica, con la consiguiente formacién de productos
secundarios toxicos (Urso & Clarkson, 2003). Las ROS estan también relacionados
con la regulacion del proceso de apoptosis. Aunque tradicionalmente se
consideraron como inductores de la muerte celular, actualmente se sabe que
también pueden jugar un importante papel como mensajeros secundarios, iniciando
vias de sefializacion encaminadas a la supervivencia celular (Allen & Tresini, 2000;

Navarro, 2005; Sastre, Pallardd, & Vifia, 2000). A nivel molecular, el grado de dafio
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depende de muchos factores incluyendo el sitio de la produccién de ROS, la
reactividad del radical libre y la disponibilidad de iones metalicos. Proteinas y lipidos
modificados pueden ser removidos por la renovacion celular normal, pero el dafio
del DNA requiere mecanismos de reparacion especificos (Deavall et al., 2012).
Estos dafios en el DNA ha sido asociados con la aparicién y el desarrollo de
muchas enfermedades incluyendo las enfermedades cardiovasculares,
degeneraciones neurolégicas (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, accidente
cerebrovascular isquémico) y el cancer, asi como con los procesos normales de

envejecimiento (Deavall et al., 2012).

2.5.5 Medicion por CMF de ROS y RNS

La elevada reactividad y la relativa inestabilidad de las ROS y RNS, complica
mucho su deteccién en los sistemas bioldgicos. Asi, las determinaciones de la
produccién de estas moléculas se realizan a menudo de forma indirecta, valorando
la generacion de productos finales de la reaccion de las ROS/RNS con componentes
celulares, como los lipidos, proteinas o DNA (Freeman & Crapo, 1982; Pryor &
Godber, 1991).

Un buen marcador de estrés oxidativo debe tener dos requisitos principales,
por un lado el marcador debe aumentar en presencia de un incremento de los
inductores de estrés oxidativo y por otro el marcador debe permanecer sin
alteraciones en ausencia del estrés oxidativo (Pereira et al., 2012).

Los ensayos fluorimetricos estan entre las técnicas con mayor sensibilidad
para detectar ROS en células vivas. Las células son incubadas con compuestos no
fluorescentes que en presencia de ROS pasan a emitir fluorescencia. Ademas de la
elevada sensibilidad y especificidad otros factores deben considerarse en el disefio
de sondas para los sistemas biologicos tales como la baja auto-oxidacion, alta
fotoestabilidad, elevada solubilidad en medios acuosos vy lipidicos, buena

permeabilidad celular y baja interferencia del entorno bioldgico (Pereira et al., 2012).
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La generacion de ROS y NRS puede ser determinada mediante analisis de

fluorescencia utilizando diversos compuestos (Figura 7).

2.5.5.1 Deteccién de la actividad peroxidativa

La 2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H.DCF-DA) es un compuesto
apolar que se convierte en un derivado polar no fluorescente impermeable a la
membrana (H.DCF) por esterasas celulares que eliminan los grupos acetado (DA).
El H.DCF es rapidamente oxidado a molécula fluorescente 2,7-diclorofluoresceina
(DCF) en presencia de ROS intracelulares (Pereira et al., 2012). Inicialmente se
pensaba que la DCF era un indicador especifico de los niveles intracelulares de
perdxido de hidrégeno producido (Cathcart et al., 1983; LeBel et al., 1992; Gomes et
al, 2005). Mas tarde se ha demostrado que la 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH)
es oxidada por otros ROS y RNS tales como el HO*, NO* y ONOO- (Gomes et al.,
2005). Esta conversién ocurre en distintos pasos, primero la H,DCF-DA es
transportada a través de la membrana celular al citoplasma para ser después
deacetilada por esterasas intracelulares a H,DCF (Cathcart, Schwiers, & Ames,
1983; LeBel, Ischiropoulos, & Bondy, 1992) y en presencia de ROS, RNS y
peroxidasa, este compuesto se convierte en DCF, una molécula muy fluorescente
(Aexcitacion= 498nm; Aemisisn = 522 nm) (Gomes et al., 2005). La DCF es un indicador de
la actividad peroxidativa celular (Gomes et al., 2005). Una limitacién fundamental de
la DCF es que su localizacion citosélica hace que pueda perderse fuera de la célula
en las primeras etapas de la lesion de la membrana plasmatica. La vida intracelular
media de la DCF es de apenas algunos minutos lo que limita su uso en microscopia
confocal, FCM y ensayos de lectores de microplacas en células intactas (Pereira et
al., 2012).
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2.5.5.2 Deteccion de anion superéxido

El indicador de anién superdxido hidroetidina (HE) se ha convertido en la
sonda mas usada en la determinacion de los niveles intracelulares de superdxido.
Esta molécula emite fluorescencia azul en el citoplasma hasta que es oxidada y se
intercala en el DNA nuclear, tifiendo el ndcleo de fluorescencia roja brillante (Pereira
etal., 2012).

Recientemente se ha comercializado una nueva sonda fluorescente derivada
de la HE para la deteccion mas rapida y selectiva del anién superdxido en las
mitocondrias de células vivas (Mukhopadhyay et al., 2007a; Mukhopadhyay et al.,
2007b; Wojtala et al., 2014). EI MitoSOX™ red dye (MitoSOX) es un indicador de
anion superdxido mitocondrial altamente selectivo (no se une a otros ROS y NRS).
Al entrar en célula, pasa a las mitocondrias donde es oxidado por el anién
superoxido. Aqui la carga positiva del grupo fosfonio del MitoSOX se une
selectivamente a la mitocondria donde se acumula debido al potencial de membrana
mitocondrial, exhibiendo fluorescencia roja tras la oxidacién y union al DNA
mitocondrial (Aexcitacion= 510 NM; Aemision = 580 nm) (Mukhopadhyay et al., 2007a;
www.thermofisher.com)

En diversos estudios recientes se ha validado el MitoSOX para el uso en
microscopia confocal y citometria de flujo para la deteccion selectiva de la
produccién del anion superoxido mitocondrial en células endoteliales, cardiomiocitos,
queratinocitos, fibroblastos, células epiteliales y células neuronales (Pereira et al.,
2012).

2.5.5.3 Deteccion del éxido Nitrico

El 4-amino-5-metilamino- 2, 7"-difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA) es
un reactivo fluorogénico que permite la cuantificacion de bajas concentraciones de
oxido nitrico. EI DAF-FM DA es un derivado mejorado de las diaminofluoresceinas

con mayor sensibilidad, mas fotoestable (mas resistente al ‘photobleaching”), menos
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sensible a alteraciones de pH y permite la determinacion de los niveles de NO
Unicamente a nivel intracelular (Gomes et al., 2006; Pye et al., 2007). Es un
compuesto esencialmente no fluorescente hasta que reacciona con el éxido nitrico
(www.invitrogen.com). EI DAF-FM DA exdgeno atraviesa la membrana celular por
difusiéon pasiva y, una vez dentro de la célula, es desacetilado por esterasas para
generar DAF-FM intracelular (de baja fluorescencia) que en presencia de Oxido
nitrico, forma un derivado de benzotriazol, emitiendo fluorescencia verde (Balaguer
et al., 2015). El rendimiento cuantico de la fluorescencia de DAF-FM es bajo
(alrededor de 0.005), pero aumenta alrededor de 160 veces al ser oxidado por el NO
(Balaguer et al., 2015).

2.5.5.4 Deteccion de 8-Oxo-guanina

Se cree que la generacion de 8-Oxo-guanina (8-Oxo) es la forma mas comdn
de dafio oxidativo del DNA siendo por eso, un marcador muy Util de oxidacion del
DNA. La 8-Oxo deriva de la adicion del radical -OH a la posicién C8 de la guanina.
El kit comercial OxyDNA es un ensayo de fluorescencia para la deteccion in vitro del
dafio oxidativo en el DNA causado por los radicales libres. Se aplica al estudio en
células fijadas y la fluorescencia puede ser cuantificada mediante citometria de flujo
o0 microscopia de fluorescencia. A diferencia de otros procedimientos que requieren
la extraccion o purificacion de DNA de muestras biologicas, el ensayo con el kit
OxyDNA es realizado y observado directamente en las células. El uso de algoritmos
apropiados para la segmentaciéon de la célula permite cuantificar los niveles de
anticuerpo unido a la zona citosdlica y nuclear, por lo que se puede determinar la
presencia y la cantidad de 8-oxo en el DNA mitocondrial y nuclear (Cheng et al.,
1992; Schneider et al., 1990; Shibutani, Takeshita, & Grollman, 1991;

www.invitrogen.com).
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Figura 7: Formacion de las especies reactivas de oxigeno y sondas fluorescentes que las
miden.

3. Limitaciones de los métodos in vitro

En los estudios de toxicidad usando lineas celulares, se encuentran varias
dificultades a la hora de extrapolarlo a la toxicidad in vivo. En este trabajo hemos
encontrado dos problemas que se extienden a la mayoria de lineas celulares
usadas: la presencia de mecanismos de eflujo de compuestos toxicos y la pérdida
de la capacidad de biotransformacion en lineas celulares derivadas del higado.

Una limitacién de los métodos in vitro para predecir de forma precisa la
toxicidad in vivo es la sobreexpresion en las lineas celulares, de mecanismos de

resistencia a farmacos y xenobiéticos.

3.1 Transportadores ABC

El movimiento de muchos farmacos y moléculas endogenas a través de la
membrana celular se rige por los transportadores de proteinas. Los transportadores

de membrana pueden ser divididos en dos grandes superfamilias: la familia de
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transportadores ABC (ATP-binding cassete) y la familia de transportadores de
solutos (SLC) (Liang, Li, & Chen, 2015) que no sera abordada en este trabajo.

La superfamilia de los transportadores ABC en humano incluye 49 genes
agrupados en siete familias (de la ABCA a la ABCG) con diversas funciones y, al
menos dieciséis de esas proteinas estan implicadas en la resistencia a multiples
farmacos en cancer (Cole, 2013; Di & Zhao, 2014). Son transportadores activos
primarios que utilizan la energia a partir de la hidrolisis de ATP para transportar
sustratos a través de la membrana contra un gradiente de concentracién (Liang et
al., 2015). Esta amplia superfamilia tiene un papel fundamental en la distribucion y
eliminacion de xenobidticos en los diferentes tejidos que participan en los
mecanismos ADME (absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién) (Figura 8)
(Kusch-Poddar, 2006; Liang et al., 2015). El fendmeno de la resistencia a maltiples
farmacos en humanos, esta asociado principalmente a tres transportadores ABC, la
gp-P, el MRP1 y el ABCG2 (Robey et al., 2007), que son los principales
transportadores de las tres principales subfamilas ABCB, ABCC y ABCG (Sarkadi et
al., 2006).

Gracias a estudios clinicos y experimentales se ha podido establecer la
capacidad de estos transportadores para reconocer una amplia gama de sustratos
farmacoldgicos. Aunque la mayoria de los sustratos son compuestos hidrofébicos,
los transportadores ABC también son capaces de extruir una variedad de aniones y
cationes anfipaticos. El transportador ABCB1 extruye preferentemente moléculas
hidrofébas grandes, mientras que ABCC1 y ABCG2 pueden transportar farmacos
hidréfobos y compuestos anionicos grandes, como farmacos conjugados. Esta
capacidad asi como el reconocimiento de muchos sustratos en comun por las tres
clases principales de los transportadores ABC, proporcionan una elevada capacidad
de resistencia a los farmacos en las células tumorales (Figura 9) (Sarkadi et al.,
2006).
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La Tabla 2 resume la distribucion de estos transportadores en tejidos
humanos, asi como su papel fisioldgico, sustratos endogenos y exdgenos y
patologias relacionadas (Liang et al., 2015). Con respecto a su papel fisiolégico, los
transportadores ABC muy probablemente evolucionaron como un sistema complejo
de defensa celular para el reconocimiento y la eliminacion mediante transporte
activo de agentes toxicos que entran en células u organismos desde su entorno
(Sarkadi et al., 2006).
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Figura 8: Esquema general de las proteinas de transporte de multiples farmacos y
sustancias endogenas expresadas en el epitelio intestinal, células endoteliales de los
capilares cerebrales, hepatocitos y en los tlbulos proximales y la presencia de las enzimas
P450 y UGT en los mismos tejidos (pertenecientes a los drganos responsables por los
mecanismos ADME. Después de ingerido el farmaco, los transportadores y enzimas de

-
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metabolizacién pueden condicionar la biodisponibilidad del farmaco (D). El farmaco y/o el
metabolito (M) pueden ser eliminados del cuerpo a través de la excrecion de orina, bilis y
heces. Imagen obtenida de (Darnell, 2012)

® Drogas anti-cancerigenas

CELULAS TUMORALES CmL,

Figura 9: Modelo esquematico del desarrollo de resistencia a los farmacos en tumores
debido a alteraciones en la expresion de los transportadores. Mientras los transportadores
SLC, representados con ovalos verdes (OCTs, OATs, CTR y OATPs) introducen los
medicamentos en las células tumorales, algunos transportadores ABC (MDR1, MRP1, MRP2
y BCRP - en azul) provocan la extrusion de esos farmacos, y ciertos transportadores SLC
(PEPTs, LAT, y ATA1 - dvalos amarillos) median en la captacion de nutrientes por las
células cancerosas permitiendo su supervivencia. La disminucién en la expresion de los
transportadores SLC (flecha negra) responsables de la absorcidon de farmacos y/o el
aumento de la expresion del transportador ABC (flecha morada) que permiten el flujo de
salida de xenobidticos, hace que las células cancerosas sean mas resistentes a los
medicamentos contra el cancer. El aumento de la expresion de los transportadores SLC
(flecha azul) responsables de la captacién de nutrientes también puede facilitar la resistencia
a medicamentos al tener la ventaja de suministro de nutrientes permitiendo su supervivencia
(Li & Shu, 2014). Adaptado de (Li & Shu, 2014).
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3.1.1 Familia ABCB: Glicoproteina-P/ABCB1

La glicoproteina P (Gp-P, ABCB1), producto del gen MDR-1 es el causante
de la resistencia a medicamentos mejor caracterizado, mas estudiado y el primero
en ser identificado (Hennessy & Spiers, 2007; Pétriz & Garcia-Lopez, 1997a; Pétriz,
O'Connor, & Garcia-Lopez, 1996). Fue descrita farmacolégicamente vy
bioquimicamente por primera vez en el afio1970 y posteriormente clonada en los
afios 1980 (Cole, 2013; Gottesman & Ling, 2006). La Gp-P es una glicoproteina
fosforilada de 160 - 170kDa, que actua como una bomba de eflujo multiespecifica
dependiente de ATP (Kusch-Poddar, 2006; Sharma & Rose, 1995; Wang, Zhang,
Kathawala, & Chen, 2014). La gp-P tiene una gran variedad de sustratos que
incluyen cationes organicos, bases orgénicas débiles, algunos aniones organicos y
compuestos sin carga, como polipéptidos y sus derivados. También son sustratos
algunas clases de farmacos entre los que se encuentran: quimioterapéuticos,
inmunosupresores, antibioticos, antiviricos, opioides y bloqueadores de los canales
de calcio (Fricker & Miller, 2004; Kusch-Poddar, 2006). La importancia clinica de la
resistencia a farmacos mediada por la Gp-P, hizo que aumentara la investigacion y
esfuerzo de encontrar inhibidores. El verapamilo (bloqueador de los canales de
calcio) y la ciclosporina A (inmunosupresor), son dos farmacos inhibidores de
primera generacién, pero que debido a su baja afinidad/capacidad de union, son
necesarias elevadas dosis para su uso clinico, causando toxicidad en el paciente
(Hennessy & Spiers, 2007; Kusch-Poddar, 2006).

Como se describe en la Tabla 1, la Gp-P se expresa en una gran diversidad
de tejidos normales vinculados a la secrecién o a funciones de transporte (colon,
intestino delgado, higado, pancreas, rifién, Utero y placenta) (Abdallah et al., 2015),
y en los tumores confiere el fenotipo de multirresistencia a farmacos (Figura 9),

estando sobre expresada en tumores como el adenocarcinoma renal, hepatoma y
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neuroblastoma (Giaccone & Pinedo, 1996), los tipos de tumores de los que
proceden las lineas celulares mas utilizadas en los estudios in vitro de
nefrotoxicidad, hepatotoxicidad y neurotoxicidad. Esta sobreexpresion en células
tumorales conlleva a una reduccion significativa de la concentracién intracelular de
los farmacos antitumorales debida a su eflujo, disminuyendo su citotoxicidad
(Abdallah et al., 2015). Sin embargo, no existen estudios sistematicos sobre la
influencia cuantitativa de los transportadores de farmacos en los datos de la

citotoxicidad in vitro y su extrapolacion a la toxicidad in vivo en humanos.

3.1.2 Familia ABCC: ABCC1/MRP1

Estas proteinas conocidas como proteinas asociadas a multirresistencia a
farmacos (MRPs, familia ABCC) pertenecen a la superfamilia ABC de
transportadores de membrana. Esta familia incluye 13 miembros (ABCC1 a
ABCC23) (Wang et al., 2014). Los MRPs son transportadores de una gran variedad
de sustratos incluyendo aniones organicos (ejemplo metotrexato), glutation,
compuestos conjugados como glucurénidos, varios analogos de nucledsidos y
también farmacos neutros (Kusch-Poddar, 2006). Las familias ABCB y ABCC
comparten la especificidad de los sustratos salvo algunas excepciones (Hipfner,
1999).

El primer miembro de esta familia descubierto fue MRP1 (ABCC1) debido a
su capacidad de conferir multiresistencia a farmacos en células de cancer de pulmén
(Cole, 2013; Cole et al., 1992; Deeley & Cole, 2006), pero también se detecté en
tejidos humanos normales (Kusch-Poddar, 2006). Es una proteina de 190 kDa que
reconoce Y transporta activamente muchos agentes antineoplésicos hidrofébicos e
hidrofilicos al exterior de las células, lo que causa una reduccién en la acumulacion
del farmaco y hace que las células tumorales creen resistencia (Cole, 2013). MRP1

es responsable de la resistencia a farmacos en diversos tipos de cancer, tales como
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pulmén, mama, préstata y neuroblastoma (Munoz et al., 2007) y se encuentra sobre
expresado en carcinomas de colon, vejiga, tiroide, cervix, glioma, fibrosarcoma y
diferentes tipos de leucemia (Hipfner, Deeley, & Cole, 1999; Munoz et al., 2007).
Segun numerosos estudios en diversas preparaciones epiteliales, el MRP1 se
localiza en la zona basolateral de las estas células (Kusch-Poddar, 2006; Zhang et
al., 2004).

Ademas de su papel en la resistencia a los farmacos, la funcién de MRP1 (y
proteinas relacionadas) es transportar activamente diversos aniones organicos,
muchos de los cuales se forman por la biotransformacion de diversos xenobidticos y
moléculas enddgenas por las enzimas de conjugacién de fase I, tales como la
glutatién S-transferasa, estando por lo tanto, involucrado en una serie de procesos

celulares relacionados con el metabolismo de glutation (Hipfner et al., 1999).

3.1.3 Familia ABCG: BCRP/ABCG2

ABCG?2 fue el primer transportador identificado de esta familia en una linea
celular de cancer de mama (MCF-7/AdrVp) con elevada resistencia a doxorrubicina.
Por esa razon se denomind BCRP del Inglés “Breast cancer resistance protein”
(Doyle et al., 1998; Kusch-Poddar, 2006; Robey et al., 2007). Poco tiempo después,
Allikmets et al. describieron un gen idéntico que nombraron ABCP expresado en la
placenta (Allikmets et al., 1998) y, por otra parte el grupo de Robey denominé a un
gen clonado de una linea celular de carcinoma de colon con resistencia a
mitoxantrona, como MXR o "mitoxantrone resistence gene" (Miyake et al., 1999).
Cuando se compararon las secuencias se verificd que eran esencialmente idénticas
y que pertenecian a una subfamilia de transportadores ABC que no habia sido
asociada previamente a resistencia de multiples farmacos en humanos y se asigné
al gen el nombre ABCG2, siendo el segundo gen de la subfamilia G de los

transportadores ABC (Robey et al., 2007).
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ABCG2 se expresa fisiolégicamente en células madre y una gran variedad de
tejidos, siendo mas abundante en la placenta y con menor expresién en el epitelio
del intestino delgado, préstata, testiculos, ovarios, colon, pulmén, rifién, cerebro,
membrana canalicular del higado y canaliculos biliares, glandulas suprarrenales y
sudoriparas, asi como en el endotelio de venas y capilares, incluyendo la barrera
hematoencefélica (Doyle et al., 1998; Jonker et al., 2000; Sarkadi et al., 2006). Se ha
demostrado también la elevada expresién de este transportador en islotes y células
acinares del pancreas, en neumocitos alveolares, glandulas sebaceas, zona reticular
de las glandulas adrenales, hepatocitos, en los tubulos corticales del rifién y epitelio
de la préstata (Fetsch et al., 2006; Robey et al., 2007).

Al igual que Gp-P, ABCG2 es una glicoproteina de membrana localizada en
la regidn apical en células polarizadas (Kusch-Poddar, 2006; Maliepaard et al., 2001;
Sarkadi et al., 2006). ABCG2 es un transportador con una amplia especificidad de
sustratos que incluyen moléculas grandes, cargadas positivamente y negativamente
con caracter anfifilico/anfipatico (Tabla 2) (Sarkadi et al., 2006). Varios sustratos son
compartidos con la Gp-P, tales como la doxorrubicina, daunorrubicina, Hoechst
33342 y Rodamina-123 (Tabla 2) (Doyle & Ross, 2003; Kusch-Poddar, 2006).

La expresion de ABCG2 en la membrana apical en células epiteliales a lo
largo del tracto gastrointestinal y sus propiedades de transporte sugieren un
importante papel de este transportador en la primera linea de defensa de las células
contra los xenobiéticos (Robey et al., 2007; Sarkadi et al., 2006). Esta proteccion se
extiende ademas a los epitelios luminal biliar y renal responsables de la eliminacion
de toxinas (Sarkadi et al., 2006).

61



INTRODUCCION

Tabla 2: Perfil bioldgico de los tres transportadores de drogas. Adaptado de Liang et al.,
2015; Sarkadi et al., 2006.

Nombre Distribucion en ién fisioloai s
Transportador los tejidos Funcién fisiolégica ustratos
Farmacos:
Universal: Etoposido,doxorrubicina,
Ma oritari‘amente Extrusion de vincristina, diltiazem,
en'yhi ado. rifon xenobidticos de las verapamilo, indinavir,
intésti%o dél a do’ células al espacio ritonavir, eritromicina,
MDR1 colon barre?a " | extracelular (ej. BBB) | ketoconazola, ciclosporina
(ABCBY) hema’toencefélica 0 para el exterior del A, tacrolimus, digoxina,
barrera " | cuerpo (gj. Intestino) o | quinidina
hematotesticular para detoxificacion via
barrera " | renaly hepatica Otros: Esteroides, lipidos,
hematonlacentaria bilirrubina, acidos biliares,
P testosterona, progesterona
E,X tegd'dé; n Farmacos: Vicristina,
blgr? ro, non, Extrusion de metotrexato, saquinavir,
hzmiztzrra uidea xenobitticos y grepafloxacina antraciclinas,
barrera g ' | metabolitos etoposide, teniposide
MRP1 hematotesticular endégenos
(ABCC1) cardiomiocitos " | Secrecion de Otros: LTC4, conjugado de
placenta pr(')st’ata leucotrieno (LTC4) por | glutation del acido
Menor e)‘(presién‘ leucocitos etacrinico, estradiol-17-D-
intestino delgado. glucurénido, GSH, glutation
colon, cerebro oxidado
Regulacién de la
Intestino, higado, absorcllc’m |ntest|na!y Farmacos: Metotrexato,
s secrecion renal y biliar . .
rifidn, cerebro r mitoxantrona, analogos de la
e sustratos, y . )
Placenta, colon, " camptotecina (SN-38, etc),
. . proteccién del cerebro o .
pulmén, glandulas .~ | topotecan, Irinotecan,
BCRP y feto frente a toxinas; .
suprarrenales, ; flavopiridol
(MXR) . Papel muy importante
mamarias y X g
(ABCG2) . en la resistencia a . . .
sudoriparas, 2 Otros: 4-metilumbeliferona
armacos. - .
barrera glucurénido, estradiol-17-D-
. Transporte normal de -
hematoencefélica, hemo durante Ia glucurénido, colesterol,
células troncales 9 estradiol
maturacion de los
eritrocitos
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3.1.4 Analisis por CMF de la funcién de transporte de farmacos

Los niveles de transportadores ABC en las células pueden ser determinados
mediante varias técnicas. Se puede identificar las proteinas con anticuerpos
especificos usando las técnicas de Western blot, inmunohistoquimica y CMF,
también a través de la determinacion de los niveles de mRNA de los transportadores
(reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) y
Northern blot), y mediante el analisis de su actividad funcional por CMF (Pétriz &
Garcia-Lopez, 1997b).

Se pueden evaluar fenotipos de resistencia a mdltiples farmacos con
precision mediante el uso de ensayos funcionales de los transportadores ABC
(Garcia-Escarp et al., 2004). El analisis funcional de los transportadores puede
realizarse mediante diversas técnicas: usando sustratos marcados con
radioactividad (°H vinblastina), a través del analisis cinético del transporte de
farmacos usando sustratos de transportadores ABC unidos a compuestos
fluorescentes (cumarina-vinblastina), y la determinacion por CMF del eflujo de
sondas fluorescentes (Pétriz & Garcia-Lopez, 1997b).

Los ensayos funcionales por FCM permiten medir el flujo activo de salida de
sustratos fluorescentes especificos de esos transportadores. Los primeros estudios
en los que se utilizé la citometria de flujo para monitorizar el eflujo de farmacos
datan de la década de 1980. Estos ensayos y la tincion simultdnea con anticuerpos
monoclonales han sido ampliamente utilizados para caracterizar funcional y
fenotipicamente las células tumorales con resistencia a multiples farmacos (Garcia-
Escarp et al., 2004). La deteccion de la actividad de transportadores multi-farmaco
en muestras de tumores humanos es de gran interés clinico, particularmente en la
investigacion de sustratos que puedan revertir el fenotipo de resistencia a maltiples
farmacos (Pétriz & Garcia-Lopez, 1997b).
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Varios farmacos antitumorales como las antraciclinas (doxorrubicina,
daunorrubicina, mitoxantrona), tienen propiedades fluorescentes, de forma que
pueden ser utilizadas para cuantificar su captacion, su retenciéon y su eflujo en
células tumorales. Ademas de farmacos también existen sondas fluorescentes muy
conocidas y de muy baja toxicidad, que son sustrato de los transportadores ABC,
tales como la rhodamina-123 (Rh123), bis-benzimidazoles (Hoechst 33342) (Pétriz &
Garcia-Lopez, 1997b), Bodipy-VER, JC-1 (Sarkadi et al., 2006), Syto13 (Wlodkowic
et al, 2008), 3,3-dietiloxacarbocianina  yoduro  (DiOCy(3)), 3,3-
dietiloxadicarbocianinayoduro (DODC), derivados de tiazol y oxazol (SY-38 y SY-
3150 respectivamente), y sondas fluorescentes de calcio (Indo-1AM, fluo-3AM,
Calceina y Calceina-AM) (Pétriz & Garcia-Lopez, 1997b).

Los transportadores ABCB1, ABCC1 y ABCG2 comparten la especificidad de
muchos sustratos (Figura 10) y para identificar el transportador que se expresa en
las células es imprescindible el uso simultaneo de sustratos fluorescentes e
inhibidores especificos.

La Gp-P ademéas de compartir con el ABCG2 sustratos tales como la
doxorrubicina, daunorrubicina, Hoechst 33342 y Rh123 (Figura 10 y Tabla 3) (Doyle
& Ross, 2003; Kusch-Poddar, 2006) comparte ademas inhibidores tales como el
verapamilo. Un inhibidor muy especifico de alta afinidad de la resistencia a farmacos
en células tumorales que expresan ABCG2 (Sarkadi et al., 2006) es la
fumitremorgina C, una toxina derivada del hongo Aspergillus fumigatus, que puede
ser utilizada para estudios farmacoldgicos in vitro, pero que debido a su elevada
neurotoxicidad, no se puede usar en animales y humanos (Kusch-Poddar, 2006;
Rabindran et al., 2000).
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ABCB1

Bod-VER Calceina-AM Calceina
Syto13 Fluo3-AM GS-N-PM
JC1 CMFDA

DIOC,(3)

eFluxx-I0 green
oechst e luxx-D gold

Feoforbidaa
Lisofracker green
BBR3390

ABCG2

Figura 10: Diagrama de Venn de las sondas fluorescentes utilizadas en estudios funcionales
de transportadores ABC. Algunas de las sondas son selectivas para uno o dos
transportadores pero la mayoria tienen especificidades solapadas. (Lebedeva, Pande, &
Patton, 2011; Sarkadi et al., 2006; Schinkel & Jonker, 2012). Adaptado de Sarkadi et al.,
2006.
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Tabla 3: Sustratos fluorescentes e inhibidores de los transportadores ABCB1, ABCC1 y
ABCG2. (Lebedeva et al., 2011; Sarkadi et al., 2006; Schinkel & Jonker, 2012). Adaptado de

(Sharom, 2008).

T Nombre Sustratos Fluorescentes Inhibidores
ransportador
BODIPY-VER Primera gene.racién
Verapamilo
Syto13 Ciclosporina A
JC-1
DIOC(3) Segunda generacion
Hoechst 33342 PSC833 (Valspodar)
MDR1 Rn123 VX-710 (Biricodar)
(ABCB1) BODIPY-prazosin
(F:Ia IcgiRaAM Tercera generacion
Mi‘:gxéntmna 0C144-093 (Ontogen)
eFluxx-ID green GF120918 (Elacridar)
eFluxx-ID gold XR9576 (Tariquidar)
LY335979 (Zosuquidar)
GS-N-PM
CMFDA
Calceina
MRP1 Calceina-AM Probenecid
(ABCC1) Fluo3-AM VX-710 (Biricodar)
Mitoxantrona
eFluxx-ID green
eFluxx-ID gold
Feoforbida a
Lysotracker green Cicloporina A
BBR3390 Fumitremorgina C
BCRP Hoechst 33342 GF120918 (Elacridar)
(MXR) Rh123 Ko143
(ABCG2) BODIPY-prazosin Pantoprazole
Mitoxantrona XR9576 (Tariquidar)
eFluxx-ID green VX-710 (Biricodar)
eFluxx-ID gold
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3.2 Metabolismo de xenobioticos — biotransformacion in vitro

Como se ha descrito anteriormente, el uso de modelos animales para el
estudio de la toxicidad humana, tiene la ventaja de tener en cuenta los diferentes
mecanismos de regulacion (ADMEtox), aunque también cuenta con la desventaja de
las diferencias entre especie, ademas de las ya comentadas como el elevado coste,
el problema ético-animal y el tiempo dedicado a los experimentos, asi como la
elevada variabilidad. Por lo contrario, el uso de lineas celulares continuas, mejora
estos aspectos, pero carece de la complejidad del organismo, ademas de la pérdida
de muchas caracteristicas tipicas de sus tipos celulares, como por ejemplo la
expresion de enzimas con actividad de biotransformacion.

El uso de lineas celulares para predecir la toxicidad in vivo es limitado en los
estudios de toxicidad dependiente de biotransformacion. Las lineas celulares
continuas v los cultivos primarios de células hepaticas son las mas utilizadas como
modelos in vitro para determinar la toxicidad hepatica (Soldatow et al., 2013; Tomida
et al., 2015) a pesar de sus limitaciones (Tabla 4).

Los hepatocitos inmortalizados sufren la pérdida de la mayor parte de sus
actividades de biotransformacion (Aninat et al., 2006; Donato & O’Connor, 2004;
Martinez-Romero et al., 2004). La linea celular HepG2 se ha usado ampliamente en
estudios de dafio hepatico in vitro, pero carece de funciones especificas del higado,
particularmente del metabolismo de xenobi6ticos realizado por el citocromo P450
(CYPs) (Guguen-Guillouzo & Guillouzo, 2010; Tomida et al., 2015).

Los cultivos primarios de hepatocitos humanos por otra parte, han sido los
mas elegidos a la hora de estudiar la toxicidad y el metabolismo de xenobioticos
(Hewitt et al., 2007; LeCluyse, 2001; Tomida et al., 2015) aln siendo
fenotipicamente inestables, muy variables (variabilidad entre donantes y tipo de
metabolizador), de dificil disponibilidad y de tiempo de vida muy limitado (Guguen-
Guillouzo & Guillouzo, 2010; Tomida et al., 2015).
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Los avances en el area de cultivo celular, han permitido que algunas lineas
celulares continuas mantengan sus caracteristicas normales sin perder sus
funciones especializadas (Zucco, 1992).

Recientemente, se ha desarrollado una nueva linea celular humana derivada
de carcinoma hepatocelular, la linea HepaRG (Gripon et al., 2002). Esta linea
presenta una alternativa prometedora, ya que, al contrario que las lineas celulares
continuas como las HepG2, expresa los marcadores de hepatocitos, y mantiene
varias funciones metabolicas, secretoras y de actividad de desintoxicacién de drogas
(Aninat et al., 2006).

En cultivo, estas células pueden diferenciarse de un estado de células
progenitoras a hepatocitos maduros y a células biliares primitivas, manteniendo la
funcionalidad relativamente estable durante varias semanas a elevada confluencia
(Jossé et al., 2008; Mueller et al., 2015). Expresan de 81% a 92% de los genes
activos en hepatocitos humanos y, también un subconjunto de genes especificos
relacionados con su estado transformado, algunas anomalias cromosomicas y la
presencia de progenitores de células epiteliales biliares (Mueller et al., 2015; Rogue
etal., 2012).

Por todo lo descrito, se espera que estas células puedan ser una alternativa
al uso de hepatocitos primarios y otras lineas celulares continuas para el estudio de

la toxicidad in vitro y el metabolismo de xenobidticos.
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Tabla 4: Modelos para determinacidn de hepatotoxicidad y caracteristicas. Adaptada de Schroeder et al., 2011; Wilk-Zasadna et al., 2015.

Modelo Caracteristicas

Ventajas

Limitaciones

Higado aislado perfundido

Cultivo érgano ex vivo
Mas parecido a in vivo

Enzimas y cofactores totales del higado; estructura
del higado; todos los tipos de células del higado; flujo
de bilis

Necesidad de tejido fresco; viabilidad muy limitada
(2-3h); solo se puede testar uno o unos pocos
compuestos; diferencias entre especies (no se puede
utilizar el humano); baja reduccion del nimero de
animales

Muestralcorte de tejido
hepatico

Cultivo de tejido ex vivo

Parecido a in vivo

Mantiene la estructura hepatica basica, las funciones
metabdlicas competentes al menos durante las
primeras fases de incubacién; enzimas y cofactores
totales del higado; mayoria de los tipos celulares
presentes en el higado; interacciones célula-célula.

Requiere una preparacién y técnicas de incubacion
especializadas; diferencias en el flujo de los
nutrientes dependiendo del espesor del corte;
deterioro gradual; se necesita tejido fresco; viabilidad
limitada (=24h); células dafiadas en la superficie de
corte; aireacién marginal de las células interiores; no
tiene flujo de bilis; crio preservacion limitada.

Cultivos primarios de
hepatocitosaislados(también
criopreservados)

Cultivo celular ex vivo de
biopsias o higados

Considerado el estandar — contiene todos los
enzimas y cofactores de la metabolizacion de
xenobidticos; refleja la variacién inter-individual — es
recomendable testar con mdltiples “lotes” (batches);
posibilidad de crio preservar; posibilidad de hacer
cribados de alto contenido

En cultivo baja la capacidad de metabolizacion de
xenobidticos (las funciones metabdlicas disminuyen
con el tiempo); refleja variacion inter-individuos —
puede ser una desventaja dependiendo del propésito
del estudio; muy caro/costoso, requiere espacios
especializados; necesidad de procedimientos y
técnicas especificas bien establecidas; pérdida de la
estructura del higado; variabilidad entre lotes
(Viabilidad, eficiencia de adhesién)
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HepaRG

Cultivo in vitro

Mantiene la capacidad metabdlica comparable a los
hepatocitos humanos; puede usarse en estudios de
aclaramiento hepatico; ofrece buena reproducibilidad
y robustez experimental.

No puede aportar informacion de la variabilidad inter-
individuo — representa Unicamente un donante.

HepG2

Cultivo in vitro

Ampliamente usada en toxicologia a pesar de la falta
de actividad metabdlica; buena herramienta para
estudiar los compuestos parentales; buena
reproductibilidad inter-experimentos; posibilidad de
crio preservar; posibilidad de hacer cribados de alto
contenido.

Ausencia o0 baja expresion de enzimas; actividad
enzimatica endégena de CYP limitada; inestabilidad
de genotipo y fenotipo.

Microsomas de higado

Suspension celular de
fraccion de organulos

Consistentemente representa el tejido original y
puede ser usado en estudios iniciales de
caracterizacion y cuantificacion de perfiles
metabdlicos; facil de usar; posibilidad de crio
preservar; posibilidad de hacer cribados de alto
contenido.

No adecuado como sistema in vitro de pruebas de
toxicidad reales; patrones metabdlicos de elevada
variabilidad; los microsomas solo contienen CYPs,
FMOs y UGTs; ausencia de enzimas de la fase II;
requiere suplementos de co-factores; extrapolacion
limitada a la situacion in vivo; perfil metabdlico
parcial.

Células modificadas
genéticamente

Sistema artificial

Buena reproducibilidad inter-experimental; crio
preservacion posible; adecuado para cribado de alto
contenido.

NUmero de limitado de enzimas por experimento;
necesidad de estudio piloto; estudio a corto plazo;
extrapolacion limitada a la situacion in vivo.

Células embrionarias y
células troncales
pluripotentes inducidas

Exhibe funciones hepaticas especificas como el
almacenamiento de glicgeno, gluconeogénesis,
sintesis de urea, glucuronoconjugacion y propiedades
farmacoldgicas tales como la actividad de enzimas de
las fases |y Il.

Potencialmente prometedoras — Dudas entre fenotipo
adulto/fetal; actividad P450 relativa; elevado coste.
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OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio es mejorar el valor predictivo de la citoxicidad
basal como alternativa in vitro a los animales de laboratorio, mediante la puesta a
punto de procedimientos miniaturizados de cultivo celular y la incorporacién de
parametros mas especificos, indicadores de dianas moleculares. Esto se abordara
mediante la investigacién de las alteraciones celulares tempranas inducidas por
compuestos toxicos, aplicando una plataforma de ensayos de toxicidad de alto
contenido, el conjunto de ensayos denominados "Panel Citémico de Ensayos de
Estrés Oxidativo”.

Los objetivos concretos son:

1 — Miniaturizar y optimizar un Panel Citémico de Ensayos de Estrés
Oxidativo basado en la citometria de flujo en lineas celulares humanas.

2 — Evaluar la capacidad predictiva de toxicidad humana aguda in vivo del
Panel Citdmico de Ensayos de Estrés Oxidativo, mediante la correlacion de los
valores de citotoxicidad obtenidos en los ensayos de estrés oxidativo con los
obtenidos en ensayos in vitro de referencia.

3 — Determinar la capacidad del Panel Citdmico de Ensayos de Estrés
Oxidativo para clasificar correctamente los compuestos usando un sistema de
estimacion de riesgo de toxicidad quimica en humanos, adaptado del Sistema de
Armonizacion Global (GHS).

4 - Determinar la capacidad del Panel Citémico de Ensayos de Estrés
Oxidativo para predecir la toxicidad érgano-especifica.

5 — Aplicar el Panel Citomico de Ensayos de Estrés Oxidativo al analisis
cuantitativo in vitro de la citotoxicidad basal y la toxicidad dependiente de
biotransformacion de diferentes xenobioticos.

6 — Determinar la expresion de transportadores multifarmaco en las lineas

utilizadas.
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1. Cultivos Celulares

1.1 Lineas celulares

Las  siguientes  lineas  celulares
establecidas  humanas (ECACC, European
Collection Cell Cultures, Salisbury, UK y Life
Technologies) han sido utilizadas para determinar

|la citotoxicidad basal érgano especifica.

A704 (ECACC No 93020513) es una linea
celular humana derivada de un adenocarcinoma

de rifion.

HepG2 (ECCAC No 85011430) es derivada
de un carcinoma hepatico bien diferenciado. Esta
linea celular produce un gran rango de proteinas,
presenta valores despreciables de enzimas de

biotransformacion.

SH-SY5Y (ECCAC No 94030304) es una
sublinea de la linea de neuroblastoma SK-N-SH

establecida a partir de una metastasis en hueso.

HepaRG (Life Technologies HPRGC10) es

una linea celular que mantiene la expresion de

enzimas que participan en la activacion de los

compuestos quimicos.

Figura 11: lineas celulares
utilizadas. A — A704; B -
HepG2; C - SY-SY5Y; D -
HepaRG
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1.2 Medios de cultivo

1.2.1 Medios de cultivo rutinarios

a) Cultivo de células A-704: medio minimo esencial de Eagle (EMEM) con
sales de Earle y bicarbonato sodico, sin L-Glutamina (Sigma, M2279).
Suplementado con:

10 % SBF inactivado por calor (Gibco, 16140-071)

1% aminoacidos no esenciales (Gibco, 11140)

2 mM Glutamina (Gibco,25030-024)

100 Ul/mL Penicilina y 100 pg/mL Estreptomicina (Gibco, 15140-
031)

1 mM Piruvato Sddico (Gibco, 11360-039)

b) Cultivo de células HepG2: medio minimo esencial de Eagle (EMEM) con
sales de Earle y bicarbonato sodico, sin L-Glutamina (Sigma, M2279).
Suplementado con:

10 % SBF inactivado por calor (Gibco, 16140-071)

1% aminoacidos no esenciales (Gibco, 11140)

2 mM Glutamina (Gibco,25030-024)

100 IU/mL Penicilina y 100 pg/mL Estreptomicina (Gibco, 15140-
031)

c) Cultivo de células SH-SY5Y: mezcla 1:1 de medio Dulbecco modificado
con Eagle y medio Ham F12 con Glutamax (Gibco, 31331) suplementado con:
15 % SBF inactivado por calor (Gibco, 16140-071)
1% amino&cidos no esenciales (Gibco, 11140)
2 mM Glutamina (Gibco,25030-024)
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100 IU/mL Penicilina y 100 ug/mL Estreptomicina (Gibco, 15140-
031)

d) Cultivo de células HepaRG: Medio William's E (Gibco, 12551) adicionado
con:
10% (v/v) de suero HyClone FetalClone inactivado por calor
(Celbio).
1% aminoacidos no esenciales (Gibco, 11140)
2 mM Glutamina (Gibco, 25030-024)
100/mL Penicilina y 100 ug/mL Estreptomicina (Gibco, 15140-031)
5 ug/ml de Insulina bovina (Sigma Aldrich, 16634)
50 UM de hidrocortisona (Sigma Aldrich, H0888)

1.2.2 Medios de cultivo para el tratamiento con téxicos
Se utiliza el medio de cultivo rutinario de cada linea suplementado con 5% de
SBF.

1.2.3 Medio de diferenciacion de HepaRG

Se utiliza el medio de cultivo rutinario suplementado con 2% (v/v) de DMSO.

1.3 Crecimiento y mantenimiento del cultivo celular

Tras su recepcion los viales de las células criopreservadas son almacenados

en nitrégeno liquido.
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1.3.1 Congelacion y descongelacion

Cuando las lineas celulares A704, SH-SY5Y y HepG2 alcanzan el 60-80% de
confluencia en cultivo se despegan del frasco con la ayuda de tripsina, se
centrifugan y se cuentan utilizando una camara de Neubauer. Son resuspendidas
después en SBF al 10% de DMSO (agente criopreservante), alicuotadas en
crioviales estériles y almacenadas en un congelador a -80°C en el recipiente “Mr
Frosty” durante varias horas, se consigue asi un descenso de temperatura gradual
de 1°C/min necesaria para la preservacién de la viabilidad celular. En el caso
particular de las células HepaRG, se dejan proliferar durante dos semanas hasta
superar en 100% de confluencia y posteriormente se congelan de forma similar a la
descrita para las demas lineas celulares. Las células son almacenadas a

continuacién en nitrégeno liquido hasta su utilizacion.

1.3.2 Descongelacion

Se introducen los criotubos en el bafio a 37°C+1°C y se agitan hasta su total
descongelacion, e inmediatamente son trasferidos a frascos de cultivo que contienen

medio de cultivo rutinario ya atemperado.
1.3.3 Mantenimiento y cultivo rutinario

Las lineas celulares crecen como monocapa en frascos de cultivo (25 cm?) o
placas de cultivo de 96 pocillos a 37°C+1°C, 90% + 5% humedad, y 5.0% + 1%
CO.. Las células son observadas diariamente al microscopio de contraste de fases,
y cualquier alteracion morfolégica debera ser anotada. Cuando las células se
encuentran entre el 50 — 80% de confluencia son extraidas del frasco con tripsina-

EDTA 0.25% y subcultivadas a la mitad de confluencia.
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1.3.4 Siembra de placas de cultivo

Las células en fase logaritmica de crecimiento son sembradas en placas de
96 pocillos con medio de cultivo rutinario a la concentracion final de 1,4x108, 2x105 y
9x10* células/mL para SH-SY5Y, HepG2 y A704, respectivamente y son incubadas
a 37°C+1°C, 90% + 5% humedad y 5.0% =+ 1% CO, durante 24 horas.

1.4 Crecimiento y mantenimiento de la linea HepaRG

Para el cultivo de esta linea celular se ha seguido las recomendaciones
descritas anteriormente en diversos articulos cientificos (Aninat et al., 2008;
Guillouzo et al., 2007; Jennen et al., 2010; Kanebratt & Andersson, 2008;
Libberstedt et al., 2011).

Al contrario de las demas lineas celulares, las células HepaRG no se dividieron
hasta pasadas dos semanas de incubacion con medio de cultivo. Entonces se
sembraron las placas de 96 pocillos en la proporcién de 1 frasco para 4 placas.

Estas células necesitan ser cultivadas a baja densidad, en la que adquieren la
morfologia de células indiferenciadas con apariencia de fibroblastos. Se dejaron
proliferar durante 2 semanas hasta llegar a una confluencia elevada. Después se
reemplazé el medio de cultivo por medio de diferenciacion (medio de cultivo
suplementado con 2% (v/v) de DMSO) y se incubaron durante 2 a 3 semanas
(cambiando el medio cada 2 dias) permitiendo la formacién de colonias de células
con apariencia de hepatocitos maduros (hepatocyte-like-cells) (Figura 12)
delimitadas por estructuras tipicas de canaliculos biliares y que expresan

marcadores especificos de higado (Aninat, 2005).
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Figura 12: Resumen del cultivo, diferenciacion, tratamiento y pase de muestra de la linea
celular HepaRG (adaptado de www.medscape.com).

2. Farmacos y xenobiéticos en estudio

2.1 Seleccion de Farmacos y xenobidticos

Para la seleccion de la libreria de compuestos para nuestro estudio de
citoxicidad in vitro se han seguido las recomendaciones del ECVAM Biostatistics
Task Force. Se han seleccionado 60 compuestos de referencia (Tabla 5), que
incluyen farmacos y productos quimicos industriales y biocidas, de los que se
dispone de datos de toxicidad aguda in vivo (LD50 o LC50 en sangre) en diferentes
registros de toxicidad, que abarcan un rango de toxicidad tisular en animales y
humano y que tienen diferentes mecanismos de toxicidad y dianas tisulares y
sistémicas.

Estan incluidos compuestos de las diferentes categorias de toxicidad (del 1 al
5) de acuerdo con el Sistema Global de Armonizacién de Clasificacion y Etiquetado
de quimicos (GHS) (Sjostrom et al. 2008). Ademas, en la mayoria de los casos, se
ha establecido la correlacion entre su citotoxicidad basal in vitro (IC50 en el ensayo
de captacion de Rojo Neutro) y su toxicidad aguda in vivo (LD50), segun los
resultados del principal estudio multicéntrico disponible de correlacion de toxicidad in

vitro/in vivo, el estudio MEIC (Multicenter Evaluation of In vitro Cytotoxicity)
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(Scheers, Ekwall, & Dierickx, 2001), con su estudio derivado ADEIT (Clemedson et

al., 2002)

Ademas el conjunto de tdxicos seleccionados incluye, por una parte,

compuestos en los que los ensayos de citotoxicidad basal predicen la toxicidad

humana aguda y compuestos que no se localizan sobre la recta de regresion en la

correlacion in vitro/in vivo (‘outliers”).

Tabla 5: Compuestos tdxicos de estudio. SNC — sistema nervioso central; SNP - sistema
nervioso periférico. Datos extraidos o generados por el consorcio del Proyecto ACuteTox
(AcutoxBase) (Clemedson et al., 2002; Galofré et al., 2010; Kinsner-Ovaskainen et al., 2009).

Compuesto

Uso Comiin

Tipo de toxicidad / 6rgano diana

17a-Etinilestradiol

Farmaco — contraceptivo oral

Aumento relativo del riesgo de
carcinoma del endometrio y de
cancer de mama. Colestasis

2,4-Acido
diclorofenoxiacético

Herbicida

SNC, higado, rifidn y corazén

5-Fluorouracilo

Farmaco — Antitumoral

Corazén, medula 6sea, sistema
inmune y sangre

Acetaminofeno

Farmaco — Antiinflamatorio

Hepatotoxico. Estrés oxidativo,
higado, rifion, SNC

Acetonitrilo

Industria — Solvente

Pulmon, sangre, rifién, higado y
SNC

Acido Acetilsalicilico

Féarmaco — Analgésico, antipirético y
antiinflamatorio

Sangre

Amiodarona clorhidrato

Farmaco — Antiarritmico

Sistema cardiovascular, pulmon,
higado

Amitriptilina clorhidrato

Farmaco — Antidepresivo

SNC y corazén

Arsénico trioxido

Industria — Produccion de otros
compuestos de arsénico usados en
insecticidas, fungicidas y herbicidas.

Citotoxicidad, hepatotoxicidad,
nefrotoxicidad. Aparato digestivo

Atropina monohidrato
sulfato

Farmaco — Usado en oftalmologia y
como antidoto en casos de
envenenamiento por organofosfatos y
hongos

SNC, SNP, corazon. Es un
antagonista de los receptores
muscarinicos.

Benceno

Industria — Produccion quimicos:
polimeros, detergentes, pesticidas,
farmacos, etc. Uso como solvente y
aditivo de gasolina

Sangre, medula ésea, higado y
SNC. Genera radicales de
oxigeno
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Tabla 5:(Continuacion).

Cadmio cloruro

Industria — Usado en baterias, pesticidas
y fungicidas. Presente en materiales
industriales, otros metales y
combustibles fésiles

Rifon, higado, pulmén y
linfocitos T

Cafeina

Farmaco, aditivos de comidas y bebidas.
Usado como estimulante del SNC,
antidepresivo y calmante del dolor

SNC, corazon, rifion

Carbamazepina

Féarmaco — Anticonvulsivo. Usado en el
tratamiento de epilepsia, dolor
neuralgico y trastorno bipolar afectivo

Nervios, sangre, higado, rifién,
sistema endocrino

Cloral hidrato

Industria y farmaco - hipnético y
sedante. Usado como anestésico en
medicina veterinaria

Nervios, rifion, corazon, SNC,
higado

cis-Diaminoplatino (I1)
dicloruro

Farmaco antineoplasico

Nefrotoxicidad, neurotoxicidad.
Rifon, higado, intestinos

Colchicina Farmaco antiinflamatério. Higado
Féarmaco — Antibiético. Usado en
Cicloheximida combmaaon eon gtrosl agentes en el Rifon, glandulas adrenales
tratamiento de varios tipos de cancer.
Usado en agricultura como fungicida
Ciclosporina A Farmaco - Inmynosupresor. Usado en Rifién, higado
trasplantes de 6rganos
Farmaco - Ansiolitico. Sedante,
Diazepam anticonvulsivo, anestésico, relajante SNC
muscular
Diclorvos Pesticida. Insecticida organofosforado. Eil;g:a;angre, corazon, 0jos,
N Industria — Solvente antlcongglante y Hepatotoxicidad y neurotoxicidad.
Dietilenglicol humectante de tabaco, esponjas A )
NP Rifién, higado, nervios
sintéticas, corcho, etc
Digoxina Farmaco - Tratamiento de aritmias y Corazon, aparato digestivo, SNC

fallo cardiaco

Dimetilformamida

IndUstria — Solvente organico usado en
industria quimica y laboratorios

Toxicidad hepatica y del aparato
digestivo

Diquat dibromuro

Herbicida

Rifién, aparato digestivo. Estrés
oxidativo

Epinefrina bitartrato

Farmaco utilizado en choques
anafilacticos y reanimacion cardiaca,
tratamiento de asma y glaucoma.
Cirugias, inmunoterapia, etc

Sistema nervioso simpatico,
corazon, musculo liso

Etanol

Componente de bebidas alcohdlicas.
Solvente usado en laboratorios y en
industria de farmacos, perfumes, etc

Hepatotoxicidad. Sistema
nervioso central y cardiovascular
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Tabla 5:(Continuacion).

Industria — Anticongelante, solvente.

Etilenglicol Ingrediente de condensadores SNC, corazén y rifién
electroliticos

Amonio glufosinato Herbicidas y algunos pesticidas SNC

Hexaclorobenceno Industria, fungicida, herbicida Higado, sangre

Hexaclorofeno Antiséptico, bacteriostatico. Usado como SNC, piel, aparato digesivo

fungicida y bactericida en agricultura

Hierro (I1) sulfato

Industria — fertilizantes, suplementos
alimentario, farmaco, etc

Rifion, SNC, sistema
cardiovascular. Vasculitis y

Industria quimica. Solvente

SNC, sistema cardiovascular,

Isopropanol anticongelante, antiséptico y usado ]
p pulmén
como farmaco
Lindano Pesticida SNC, higado rifién
Industria. Farmaco — tratamiento e
. RS . ol SNC, rifién, sistema
Litio sulfato psiquiatrico: mania, depresion ;
, o ! . cardiovascular
enddgena, psicosis y esquizofrenia
Malation Pesticida CNS, musculos, corazdn

Mercurio (Il) cloruro

Industria. Antiséptico, desinfectante

Rifién, sistema vascular, aparato
digestivo

Metanol Industria. Solvente. Anticongelante CNS, pancreas, higado y corazon
Farmaco. Biocida. Usado en veterinaria

Nicotina en el tratamiento frente a los parasitos. | SNC, SNP
Cigarros.

Ocratoxina A Micotoxina existente en cereales, café, Nefrotoxicidad. Carcinogénico

frutos secos.

Orfenadrina clorhidrato

Farmaco. Antidepresivo; usado como
medicacion en la enfermedad de
Parkinson; actividad antihistaminica;
relajante muscular

SNC, corazén, higado

Paraquat dicloruro

Herbicida (uso doméstico y en

Pulmon, rifién, higado.

agricultura) Generacion de radicales libres
Paration Pesticida usado en agricultura SNC, SNP

Biocida. Usado en la industria textil y en | Higado, corazédn, rifién, sistema
Pentaclorofenol o .

productos sanitarios y desinfectantes vascular, SNC

Farmaco. Barbitlrico, depresor del SNC,
Fenobarbital antlgonvulswo (gpllepsm), sedantg SNC, corazdn

(ansiedad) y utilizado en el tratamiento

de la hiperbilirrubinemia neonatal

Farmaco usado en Oftalmologia y como
Fisostigmina antidoto en intoxicaciones por SNC, SNP

compuestos con efectos anticolinérgicos
y antidepresivos triciclicos
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Tabla 5:(Continuacion).

Propranolol clorhidrato

Farmaco bloqueador B-adrenérgico.

Tratamiento de hipertensién, arritmias,
angina de pecho, infarto de miocardio,
glaucoma de angulo abierto, migrafias

SNC, higado, rifion

Industria. Utilizado para hacer tintes,

Pulmon, higado, aparato digestivo

Pireno pesticidas, productos farmacéuticos y (dados obtenidos de animales
plasticos experimentales)
Rifampicina Farmaco. Antibiético (tuberculosis y Higado

lepra)

Sodio cloruro

Aditivo de comida fundamental

SNC, pulmon, rifion, sistema
vascular

Sadico fluoruro

Farmaco. Previne caries. Tratamiento de
osteoporosis

Veneno celular (la formacién de
fluoruro de calcio hace que
disminuya la concentracion
plasmatica de calcio)

Dodecilsulfato sédico
(SDS)

Detergente usado en la industria
cosmética. Toxico de referencia en
pruebas toxicologicas

Desconocido

Sodio selenato

Insecticida usado en horticultura de
plantas no comestibles

(Selenio): SNC, corazdn, pulmén,
higado, rifion

SNC, sistema cardiovascular,

Acido valproico Farmaco anticonvulsivo ]
higado
Estricnina Se Ut'!'z.a en meqlgamentos veterinarios, SNC, corazén, higado, rifion
en raticidas, y avicidas
Talio sulfato Industria. Raticida. Cprazon, rifion, higado, SNC,
sistema vascular, SNP
tert-butilo o Inductqr’ de peroxujacmn;
. e Industria quimica reduccion de los niveles de
Hidroperéxido

glutation en eritrocitos humanos.

Tetraciclina clorhidrato

Farmaco — Antibiético bacteriostatico

Rifon y higado

Verapamilo clorhidrato

Farmaco. Tratamiento hipertension,
arritmias cardiacas, taquicardias, angina
de pecho y otros trastornos
cardiovasculares

Sistema cardiovascular, higado.
Blogueador de los canales de
calcio

Warfarina

Farmaco anticoagulante. Usado como
raticida

Higado, sistema vascular
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2.2 Preparacion de los compuestos toxicos y tratamiento de

las células

Para la preparacion de las correspondientes soluciones de trabajo, se
tuvieron en cuenta las propiedades de solubilidad de los compuestos a estudiar.

Las células en fase logaritmica de crecimiento se sembraron en placas de 96
pocillos y se incubaron durante 24 horas antes de afiadirles los compuestos toxicos
permitiendo asi que las células se adhirieran correctamente y pudieran incorporar el
toxico. La incubacion de las células con los toxicos fue de 24 horas para SH-SY5Y y
de 48 horas para A704, HepG2 y HepaRG en las condiciones descritas

anteriormente.

2.2.1 Tratamiento con los compuestos toxicos solubles en DMSO

o etanol

Para los toxicos disueltos en DMSO o etanal, la concentracion final de estos
solventes en las células fue de 0,5% viv en los controles del vehiculo y en todas las
concentraciones del toxico. Para ello se prepard una solucion madre del tdxico 200
veces concentrada en DMSQO/etanol y a partir de ella, se hicieron diluciones seriadas
en el mismo solvente aplicando el factor de dilucion conveniente. Se realizé una
dilucién 1/100 en medio de cultivo de cada una de las diluciones realizadas
previamente. Por ultimo, se afiadieron 100 uL de medio de cultivo con 5% de SBF
por pocillo a la placa de 96 pocillos donde se habia sembrado la monocapa de
células y finaimente se afiadieron 100 uL de cada una de las diluciones de los
toxicos en el medio obteniendo la concentracion final (1x) de los compuestos y 0,5%

v/v de DMSO o etanol en medio.
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2.2.2 Tratamiento con los compuestos toxicos solubles en medio

de cultivo

Se prepard una solucion madre del toxico 2 veces concentrada en medio de
cultivo al 5 % de SBF. Se hicieron diluciones seriadas aplicando el factor de dilucién
apropiado afiadiendo 100 uL de cada una de las diluciones de los toxicos a la placa
donde previamente se habia afiadido 100 uL de medio de cultivo con 5 % de SBF

por pocillo.

3. Determinacion de los efectos de farmacos vy

xenobioticos

3.1 Ensayos de determinacion de la viabilidad celular

De acuerdo con las recomendaciones de los ensayos clasicos de
citotoxicidad, en una primera fase de experimentos se estudié un rango amplio de
concentraciones (factor 2410 = 3.16) para establecer la IC50, definida como la
concentracion de téxico que produce el 50% de muerte celular y elegir las
concentraciones de toxico utilizadas para el panel citdmico de estrés oxidativo. Para
la IC50 se utilizaron los ensayos de Yoduro de Propidio y de captacién de Rojo

Neutro.

3.1.1 Ensayo de captacion de Rojo Neutro

Este método se basa en el descrito por Borenfreund y Puerner (1985). La

captacion del colorante Rojo Neutro por los lisosomas y endosomas de las células
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vivas se utiliza como una indicacién cuantitativa del nimero de células y la
viabilidad.

Preparacion de soluciones

¢ Solucion stock de Rojo Neutro

Se prepard la solucion stock de Rojo Neutro (Sigma, N2889) a la
concentracion de 3,3 mg/mL en agua destilada. Se filtr6 la solucién con un
filtro de 0,45 um de diametro para evitar la posterior formacién de cristales.
Esta solucion puede almacenarse durante meses en oscuridad a

temperatura ambiente.

¢ Solucion de Rojo Neutro en medio de cultivo

Se prepara una solucion de Rojo Neutro de 33 ug/mL en medio de cultivo
suplementado con 5% de SBF. La solucidén debe mantenerse a 37° C antes

de afadirse a las células.

o Solucion de fijaciéon/permeabilizacion

La solucién de fijacidn se prepar6 con las siguientes proporciones:
- 1% solucién de acido acético glacial (Sigma, 537020)
- 50% Etanol absoluto (Sigma, 34923)
- 49% Hy0 destilada

Procedimiento
Se desechd el sobrenadante con los compuestos quimicos y se lavaron las

células con 100 uL de PBS y se afiadié la solucion de Rojo Neutro en medio de
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cultivo durante 1 hora en un incubador a 37°C+1°C, 90% + 5% de humedad y 5.0%
+ 1% CO.. Posteriormente se descarté el medio con rojo neutro, se lavaron las
células con 100 pL de PBS y se afiadié la solucion de fijacion. Se midid la

absorbancia en un lector de placas a 540 nm.

3.1.2 Ensayo de exclusion de Yoduro de Propidio

Pasado el tiempo de incubacién con el téxico, el sobrenadante de cada
pocillo se transfirié de la placa a tubos de polipropileno para no perder las células
necroéticas y apoptéticas despegadas de la monocapa. Se lavaron los pocillos con
50uL de PBS libre de Mg2?+y Ca?* (Sigma, D5652). Se afiadieron 50 L de tripsina-
EDTA 25% (Gibco, 25200-072) por pocillo y se incubaron 5 minutos a 37°C.
Posteriormente se afiadio a los pocillos 100 yL de una solucion de medio con
Yoduro de Propidio (YP) (Tabla 6) y se afiadié la solucién a los tubos que contenian
el medio de cultivo con los toxicos y el PBS. Se incub6 a 37 °C en oscuridad durante
5 minutos y se analizé con el citdmetro de flujo FC500 (Beckman-Coulter, Brea, CA)

excitando a 488 nm y emitiendo a 635 nm (fluorescencia naranja).

3.2 Determinacion de Estrés Oxidativo y Nitrosativo

3.2.1 Panel Citdmico de Ensayos de Estrés Oxidativo

El panel citomico consta de la determinacién por citometria de flujo de tres
parametros celulares relacionados con la generacion intracelular de especies

reactivas de oxigeno y nitrégeno en lineas celulares humanas adherentes:

Niveles intracelulares de anion superéxido: se mide utilizando el

fluorocromo MitoSOX™ Red (se excita a 488 nm y emite a 625 nm)
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Actividad peroxidativa: se mide utilizando el fluorocromo H.DCF-DA (se

excita a 488 nm y emite a 525 nm)

Niveles intracelulares de oxido nitrico: se mide utilizando el fluorocromo
DAF-FM-DA (se excita a 488 nm y emite a 525 nm).

Para cada compuesto toxico son elegidas cinco dosis dentro del rango de
IC20-IC80 de forma a que se obtenga una curva dosis-respuesta amplia entre
concentraciones criticas permitiendo determinar la EC50, la concentracién en molar

de toxico que produce el 50% de la intensidad de fluorescencia maxima detectada.

3.2.1.1 Preparacion de los fluorocromos

Las soluciones stock de MitoSOX Red, H.DCFDA y DAF-FM-DA se preparan
de acuerdo con las instrucciones del proveedor y se mantienen a -80°C. Las
concentraciones, asi como el solvente, la casa comercial y referencia de los

fluorocromos estan indicados en la Tabla 6.

Tabla 6: Caracteristicas de los fluorocromos utilizados en los ensayos de citometria de flujo.

Tiempo de
Fluorocromas Referencia | Casa comercial Solvente incubacién [ [ Trinat arwey seg¥sY [ et Hesz
(minutos)

H;DCF-DA D-6883 / SIGMA DMSO 30 2mM 10 pM 4pM

MitoSOX Red M36008 / INVITROGEN DMSO 30 05mM 1,25 pM 1,20 pM

DAF-FM-DA D-23842 1 INVITROGEN DMSO 15 25mM 2uM 2uM

YP P-4170/ SIGMA H0 ] 1.5mM 376 M 3,70 pM

3.2.1.2 Tincién celular y analisis en el citdmetro

El procedimiento para la deteccion de las especies reactivas es similar al de

la determinacion de viabilidad con YP (Tabla 6). Los protocolos citdmicos para la
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medida de la dispersién de la luz y de las emisiones de fluorescencia se disefiaron
de forma que permitiera combinaciones multiparamétricas compatibles a nivel del
espectro y de la compensacién. Los valores de fluorescencia que midieron los
parametros funcionales se restringieron (“gating”) a la poblacién de células vivas
identificadas por sus propiedades morfolégicas y de exclusion. Las combinaciones
multiparamétricas incluyeron el tamafio celular (dispersién frontal de la luz);
granularidad intracelular (dispersion lateral de la luz - 90°); indicadores de la
viabilidad celular e indicadores de estrés oxidativo y nitrosativo.

Se adquirié un numero suficiente de eventos celulares que garantizaba la
obtencién de mediciones estables y significativas. Un rango de 2000-10000 eventos

es suficiente para este propdsito.

Figura 13: Grafica bivariada de puntos (dotplot) que muestra un ejemplo de la
seleccion de la poblacién de células vivas mediante el tamafio celular (FS) y la
exclusion del YP. Los parametros funcionales se determinaron exclusivamente en la
poblacién de células vivas.
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3.2.2 Ensayo de determinacion de la 8-oxo-guanina (8-Oxo)

La cuantificacion de la 8-Oxo fue realizada por HCA por bioimagen, usando
un microscopio epifluorescente automatizado (In Cell Analyzer 1000, GE Healthcare)
y de acuerdo con las instrucciones indicadas en el kit OxyDNA (Calbiochem).

Este ensayo se realiz6 en las lineas celulares A704, SH-SY5Y y HepG2. En
HepaRG no se cuantifico la alteracion 8-Oxoal DNA debido a que, para los estudios
de metabolismo, se necesita las células diferenciadas. Para ello, es fundamental que
las células crezcan a una confluencia superior al 100% de la monocapa. Ese efecto
impide la correcta segmentacion y cuantificaciéon del dafio causado, por el software
de andlisis de imagen del In-Cell-Analyzer, y consecuentemente imposibilita la
correcta cuantificacion de ese parametro.

Este ensayo se basa en la unién directa de un anticuerpo conjugado a una
molécula fluorescente (FITC) a moléculas de 8-Oxo presentes en la guanosina del
DNA oxidado de las células fijadas. Para la tincidén del nucleo se utilizé DAPI.

Los pasos esenciales del procedimiento son:

- Fijacion con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos en hielo.

- Deshidratacion con Metanol al 75% y 95%.

- Permeabilizacion con Metanol al 99%, 30 minutos en hielo.

- Blogueo de los sitios de unién no especifica con una solucién de
bloqueo durante 45 minutos a 37°C.

- Incubacién con el anticuerpo conjugado con FITC durante la noche a
4°C con agitacion.

- Tincién nuclear con DAPI (1ug/mL).

A diferencia de otros procedimientos, que requieren la extraccion o
purificacién del DNA a partir de muestras biologicas, este ensayo permite observar

el efecto directamente en las células.
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3.2.2.1 Andlisis de imagen en el In Cell Analyzer 1000 (GE Healthcare)

El analisis de imagen fue realizado con el software de analisis "Investigator
Developer Toolbox" (GE Healthcare) utilizando algoritmos apropiados para la
segmentacion celular y el calculo de los datos.

Antes de la cuantificacion de la fluorescencia se aplicd a todas las imagenes
la correccion del ruido de fondo. Se utilizé la tincién con DAPI para definir el nicleo
mediante un algoritmo de segmentacion basado en la deteccién de los limites de la
region de interés, que permite separar las células de forma individual. Esto permitio
la cuantificacion de la 8-Oxo en dos compartimentos distintos — el nucleo y la
mitocondria (Figura 14). La medicion del dafio oxidativo fue Unicamente determinado
en células que estaban vivas, justo antes de la fijacién celular, ya que todas las
células utilizadas son adherentes y en el momento en que pierden la viabilidad, se
despegan de la placa y de esa forma, son descartadas.

Se consideré una variacion del 20% de la intensidad de fluorescencia para
todos los compuestos estudiados en comparaciéon con las células no tratadas
teniendo en cuenta que es la variacién ocasionada por el control positivo para la

medicién de este parametro.
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Figura 14: Esquema del andlisis realizado con el software Investigator Developer
Toolbox (GE Healthcare) para obtener la MFI de la 8-Oxo-FITC por separado en los
nucleos y citoplasma de las células.

4 Controles positivos

Para las etapas de optimizacion de los ensayos citomicos se han
seleccionado una serie de controles positivos, compuestos que modifican de forma
conocida los diferentes parametros celulares examinados mediante los ensayos
citbmicos. El conjunto de controles positivos se recoge en la Tabla 7. En todos los
casos (toxicos en estudio y controles positivos) se consideraron como controles
negativos los pocillos incubados con el volumen adecuado del vehiculo de
administracion del compuesto exdgeno.

La toxicidad inducida por los controles positivos fue determinada por citometria

de flujo y HCA por bioimagen. Se midi6 la viabilidad, los niveles intracelulares del
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anién superoxido, oxido nitrico, actividad peroxidativa y los niveles de 8-Oxo en el

DNA nuclear y mitocondrial.

Tabla 7: Controles positivos usados para validar el Panel Citomico de Ensayos de Estrés

Oxidativo.
Compuesto Parametro que modifica Referencia I Casa _TIE"‘PD_E,IE Concentracién
comercial incubacion
Plumbagina Generacion de superoxido P-7262 / SIGMA 1h 10- 50 pM
tert-butilo Hidroperoxido Estrés oxidativo / peréxidos B-2633 / SIGMA 1h 100 - 400 pM
- J s5c-202736 / Santa
NOR-1 Generacion de oxido nitrico Onuz Biotechnology - 2uM
Colchicina Produce mas 8-oxoG que el control positivo 27660/ ELUKA 24h 100~ 320 M
habitual - azul metileno + luz
Microondas Rotura membrana celular/ muerte celular - Segundos
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A Control 10mMP lumbagina

B Control

C Control {mMNOR-1

Control

Figura 15: La toxicidad inducida por los controles positivos fue determinada por citometria de
flujo y microscopia de fluorescencia utilizando el In Cell Analyzer. Se midié la viabilidad, y los
niveles intracelulares del anién superdxido (A), actividad peroxidativa (B),6xido nitrico (C), y
los niveles de alteraciones en el DNA derivadas de la adicién del radical -OH en la posicion
C8 de la guanina en el nucleo (D) y mitocondria (E) para asegurar la efectividad de estos
ensayos. En la figura se muestran los niveles obtenidos por el In Cell Analyzer para la linea
celular SH-SY5Y.
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5. Identificacion de Transportadores ABC y su

implicacion en la toxicidad in vitro

5.1 Identificacion de los transportadores ABC mediante PCR

en tiempo real (qQPCR)

Para identificar los transportadores ABC mediante qPCR se han usado
100.000 células de A704, SH-SY5Y, HepG2 y HepaRG.

5.1.1 Aislamiento y cuantificacion de RNA

La extraccion del RNA total se llevo a cabo utilizando el kit comercial RNeasy
Micro Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, se desechd el medio de cultivo de las placas, se lavaron y se
despegaron utilizando PBS Yy tripsina. Se lisaron las células afiadiendo 350 uL de
tampon RLT con mercaptoetanol (1:100). Se homogenizé con el vértex, se le afiadio
la misma cantidad de etanol al 70% y se mezcl6 cuidadosamente con la pipeta. Se
transfirio la muestra a una columna RNeasy MinElute colocada en un tubo de
coleccion de 2 mL y se centrifugd durante 15 segundos a 28000 x g. Se desechd el
liquido filtrado y se lavé la columna con 350 WL de tampdn RW1 centrifugando a la
misma velocidad durante 15 segundos. Se afiadi6 la mezcla de DNasa con tampén
RDD (1:8) directamente a la membrana de la columna y se agitd suavemente
volteando el tubo. Para que la digestion fuera completa, se dejé durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadié 350 yL de RW1 a la columna, y
se centrifugd durante 15 segundos a 28000 x g para lavar la membrana. Se desech6
el liquido y se agreg6 500 uL de tampdén RPE + etanol absoluto a la proporcién de

1:5 a la columna y se centrifugd en las mismas condiciones que anteriormente.
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Después se coloco 500 L de etanol al 80% a la columna y se volvié a centrifugar en
las mismas condiciones para lavar la membrana. Se deseché el liquido del tubo
colector retirando la columna con mucho cuidado para evitar que se quede etanol en
la columna. Se volvi6é a colocar la columna en otro tubo de coleccion de 2 mL, se
abrié el tapon y se centrifugd a la maxima velocidad durante 5 minutos y desechd el
tubo con el etanol con objeto de evitar futuras interferencias por parte de éste en las
reacciones.

La elucion del RNA se realiz6 afiadiendo 14 UL de agua libre de RNasa a la
columna colocada en un tubo de 1,5 mL y centrifugando a maxima velocidad durante
1 minuto.

Tras la extraccidn del RNA se determind su cantidad y calidad mediante una
medida espectrofotométrica usando el NanoDrop ND-2000 (NanoDrop
Technologies) a tres longitudes de onda: 230, 260 y 280 nm. Con la absorbancia a
260 nm se obtuvo el valor de la concentracion de acido nucleico (cercano a 2,2 para
RNA), y con el cociente entre la absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm se obtiene
el grado de pureza del RNA. Los valores comprendidos entre 1.8-2.0 y 2.0-2.2 para
el primer y el segundo cociente respectivamente, indican que se obtuvo un RNA de
buena calidad. Si el ratio presenta un valor inferior, es indicativo de que existen
proteinas, fenoles u otros contaminantes que absorben en longitudes de onda
cercanas a 280 nm y que pueden afectar de forma significativa la sensibilidad y
especificidad de los resultados.

El RNA fue congelado después a -80°C hasta su transcripcion reversa a cDNA.

5.1.2 Eliminacion de DNA genémico y transcripcion reversa a
cDNA

Después de cuantificar el RNA y visto su grado de pureza, se procedio a la

eliminacion del DNA gendmico y su transcripcidn reversa a cDNA. Para ello se utiliz6
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el kit QuantiTect® Reverse Transcription (Qiagen, Hilden, Alemania). Se siguieron
las instrucciones del fabricante. Se incub6 1 ug de RNA total con 2 pL del tampén
gDNA Wipeout al 7X y complementado con agua libre de RNasa hasta un volumen
final de 14 L por muestra. Estas soluciones se incubaron durante 2 minutos a 42°C
y pasado ese tiempo se colocaron inmediatamente en hielo.

Aparte se preparé en hielo la master mix de transcripcion reversa para el total
del numero de reacciones a realizar (40 + el 10% para garantizar el volumen
necesario a todas las muestras) de acuerdo con la Tabla 8. Se trasladaron 6 L a
cada uno de los 40 tubos debidamente identificados, a los que posteriormente se
agrego el RNA obtenido libre de DNA genémico correspondiente a cada muestra. Se
incubd durante 15 minutos a 42°C y después 3 minutos a 95°C para inactivar la
Quantiscript Reverse Transcriptase. Se congelaron las muestras a -20°C hasta su
cuantificacién por gPCR.

Durante todo el procedimiento, las muestras de RNA fueron mantenidas en

hielo para evitar su degradacion.

Tabla 8: Componentes para la reaccion de transcripcion reversa.

Componente Volumen/reaccién [pL]
Master mix de transcripcion reversa: 6 pL por reaccion:
Quantiscript Reverse Transcriptase 1L
Quantiscript RT Buffer 4L
RT Primer Mix 1L
"Template RNA":
Solucion de eliminacion de DNA gendmico 14 L
Volume total de la reaccién 20 L
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5.1.3 qPCR

La cuantificacion de la expresion de los genes se realizé por gPCR. La PCR
a tiempo real es una técnica muy sensible y precisa que permite la deteccion directa
del producto de amplificacion durante la fase exponencial de la reaccion a través
de la unién de marcadores fluorescentes. El incremento de la sefial fluorescente es
directamente proporcional a la concentracion de DNA en un intervalo amplio y
realizando una correlacién lineal entre los productos de la PCR y la intensidad de
fluorescencia se calcula la cantidad de producto existente en el inicio de la reaccion.
El punto en el que la fluorescencia se detecta por primera vez por encima de la linea
de base de forma estadisticamente significativa se denomina ciclo umbral (threshold
cycle), o Valor Ct, que es a partir del cual la intensidad de fluorescencia empieza a
ser apreciable. Este valor es determinado de forma automatica por la mayoria de los
instrumentos. Tedricamente, un numero igual de moléculas esta presente en todas
las reacciones para un determinado nivel de fluorescencia. Por lo tanto, en el nivel
umbral, se asume que todas las reacciones contienen el mismo ndmero de
amplicones especificos. Cuanto mayor sea la cantidad inicial de DNA de la muestra,
antes se detecta el producto acumulado a partir de los datos de emisién de
fluorescencia y menor es el valor de Ct (https://www.sigmaaldrich.com).

Para la realizacién de la g-PCR se utilizé el QuantiTect® SYBR Green PCR Kit
(Qiagen, Hilden, Alemania) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Los
cebadores utilizados fueron predisefiados por la casa comercial (Tabla 9). Los genes
fueron amplificados usando el QuantiTect® Primer Assay (Qiagen, Hilden,
Alemania). Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado usando dos
muestras de distintos dias en el sistema 7900HT Fast Real-Time PCR (Applied
Biosystems). Las condiciones de amplificacién usadas fueron: 2 min a 50°C, 95°C

durante 15 min para activar la HotStarTag DNA Polimerase y, a continuaciéon 40
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ciclos de: 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos y finalmente 72°C

durante 34 segundos.

Tabla 9: Cebadores usados en la determinacion de la expresion de los diferentes
transportadores ABC.

Nombre(s) del gen Descripcion # Catalogo
ABCB1, MDR1, P-GP, CD243 Hs_ABCB1_1_SG QuantiTect Primer Assay ~ QT00081928
ABCG2, CD338 Hs_ABCG2_1_SG QuantiTect Primer Assay ~ QT00073206
ABCC1; MRP1 Hs_ABCC1_1_SG QuantiTect Primer Assay  QT00061159
GAPDH Hs_GAPDH_2_SG QuantiTect Primer Assay ~ QT01192646

5.2 Identificacion mediante CMF de transportadores ABC

Para los ensayos de transportadores ABC se utilizaron las cuatro lineas
celulares descritas anteriormente con un pase inferior a 10 a partir de su compra. Se
determin6 la existencia de los transportadores ABCB1, ABCB2 y ABCC1 por
distintos abordajes. Por una parte se utilizé la tincion con anticuerpos monoclonales
medidos por CMF para determinar la existencia de esas proteinas en la membrana
de las células, por otra parte, se determin6 por PCR cuantitativa si se expresaba el
RNA de esas proteinas en las células, y por Ultimo, la funcionalidad de los
transportadores detectados por ambas técnicas.

La identificacion de los marcadores fenotipicos de membrana se realizo por
citometria de flujo de acuerdo con el protocolo estandar de tincién de superficie.

Las cuatro lineas celulares humanas descritas anteriormente (A704, SH-
SY5Y, HepG2 y HepaRG) fueran marcadas con los anticuerpos monoclonales de
superficie para los trasportadores en estudio — ABCB1, ABCB2 y ABCC1 — o con los
correspondientes isotipos (Tabla 10).

Las lineas celulares fueran despegadas con PBS v tripsina y preparadas a

una concentracion de 1x108 células/mL en PBS. De esa suspension se coloco en
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diferentes tubos 100 uL a los que se han afiadido diferentes concentraciones de los
anticuerpos de los respectivos isotipos de acuerdo a las recomendaciones de la
casa comercial.

Se incubaron a temperatura ambiente y oscuridad durante 60 minutos.
Trascurrido el tiempo de incubacion se afiadieron 400uL de PBS y se analizé por el
citometro de flujo Gallios™ (Beckman Coulter).

Para determinar el grado de expresion de estos transportadores se determiné
la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las moléculas isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y ficoeritrina (PE) excitadas con el laser azul (488 nm) y que
emiten a 518 nm y 578 nm respectivamente. Las células muertas se descartaron por
analisis de la morfologia utilizando la dispersion frontal y lateral de la luz.

Como controles negativos se utilizaron los isotipos unidos a las moléculas

fluorescentes.

Tabla 10: Anticuerpos e isotipos utilizados en la determinacion de los
transportadores ABC con las concentraciones utilizadas y caracteristicas de
excitacion y emisién.

Anticuerpo . Molécula Excitacion/ ;
Monoclonal rCIon} Isotipo fluorescente Emision Volumen (L) | Casa Comercial

Santa Cruz
Ant MDR1 (UIC2) mouse IgGz, PE 480 /578 nm 1-25-5-10 Biotechnologies
(SC-73354-PE)

Santa Cruz
Anti ABCG2 (5D3) mouse g5z PE 480 /578 nm 1-25-5-10 | Biotechnologies
(SC-18841-PE)

Santa Cruz
Anti MRP1 (QCRL-2) mouse lgGg FITC 480 /518 nm 1-25-5-10 | Biotechnologies
(SC-18836 FITC)
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5.3 Deteccion del transportador ABCB1 mediante ensayos

funcionales

Para determinar la actividad del ABCB1 se realiz6 un ensayo funcional de
extrusion de moléculas fluorescentes que son sustrato de ese transportador.

Se utilizaron tres fluorocromos, la Calceina-AM y el Syto13 (ambos de Life
Technologies) y la rhodamina 123 (Rh123) (Sigma Aldrich) a las concentraciones
descritas en la Tabla 11. Para inhibir la extrusion de los fluorocromos, se utilizaron
verapamilo y ciclosporina A (Sigma Aldrich), conocidos por bloquear el transportador
ABCB1, a distintas concentraciones (0,5 uM, 1 uM, 5 uM y 10uM de ciclosporina y 1,
5,10y 20 uM de verapamil). Se prepararon soluciones stock de los compuestos con
objeto de que la concentracion final de los solventes fuera igual en todas las réplicas
e inferior al 0,5%.

Se sembraron las células en placas de 24 pocillos al 100% de confluencia.
Pasadas 24h, con las células ya adheridas a los pocillos de la placa, se afadieron
los sustratos en presencia o ausencia de los inhibidores y se incubaron durante 1
hora a 37°C y 5 % de CO,. Pasado el tiempo de incubacion se reemplazé el medio
de cultivo con los sustratos fluorescentes en ausencia o presencia de inhibidores,
con medio privado de los sustratos fluorescentes pero con los respectivos
inhibidores, y se incubaron las células durante 1h en las mismas condiciones. Una
vez terminada la incubacién se despegaron las células con PBS vy tripsina, se
recogieron en un tubo de polipropileno al que se afiadi6 el yoduro de propidio a la
concentracion de 2,5 ug/mL y se analizaron en el citdmetro de flujo con el protocolo
apropiado.

Se analiz6 la dispersion frontal (FS) y dispersion lateral de la luz (SS) en
escala lineal, y la fluorescencia verde (filtro 525 BP 40) y naranja (620 BP 30) en
escala logaritmica. Se discriminaron las células muertas seleccionando Unicamente

las que no incorporaban el yoduro de propidio.
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Tabla 11. Sustratos fluorescentes utilizados en los ensayos de extrusion por la gp-P
con las concentraciones utilizadas y el espectro de excitacion y emision.

Fluorocromo Excitacion/Emision Concentracion final | Concentracion final | Concentracion final
SH-SY5y y A704 HepG2 HepaRG
Tgfr‘:j;gfeg“’émem 494/517 10 nM 10 nM 10 nM
Syto13 (Lgf 423‘)"’0‘09'951 488/509 20 nM 100 n 50 nM
Rh1Z3 Sé%?;mmh' 507/529 25 UM 25 uM 25 UM

6 Analisis de datos

6.1 Muerte celular

La 1C20, IC50 y IC80 se definen como la concentracion molar de un toxico
que causa el 20, 50 y 80 % de la muerte celular. El calculo de las 1C20, IC50 y IC80

se realiz6 usando el programa informatico Phototox®.

6.2 Calculo EC50 de parametros estrés oxidativo

Para obtener la EC50 (concentraciéon molar de una substancia que causa el
50% de la maxima respuesta) se ha determinado la media de la intensidad de
fluorescencia de los controles y de las diferentes concentraciones de los tratados, la
MFI50 que es la mitad de la intensidad de fluorescencia maxima observada en un
rango de concentraciones desde una IC20 a una IC80; el ratio de los valores de
intensidad de fluorescencia media de las diferentes concentraciones de los
compuestos frente al valor de intensidad de fluorescencia media basal; el RMFI50
que corresponde a la mitad del valor méaximo del ratio entre los tratado y los
controles; y, finalmente el valor de EC50 RMFI (EC50) que corresponde a la

concentracion en molar de toxico que produce el 50% de la intensidad de
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fluorescencia méaxima detectada entre un rango de concentraciones de un
compuesto quimico.

Para la determinacidén de los valores de IC50 y EC50, se han usado los
siguientes criterios de aceptacion:

La viabilidad celular de los controles debia ser igual o superior al 80% de
células vivas determinadas por el ensayo del YP y/o por morfologia (dispersién
frontal vs dispersion lateral de la luz).

La desviacion estandar de la media de la intensidad de fluorescencia de las
muestras control y tratadas con los compuestos no debia superar el 15 %.

La media de la intensidad de fluorescencia de las células tratadas debia ser
al menos dos veces la del control negativo.

Estos calculos se han realizado en el Microsoft Office Excel 2003.
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Figura 16: Ejemplo del calculo de la EC50 mediante. Se representa en el eje de las abscisas
la concentracion de toxico en logaritmo y en el eje de las ordenadas el RMFI.

6.3 Calculo de los valores minimos (LOEC)

Después de determinar los valores de EC50, IC50 y EC20 para todos los

ensayos en las diferentes lineas celulares, se ha identificado el valor minimo del
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efecto causado (viabilidad y estrés oxidativo/nitrosativo) por cada compuesto en las
tres lineas celulares por separado y en el conjunto — LOEC. Ademas se determind
también el IC50 minimo de los diferentes ensayos de viabilidad — LOEC.ia — y el
minimo valor de EC50 de los distintos compuestos que producen estrés
oxidativo/nitrosativo - LOEC.. Estas transformaciones se han realizado para

obtener una visién mas global de la capacidad predictiva de nuestros ensayos.

6.4 Determinacion de la capacidad predictiva del panel

citomico

6.4.1 Calculo del coeficiente de determinacion de Pearson

La valoracién de la capacidad predictiva de toxicidad humana aguda de los
ensayos citomicos de citotoxicidad in vitro se ha llevado a cabo mediante varias
aproximaciones complementarias. Por una parte, se han establecido correlaciones
entre los diferentes valores de citotoxicidad in vitro para cada pareja tdxico/ensayo
(IC50/EC50 en el ensayo correspondiente) y la estimacion de los valores de LC50
en sangre humana (Sjostrom et al., 2008) (Tabla 12). Se han trazado de esta forma
las diferentes rectas de regresion y se han determinado los coeficientes de
determinacién de (R?) entre nuestros datos y los publicados. Los coeficientes de
determinacién se calcularon mediante el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EEUU) utilizando los resultados en logaritmo de la
concentracion en Molar.

Se han comparado esos resultados con los valores registrados para la
toxicidad aguda in vivo de rata y raton (LD50), y en ratén in vitro (3T3 NRU), usados

como referencia para predecir la toxicidad en humanos.
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Tabla 12: Valores de toxicidad de los 60 compuestos de los ensayos de referencia (IC50 de
3T3 NRU, LD50 de rata y ratén) y de LC50 de humano determinados por Sjostrom et al.,
2008. NE - No efecto a la méxima concentracion probada, ND - No hay dato facilitado por el
proyecto Acutetox, NT - No testado.

Nimero . Nimero 3T3NRU Humano Rata Raton
Compuesto Referencia

Acutoxbase CAS IC50 (M) LC50 (M) LD50 (M) LD50 (M)
1 Acetaminoieno 103-90-2 3,31E-04 2,19E-03 1,77E-02 442E-03
2 Acido acesisaliciico 50-78-2 4,37E-03 6,31E-03 8,80E-03 851E-03
3 Alropina monchidraio sulfato 5908-99-6 1,23e-04 2,00E-06 1,02E-03 8,T7E-04
4 Cakeina 58-08-2 8,32E-04 5,13E-04 1,43E-03 1,18E-03
5 Carbamazepina 208454 4,57E-04 1,62E-04 1,37E-02 8,82E-03
6 Coichicina 64-86-8 1,20E-07 6,46E-08 ND 441E-00
7 Cicioheximida 66-81-9 1,05E-06 ND 6,40E-06 3,17E-04
8 Diazepam 438-14-5 1,66E-03 3,24E-05 ND 1,48E-03
9 Digoxina 20830-75-5 6,61E-04 417TE-08 ND ND
10 Isopropanol 67-63-0 6,31E-02 1,18E-01 844E-02 ND
" Malaion 121-75-5 1,326-03 1,86E-06 3,86E-03 3,62E-03
12 Mercurio (I} corure T487-94-7 1,58E-06 1,95E-05 1,95E-04 1,10E-04
13 Pentaciorofencl 87-86-5 1,91E-04 832E-04 4,07E-04 5,34E-04
14 Fenobarbial 50-06-6 2,69E-03 3,63E-04 9,76E-04 1,04E-03
18 Dodecisuifaio sddico (SDS) 151-21-3 1,62E-04 ND 5,81E-03 ND
16 Acido valproioo 1069-66-5 1,00E-02 6,31E-03 5,16E-03 5,10E-03
17 5-Fluorouracio 51-21-8 5,01E-06 2,04E-04 ND ND
128 Benceno 71-43-2 2,28E-01 ND 6,72E-02 ND
19 fert-bull Hidroperdxido 75-91-2 8,17E-05 ND 6,03E-03 ND
bl Cadmio doruro 10108-64-2 2,24E-06 8T1E-07 832E-04 ND
23 Fireno 129-00-0 1,91E-03 ND ND ND
26 Hexadlerobenceno 118741 NE <3,98E-04 1,70E-06 4,36E-02 ND
28 Amicdarena dorhidraio 19774-32-4 2,63E-06 112E-05 ND ND
29 Verapamio clorhidraio 152-11-4 7,24E-05 6,17TE-06 ND ND
30 Ritampicina 13292-461 1,02E-04 1,85E-04 2,18E-03 ND
3 Tefraciciina dorhidraio 64-75-6 8,32E-04 ND ND 7,64E-03
32 Orienadrina dorhidraio 341-69-5 112604 2,29E-05 ND ND
3 Nicoina 54-11-5 3,24E-03 7,84E-06 4,80E-04 3,90E-04
kS Lindane 58-89-9 5,37TE-04 1,09E-06 5,42E-04 7,22E-04
a Eianol 64-17-5 1,48E-01 1,88E-01 272N 1,89E-01
38 Paraion 56-38-2 2,14E-04 2,24E-06 2,88E-00 4,34E-05
39 Diciorves 62-73-7 1,70E-04 2,00E-04 291E-04 43E-04
40 Fisosigmina 57-47-6 1,02E-04 ND ND ND
41 Amenio glufosinaio 77182-82-2 7,59E-03 1,02E-02 8,49E-03 2,20E-03
42 cis-Diaminoplaina (I1) dicloruro 16663-27-1 5,62E-06 2,09E-05 ND ND
43 Dieflenglicol 111-46-6 1,28E-01 ND 1.84E01 2,28E-01
44 Diquat dibremuro 6385-62-2 417E-05 2,82E-04 7.32E-04 ND
45 Ocraionina A 303-47-9 6,61E-06 ND 5,60E-00 1,38E-04
48 Ciclosporina A 59865-13-3 417E-05 6,03E-07 ND ND
47 170-Efnilestradiol 57-63-6 2,20E-06 ND ND ND
48 Sodio fuorure 7681-45-4 1,91E-03 5,75E-04 3,84E-03 2,55E-03
49 Faraquat dicioruro 1910-42-5 8,51E-06 9,55E-06 4,85E-04 ND
51 Dimesiiormamida 68-12-2 7,24E-02 5,89E-03 5,68E-02 6,27E-02
52 Hierro (11} sulfaio 7782-63-0 NT 2,20E-04 5,88E-03 5,33E-03
53 Amitripiiing clorhidraio 548-18-8 2,20E-06 4,57E-08 1,30E-03 7,01E-04
54 Eslenglicol 107-21-1 417E-01 3,16E-02 1,35E-01 1,60E-01
55 Metanol 67-56-1 NE <1,10E-01 7,76E-02 3,04E-01 2,28E-01
57 Sodio doruro T847-14-5 7,24E-02 5,37E-02 T14E-02 8,76E-02
60 Lisio suilsio 10377-48-7 1,55E-02 5,62E-03 ND ND
63 Propranolol clorhidrato 318-98-9 5,37E-056 1,12E-05 ND 1,32E-03
84 Arsénico trigxido 1327-53-3 1,35E-05 5,89E-06 4,63E-04 5,34E-04
66 Talio sulfgio 7448-18-8 1,58E-05 8,13E-08 4,26E-05 ND
87 Warfarina 81-81-2 8,13E-04 1,55E-04 5,51E-05 2,06E-03
m Hexacloroieno 70-30-4 1,10E-05 741E-04 2,71E-04 4,92E-04
78 Cloral hidraio 30217-0 1,12E-03 6,61E-04 4,35E-03 ND
b 2 4-Agide dicerofenoxiacéics 94-75-7 1,356-03 3,72E-03 1,71E-03 1,68E-03
80 Esiricnina 57-24-9 6,46E-04 7,59E-08 3,89E-05 ND
91 Sodio selenaio 13410-01-0 1,78E-04 2,5TE-05 ND ND
82 Aceionirio 75-05-8 2,08E-01 1.51E-03 9,60E-02 ND
96 Epinefrina btartraio 51-42-3 1,91E-04 ND ND ND
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6.4.2 Identificacion y correccion de compuestos que caen fuera de

la recta de regresion: outliers y alertas

Los outliers son valores atipicos fuera de un rango y las Alertas son outliers
en los que se detecta la toxicidad en los ensayos in vitro a concentraciones
inferiores que en el test de referencia usado.

Para determinar si nuestros ensayos corrigen outliers del ensayo de NRU de
3T3 se utilizo el rango de una unidad de log de desviacion comparado con la LC50

de humanos siguiendo lo descrito por Kooijman et al., 2010.

6.4.3 Determinacion de la capacidad de prediccion de la toxicidad

organo-especifica

Para determinar la capacidad predictiva de las lineas celulares A704, SH-
SY5Y y HepG2 para determinar la toxicidad érgano-especifica se compararon los
valores de toxicidad obtenidos en estas lineas células para los compuestos
nefrotoxicos, neurotéxicos y hepatotoxicos, con los valores obtenidos en los
fibroblastos de raton - ensayo de NRU en 3T3 obtenidos de la base de datos de
Acutoxbase descrita en Kinsner-Ovaskainen et al. (2009). Siguiendo la estrategia de
Gustafsson et al., (2010) se realizd la prueba t de Student, usando el programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EEUU).

Una vez obtenida la significancia de los resultados, se comprob6 si esas
diferencias mejoraban la prediccion de la toxicidad en humanos (Sjostrom et al.,
2008).
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6.4.4 Determinacion de la capacidad de clasificacion de los

compuestos

Por otra parte, los patrones de toxicidad de los datos citométricos generados
por nuestros ensayos in vitro han sido evaluados para valorar su utilidad en la
clasificacién de los compuestos en las cinco clases de toxicidad de la Global
Harmonization System (GHS). Esta clasificacién estd basada en los valores de la
LD50 en rata in vivo (Tabla 13) y se adapté a los valores de LC50 de humano

estimados por Sjéstrdm et al., 2008.

Tabla 13: Tabla con los criterios de clasificacion de los compuestos en 5 clases de toxicidad
de acuerdo al GHS. (Adaptado de: http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev05/).

Categoria / Peligro 1 2 3 4 5

LD50 = 5mg/kg del peso| LD50>5y <50mg/kg |LD50 >50y=300mg/kg| LD50 >300y=2000 | LDSO >2000mgrkg del
corporal del peso corporal del peso corporal mg/kg del peso corporal peso corporal

comunicacion Palabra sefial PELIGRO PELIGRO PELIGRO ADVERTENCIA ADVERTENCIA
peligro

Criterio

Puede ser perjudicial si

Descripcién Peligro FATAL si ingerido FATAL siingerido TOXICO siingerido | PERJUDICIAL si ingerido ingerido

6.4.4.1 Transformacion de los resultados para el analisis de matriz de

datos

Para proceder a la distribucion de los datos de toxicidad en forma de matriz y
valorar su utilidad en la clasificacién de los tdxicos se han utilizado los programas
bioinformaticos de dominio publico “Cluster” y “Treeview” ambos disponibles en

http:/rana.lbl.gov/EisenSofware.htm.
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Las IC50 y EC50 son la concentracién molar de toxico que produce el 50%
del efecto maximo. Para establecer el grado de toxicidad de los compuestos
utilizando la clasificacion GHS, es necesario convertir los valores de concentracion
en molar a unidades de peso por litro o kilogramo. Para asegurar la escala requerida
por el programa "Cluster" (son necesarios valores positivos y negativos), se realiz6
una transformacion en logaritmo de base diez y se ordenaron los compuestos
quimicos por orden creciente de LC50 de humano. Finalmente, se han utilizado los
programas “Cluster” y “Treeview” para la realizacién de la matriz de datos.

La escala utilizada en la matriz de datos permite distinguir la toxicidad usando
diferentes gradaciones de color. Asi los compuestos rojos representan los valores
negativos y mas tdxicos, los amarillos representan los compuestos de toxicidad
intermedia y corresponden al valor cero y por ultimo, los compuestos verdes
corresponden a los valores positivos y menos tdxicos. Las cuadriculas blancas
corresponden a los compuestos sin efecto. Asi, en caso de perfecta clasificacion de
los compuestos por el panel citdmico, deberia verse una gradaciéon de color

semejante a la representada en la Figura 17 correspondiente a los valores de LC50

de humano.
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Figura 17: Escala de color de los compuestos por orden decreciente de toxicidad de humano
(LC50) (Sjostrom et al., 2008) con los limites de las clases del GHS.

6.4.4.2 Analisis de las curvas ROC

Otra aproximacion fue aplicar el andlisis de las curvas ROC que se usa en el
contexto clinico, para verificar si una prueba diagnéstica es buena para distinguir
entre enfermos y no enfermos.

Aplicado a toxicologia para el anélisis de nuestros ensayos, consideramos

distinguir entre los compuestos bien o mal clasificados en su categoria de
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clasificacién del sistema GHS adaptandola a las LC50 de humano estimadas por
Sjostrom et al. (2008).

La curva ROC es una representacion grafica de la Razén de verdaderos
positivos (sensibilidad) frente a 1 menos razén de verdaderos negativos (1-
especificidad) para un sistema clasificador binario segin varia el umbral de
discriminacion. Se han usado como umbrales los valores 5 mg/L, 50 mg/L, 300 mg/L
y 2000 mg/L correspondientes al valor maximo de toxicidad de cada clase de
clasificacion de la toxicidad del sistema GHS.

Primero se realizan las tablas de contingencia en las que se estima la
magnitud de los aciertos y errores que pueden cometerse. De acuerdo a lo
representado en la Tabla 14 se pueden producir dos errores:

Resultado falso positivo: clasificar un compuesto como mas tdxico de lo que
realmente es (alerta)

Resultado falso negativo: clasificar a un compuesto como menos tdxico que
determinado por la LC50 de humano.

Y dos aciertos:

Resultado verdadero positivo: el compuesto esta bien clasificado en las
clases mas toxicas

Resultado verdadero negativo: el compuesto esta bien clasificado en clases
que se consideran con baja o nula toxicidad.

Una vez realizadas las tablas de contingencia para las distintas clases GHS,
se realizan las curvas ROC en las que se determina el valor de AUC (érea bajo la
curva). Ese valor es calculado y representado en una gréfica de frente a 1-
Especificidad y nos permite verificar que ensayos tienen mejor capacidad predictiva
(AUC cerca de 1) de las que tienen peor capacidad predictiva (AUC cerca de 0,5)
(Figura 18). Este andlisis fue realizado con el software SPSS 14.0 (IBM Company).
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Tabla 14. Posibles resultados de las curvas ROC aplicadas a la determinacion de la

clasificacion del sistema GHS de compuestos toxicos.

Clasificacién LC50 humano

%2 03 04 0
FPR (Razén de FP) (1-Especificidad)

1
06 07

08

- Toxico + Téxico
Verdadero Negati Falso Negati
Toxico erdadero Negativo also Negativo UNSEN
Resultado ensayo (VN) (FN)
citomico + Toxico Falso Positivo Verdadero Positivo FpayP
(FP) (VP)
WN+FP FN+VP
o8k Clasificacion perfecta L%
= . (0]
& A o
& | 2
= 0 »
§ Mejor ; QC)
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02} g Poor ¢ | Excelente
L u Regular
e | —  Malo

1-Especificidad

Figura 18: Ejemplo de curvas ROC con diferentes AUC.

6.5 Determinacion de la capacidad de deteccion de la

toxicidad in vitro dependiente del metabolismo usando como

modelo HepaRG

Uno de los problemas a la hora de la determinacion in vitro de la toxicidad

humana usando lineas celulares hepéticas reside en la pérdida de la actividad

metabdlica por parte de éstas dificultando la prediccion real de la toxicidad de
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compuestos que sufren una bio-transformacion por parte del higado. Para
determinar el impacto que puede tener esta capacidad en los ensayos de toxicidad
in vitro, hemos estudiado el modelo de hepatoma celular HepaRG, una linea celular
recientemente comercializada que mantiene la expresién de enzimas que participan
en la activacion de los compuestos quimicos.

Para establecer si las HepaRG son un modelo in vitro adecuado para la
deteccion de la toxicidad dependiente del metabolismo se han determinado los
valores de IC50 y EC50 para los 60 compuestos de referencia. Para determinar la
sensibilidad de esta linea celular frente a la HepG2, se realizaron correlaciones de
ambas lineas frente a la LC50 determinada para humano en 2008 por Sjostrom et al.

También se realiz6 una correlacion de los resultados obtenidos para estas
dos lineas celulares, donde se discriminaron entre compuestos cuyos metabolitos
presentan mas toxicidad que el compuesto antes de su transformacion por los
citocromos, de los que son mas téxicos en su forma inicial.

Las correlaciones fueron realizadas en el programa GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EEUU) utilizando los resultados en

logaritmo de la concentracién en molar.

6.6 Ensayo funcional deteccion de transportadores ABCB1

Los datos obtenidos en el citémetro FC500 de Beckman Coulter fueron
analizados con el softwvare CXP. Las gréficas y el analisis estadistico fueron
realizados en el GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA) usando la
intensidad media de fluorescencia (MFI+ SEM) y expresada en porcentaje relativa al
control. El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante el anélisis de la varianza
(ANOVA de 1 via) seguido del test de Bonferroni comparando cada tratamiento con
el control (ausencia de inhibidor). En todos los casos se consideraron las diferencias

significativas cuando el valor de P<0,05.
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1 Determinacion de la toxicidad in vitro

1.1 Validacion de los ensayos citomicos

El primer objetivo planteado fue el desarrollo de un panel citdmico para
predecir la toxicidad aguda humana. Una vez se cultivadas las lineas celulares y
tratadas con los diferentes compuestos durante 24 o 48h, se procedio a la
determinacion por CMF y HCA de los diferentes parametros de toxicidad temprana
(anterior a la muerte).

La determinacion por citometria de flujo y microscopia de fluorescencia de la
citotoxicidad incluye la viabilidad y determinacion de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno: actividad peroxidativa, anién superéxido, 6xido nitrico, y de un marcador
de dafio oxidativo del DNA, la 8-oxoguanina. Se usaron controles positivos para
validar la efectividad de los ensayos/lineas celulares para determinar la capacidad
de generacion de esas especies reactivas por las lineas celulares en estudio (Figura
19).
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Figura 19: La toxicidad inducida por los controles positivos fue determinada por citometria de
flujo y microscopia de fluorescencia utilizando el In Cell Analyzer. Se midieron los niveles
intracelulares del anién superdxido, 6xido nitrico, actividad peroxidativa y los niveles de 8-oxo
en al DNA nuclear y mitocondrial. En la Figura se muestran los niveles obtenidos para la
linea celular SH-SY5Y por CMF.
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1.2 Cuantificacion de la toxicidad in vitro

Una vez obtenidos los valores de la intensidad de fluorescencia media a las
distintas concentraciones de los sesenta compuestos testados, se determind la IC50
y EC50 de los parametros de viabilidad y estrés oxidativo y nitrosativo en el conjunto
de las tres lineas celulares humanas (HepG2 - hepatoma, SH-SY5Y -
neuroblastoma y A704 - adenocarcinoma renal). Este panel proporcion6 una base
de datos de los valores de toxicidad que se resumen en las Tablas 15, 16,y 17. Los
datos generados solo se tuvieron en consideracion cuando los coeficientes de
variacion eran inferiores al 15%. A dos de los sesenta compuestos no se les pudo
asignar una IC50/EC50 en cualquiera de las tres lineas celulares y ensayos (18-
benceno y 34-lindano). En los casos en los que no se pudo determinar la
IC50/EC50, la concentracion maxima probada viene indicada precedida por la sefial
> (Tabla 15, 16y 17).

Con la linea celular A704 no se pudo determinar los valores de toxicidad por
ninguno de los ensayos en 5 de los 60 compuestos testados (benceno, pireno,
lindano, paratién y el sodio cloruro). Para el mismo nimero de compuestos no se
pudo determinar valor de toxicidad en la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
y en 8 en la linea celular HepG2. En el primer caso no se pudo obtener ningdn valor
de IC50/EC50 en los compuestos benceno, lindano, paration, ocratoxina A y sodio
cloruro. En HepG2, los compuestos que no presentaron toxicidad fueron el 5-
fluorouracilo, benceno, pireno, hexaclorobenceno, rifampicina, lindano, amonio
glufosinato y estricnina.

Ademas, para los compuestos benceno y lindano no se pudo obtener ningun
valor de toxicidad. Esta ausencia de efecto también se observo en los estudios de
Kooijman et al. (2010) en los que se midid el efecto de los compuestos en la
secrecion de las citoquinas IL-5, IFNy y TNFa por las células mononucleares de
sangre periférica, aunque se estudiaron concentraciones bastante inferiores a las

usadas en estos ensayos. Cerrato et al. (2009) usando un sistema basado en cultivo
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primario de células mononucleares humanas de cordén umbilical (CFU-GM)
tampoco pudieron obtener efecto para el benceno, pero si pudieron detectar la
toxicidad del lindano. Esto puede indicar que la toxicidad de este compuesto se
puede determinar usando cultivos primarios y no en lineas celulares continuas ya
que al igual que Cerrato et al. (2009), Galofré et al, (2010) también pudieron
determinar la toxicidad del lindano usando cultivos primarios de células de neuronas
corticales, aunque en este caso puede deberse a que el sistema nervioso central es
la principal diana de la toxicidad de este organoclorado y que ademas se analiz6
mediante un ensayo de la actividad del receptor GABA,, cuya inhibicién parece ser
la causa de la neurotoxicidad inducida por este compuesto (AcutoxBase (A. Kinsner-
Ovaskainen et al., 2009)).

El benceno ha sido descrito como inhibidor de la hematopoyesis (Cerrato et
al., 2009; Kooijman et al., 2010; Yoon et al., 2001), pero tampoco el estudio de
Cerrato et al. (2009) desarrollado en progenitores CFU-GM pudo determinar la
toxicidad in vitro de este compuesto. Se describid que la hematotoxicidad de este
compuesto de debe a sus metabolitos (Cerrato et al., 2009; Van Den Heuvel,
Leppens, & Schoeters, 2001) lo que implica la necesidad de un estudio realizado en
células con capacidad de bioctivacién para poder determinar la toxicidad de este

compuesto.
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Leyendas de las Tablas 15 a 17:

Tabla 15: Valores de EC50/IC50 (M) para los 60 compuestos sobre la linea celular A704 (en
negrita). Para los compuestos quimicos de referencia cuya IC50/EC50 no se ha podido
determinar, se ha representado la maxima concentracién probada sin efecto precedida del
simbolo (>). N Acutoxbase es el nimero de referencia de los compuestos en el proyecto
ACuteTox; NRU — Ensayo de captacion del Rojo Neutro; YP — ensayo de exclusion del
yoduro de propidio; Perox. — ensayo de determinacién de la actividad peroxidativa; Superox.
- ensayo de determinacion de los niveles intracelulares del anién superéxido; NO — ensayo
de determinacion de los niveles intracelulares de o6xido nitrico; 8-Oxo Nuc — ensayo de
determinacion de los niveles de 8-oxo en DNA nuclear y 8-Oxo Mit en DNA mitocondrial.

Tabla 16: Valores de EC50/IC50 (M) para los 60 compuestos sobre la linea celular SH-SY5Y
(en negrita). Para los compuestos quimicos de referencia cuya IC50/EC50 no se ha podido
determinar, se ha representado la maxima concentracion probada sin efecto precedida del
simbolo (>). N Acutoxbase es el nimero de referencia de los compuestos en el proyecto
ACuteTox; NRU — Ensayo de captacion del Rojo Neutro; YP — ensayo de exclusion del
yoduro de propidio; Perox. — ensayo de determinacion de la actividad peroxidativa; Superox.
— ensayo de determinacion de los niveles intracelulares del anién superéxido; NO — ensayo
de determinacion de los niveles intracelulares de oxido nitrico; 8-Oxo Nuc — ensayo de
determinacién de los niveles de 8-oxo en DNA nuclear y 8-Oxo Mit en DNA mitocondrial.

Tabla 17: Valores de EC50/IC50 (M) para los 60 compuestos sobre la linea celular HEPG2
(en negrita). Para los compuestos quimicos de referencia cuya IC50/EC50 no se ha podido
determinar, se ha representado la maxima concentracion probada sin efecto precedida del
simbolo (>). N Acutoxbase es el numero de referencia de los compuestos en el proyecto
ACuteTox; NRU — Ensayo de captacion del Rojo Neutro; YP — ensayo de exclusion del
yoduro de propidio; Perox. — ensayo de determinacion de la actividad peroxidativa; Superox.
- ensayo de determinacion de los niveles intracelulares del anién superéxido; NO - ensayo
de determinacion de los niveles intracelulares de 6xido nitrico; 8-Oxo Nuc — ensayo de
determinacién de los niveles de 8-oxo en DNA nuclear y 8-Oxo Mit en DNA mitocondrial.
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Tabla 15.

A704 LOG EC50/IC50 RMFI (M)

Panel Viabilidad

Panel Oxidativo

Ac:l::::gse Compuestos NRU YP Perox. Superox. NO 8-Oxo Nuc.  8-Oxo Mit.
1 Acetaminofeno 236E02 345602 | S71E03  139E02  357E02  >463E-02  >4,63E-02
2 Acido acetilsalicilico 5200802  147E-02 | 121E02  167E02  >200E-02 525603  >2,00E-02
3 Atropina monohidrato sulfato 7.93E-04 1,61E-03 4.26E.05 150E03  >200E-03  4ATE04 251E-04
4 Cafeina 249E-02  >400E-02 | 143E02  478E02  TA4E04  234E02 >3 50E-02
5 Carbamazepina >1,00E-03  >1,00E08 | >1,0003  1,1E04  >1,00E-03  >100E-03  >1,00E-03
6 Colchicina 537E03  487E-03 | 264E-06  370E05  >100E-02  295E-06  >3,20E-04
7 Cicloheximida 340E-04  >1,00E-02 | 2413E04  470E05  >1,00E02  178E03  >1,00E-02
8 Diazepam 445E-04  A55E-04 | >500E-04 222604  >500E04  692E-06  >500E-04
9 Digoxina >149E-04  >149E-04 | 771E-06  >140E-04  123E08  219E06  >1,28E-04
10 Isopropanol 304E01  588E-01 | 911E-02  447E02  >832E-01  224E02  >1,18E+00
11 Malation >1,00E-03  >100E03 | 171E04  >1,00E-03  >1,00E-03 >1,00E03  >1,00E-03
12 Mercurio (Il) cloruro 193E05  530E-05 | 185E06  614E-05  >147E-04  >368E-05  >368E-05
13 Pentaclorofenol 1,01E04  241E04 | 108E04  932E05  >300E-04  447E05  >939E-05
14 Fenobarbital 113602 >150E-02 | 188E-03  446E-03  >150E-02  >150E-02  >150E-02
15 Dodecilsulfato sédico (SDS) 248E-04  218E-04 | 139E-04  1,71E04  584E-05  >277E-04  >277E-04
16 Acido valproico >230E-02  >230E-02 | 622E03  399E03  >230E-02  339E04  >2,80E-03
17 5-Fluorouracilo 152602  >200E-02 | >200E02  422E03  >200E-02  >200E-02  >2,00E-02
18 Benceno >500E-02 >500E-02 | >500E02 >500E-02 >500E-02 >500E-02  >500E-02
19 tert-butil Hidroperoxido 806E-06  730E06 | 129E-04  180E06  >1,00E-04 >274E-05  >274E-05
21 Cadmio cloruro 398E-06  507E-06 | >700E-05  511E-06  753E-06 295606  >150E-05
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Tabla 15(continuacion).

A704 LOG EC50/1C50 RMFI (M)

Panel Viabilidad

Panel Oxidativo

Ac::‘tlx:se Compuestos NRU YP Perox. Superox. NO 8-Oxo Nuc.  8-Oxo Mit.
2 Pireno >581E-05  >581E-05 | >581E-05  >581E-05 >581E-05  >270E-05  >2,70E-05
2 Hexaclorobenceno >750E-05  >750E-05 | >7,50E-056 >750E-05  524E-05  >750E-05  >7,50E-06
28 Amiodarona clorhidrato 231E04  563E-05 | >250E-04  7,29E-05  >250E-04  331E-06  >1,10E-05
29 Verapamilo clorhidrato 199E-04  204E-04 | 218E06  6,65E-05  >500E-03  >125E-04  >125E-04
30 Rifampicina >250E-04  >250E-04 | >250E-04 80505  >250E-04  186E06  >2,50E-04
31 Tetraciclina clorhidrato >250E-04  >250E-04 | >250E-04 >250E-04 >250E-04 302605  >2,50E-04
32 Orfenadrina clorhidrato 2,51E-04 208E-04 | >500E-04  1,00E-04  >500E-04  224E05 2,14E-06
3 Nicotina 381E03 123602 | >200E-02  153E03  >200E-02  589E-04  >8,00E-03
u Lindano >1,20E-04  >1,20E-04 | >1,29E-04  >120E-04 >120E-04  >120E04  >1,20E-04
37 Etanol 112E400 1156400 | 522E01  216E02  >217E+00  214E#00  >3,00E+00
38 Paration >1,00E-03  >1,00E03 | >1,00E-03  >1,00E03 >1,00E-03 >220E-04  >2,20E-04
39 Diclorvos 120E04  169E-04 | 856E-05  611E05  118E04  363E-05  309E-05
40 Fisostigmina 320E03 929604 | 901E04  173E03  754E04  112E03  1,07E-03
41 Amonio glufosinato >800E-02  >3,00E-02 | 280E-02  513E04  >800E-02  >8,00E-02  >8,00E-02
42 cis-Diaminoplatino (I} dicloruro >350E-04  >350E-04 | >350E-04  1,04E04  >350E-04 >350E-04  >350E-04
43 Dietilenglicol 476E01  520E01 | >940E-01  300E-01  229E01 145601  562E-03
44 Diquat dibromuro 343E-04 792604 | 314E04  243E04  >100E-03 145604  >8,00E-04
45 Ocratoxina A >1,006-04  >1,00E-04 | 125605  >100E-04 >1,00E04 >1,00E04  >1,00E-04
45 Ciclosporina A 228E-05  >250E-05 | 31206  264E07  >250E-056  >250E-05  >2,50E-05
47 17a-Etinilestradiol 111E04  212E-04 | >500E-04 >500E-04 >500E-04 8O1E-06  >528E-05
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Tabla 15(continuacion).

A704 LOG EC50/1C50 RMFI (M)

Panel Viabilidad

Panel Oxidativo

Ac?lil(;':)r:se Compuestos NRU YP Perox. Superox. NO 8-Oxo Nuc.  8-Oxo Mit.
48 Sodio fluoruro 287603  384E03 | 213E03  214E03  960E04  324E03  >7,00E-03
49 Paraquat dicloruro 644E:04  575E-03 | 286E-03  176E03  518E04  >316E-03  >316E-03
51 Dimetilformamida 201E01  163E01 | 188E-01  125E01  >500E-01  >250E-01  >2,50E-01
52 Hierro (Il) sulfato 729E03  124E02 | 208E03  234E03  136E03  >3B0E-03  >3,60E-03
53 Amitriptilina clorhidrato >500E-05  280E-05 | >500E-05  6417E-06  >500E-05  200E-06  >500E-05
54 Etilenglicol 152E400  198E+00 | >4,00E+00  >400E+00  >400E+00  >151E:00  >1,61E+00
55 Metanol 253E400  361E400 | 250E400  244E#00  >500E+00  >3,15E400  >3,15E+00
57 Sodio cloruro >1,00E02  >1,00E02 | >1,00E02 >1,00E-02 >1,00E-02 >1,00E-02  >1,00E-02
60 Litio sulfato 414E02  699E-02 | 209E02  1,05E-01 141E03  550E02  >7,50E-02
63 Propranolol clorhidrato 125E-04  105E-04 | 203E-05  983E05  288E-05  O77EO7  >150E-04
64 Arsénico trioxido >462E-03  >462E-03 | 180E03  881E06  >462E-03  >273E05  >2,73E-05
66 Talio sulfato 416E04  196E-03 | >200E-03  O41E04  >200E-03  >200E-03  >2,00E-03
67 Warfarina >465E-03  >465E-03 | 291E04 645605  >465E-03  >2,20E-03  >2,20E-03
71 Hexaclorofeno 203E-05  135E-04 | 516E-05  761E-05  >197E-04  >083E-05  >9,83E-05
76 Cloral hidrato 144E03  9,09E-03 6,26E-03 1,00E-04  2,02E-03 3,09E-04  >1,00E-02
77 24-Acido diclorofenoxiacético >300E-02 >300E-02 | 572602  >300E02 >300E-02 >3,00E-02  >3,00E-02
80 Estricnina >1,00E-03  >1,00E-03 | >1,00E-03  348E-04  >1,00E-03  182E05  >1,00E-03
91 Sodio selenato 330E-04  453E-04 | 176E-04  345E-04  >244E-02  STO4E-04  >7,94E-04
92 Acetonitrilo 881E01  158E#00 | 276E-01  330E01  >400E:00  468E01  372E-01
9% Epinefrina bitartrato 208E04  279E-04 | 834E04  824E.04  >7T50E-04  >109E-04  >1,08E-04
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Tabla 16.

SH-SY5Y LOG EC50/1C50 RMFI (M)

Panel Viabilidad

Panel Oxidativo

Ac':l‘t]x:se Compuestos NRU YP Perox. Superox. NO 8-Oxo Nuc.  8-Oxo Mit.
1 Acetaminofeno 177602 2ME-02 | >331E-02  170E-02  >463E-02  120E-02  1,29E-02
2 Acido acetilsalicilico 1,20E-02 163E-02 | >200E-02  >200E-02  1,12E-03 1,45E-02 7,08E-03
3 Atropina monohidrato sulfato 1,10E-03 153603 | >1,50E-03  145E-03  >2,00E-03  575E-04  >1,00E-03
4 Cafeina 206E-02 245602 | >400E-02  300E-02  >400E-02  407E-06  >1,00E-04
5 Carbamazepina >200E-03  >2,00E-03 | >200E-03  474E04  210E04  >1,00E-03  >1,00E-03
6 Colchicina >1,00E-02  >1,00E-02 | 219E-05  865E04  >100E-02  646E04  676E-05
7 Cicloheximida 2.31E-03 501E-03 | >500E-03  >500E-03  >500E-03  123E-04  3.24E-07
8 Diazepam 297E04  320E-04 | >500E-04  310E-05  >500E-04  813E-05  >1,50E-04
9 Digoxina 870E03 195604 | 282607  >640E-05 >640E-05  170E-08  151E-08
10 Isopropanol 507E01 415602 | >630E-02  >630E-02  >2,93E-02  >6,30E-02  >6,30E-02
11 Malation >1,00E-03  >1,00E-03 | >1,00E-03  539E-04  >100E-03  646E-07  >1,00E-03
12 Mercurio (1) cloruro 280E-05  114E04 | >333E-05  690E-05  >150E-04  229E-06  >3,30E-05
13 Pentaclorofenol 152604  351E04 | 240E-04  794E05  356E-05  1,07E04  >2,50E-04
14 Fenobarbital 7.30E-03 1,05E-02 1,19E-02 1,53E-03 1,37E-03 6,31E-07  >1,00E-04
15 Dodecilsulfato sédico (SDS) 218E-04  228E04 | 940E-05  316E-04  >340E-04  145E-06  >2,43E-04
16 Acido valproico >230E-02  >230E-02 | 272E-04  >230E-02  >230E-02  141E02  589E-05
17 5-Fluorouracilo >2,00E-02  >2,00E-02 | >2,00E-02  245E-05  >2,00E-02  6,61E05  >6,30E-04
18 Benceno >500E-02  >500E-02 | >500E-02  >500E-02  >500E-02  >150E-02  >1,50E-02
19 tert-butil Hidroperdxido 168E05  136E-05 | 121E05  >200E-05 >1,00E-04  >261E-05  >261E-05
21 Cadmio cloruro 201E05  451E-05 | >630E-05  1419E-05  >500E-04  708E-06  4.27E-06
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Tabla 16 (continuacion).

SH-SY5Y LOG EC50/1C50 RMFI (M)

Panel Viabilidad

Panel Oxidativo

Ac:ltjx:se Compuestos NRU YP Perox. Superox. NO 8-Oxo Nuc.  8-Oxo Mit.
23 Pireno >6,00E-05  >6,00E-05 | >6,00E-05 >600E-05 >6,00E-05  331E07  >5,00E-05
26 Hexaclorobenceno >750E-05  >7,50E-05 | >750E-05  >7,50E-05  >7T50E-05  513E07  4,07E-07
28 Amiodarona clorhidrato 967E-05  268E-04 | >230E-04  132E-04  >000E-05  4,68E-06  >1,00E-04
29 Verapamilo clorhidrato 5,04E-05 1,06E-04 | >1,25E-04  160E-05  >1,25E-04  >125E-04  >125E-04
30 Rifampicina >250E-04  210E-04 | 1415E-05  >250E-04  218E-05  676E-06  4.47E-07
31 Tetraciclina clorhidrato >250E-04  >250E-04 | >250E-04  >250E-04  >250E-04  251E-05  1,05E-06
32 Orfenadrina clorhidrato 228E-04  359E04 | 138E-04  184E04  347E-04  >150E-04  >1,60E-04
33 Nicotina 154E02  495E-03 | 542E.03  943E-03  >1,00E-02  >500E-03  >5,00E-03
34 Lindano >1,20E-04  >1,20E-04 | >120E-04  >120E-04  >1,20E-04  >120E-04  >1,20E-04
37 Etanol 120E400  1,05E#00 | >109E+00  933E-02  >1,01E+00  >543E-01  >543E-01
38 Paration >1,00E-03  >1,00E-03 | >1,00E-03  >1,00E-03  >1,00E-03  >320E-04  >3,20E-04
39 Diclonvos 182604  9O70E-04 | >150E-03 332604  1,03E-03  >470E-04  >470E-04
40 Fisostigmina 790E-04  296E03 | 218E-03 462603  >500E-03  >160E-03  >1,50E-03
41 Amonio glufosinato TA5E.02  >800E-02 | 258E-04  259E02  >8,00E-02  513E-03  >7,50E-02
42 cis-Diaminoplatino (Il dicloruro 6,60E-05  2,85E-05 1,69E-04 157E-04  >350E-04  >110E-04  >1,10E-04
43 Dietilenglicol 2,92E-01 477E-01 3,19E-01 292E01  >400E-01  1,20E-03  7,24E-04
44 Diquat dibromuro 393E05  793E-04 | >500E-03  154E04  377E-06  166E-04 >3 50E-03
45 Ocratoxina A >1,00E-04  >1,00E-04 | >1,00E-04  >100E-04 >1,00E-04 >470E-05  >4,70E-05
46 Ciclosporina A 116E05  1,04E-05 | 122605  B816E06  >120E-05  195E08  >1,20E-05
47 17a-Etinilestradiol 101E04  156E-04 | 125E-05  476E06  >100E-04  149E-04  149E-04
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Tabla 16(continuacion).

SH-SY5Y LOG EC50/IC50 RMFI (M)

Panel Viabilidad

Panel Oxidativo

Ac::::::se Compuestos NRU YP Perox. Superox. NO 8-Oxo Nuc.  8-Oxo Mit.
48 Sodio fluoruro 128E-02  119E02 | 47905  >7.92E-03  >500E-03  >150E-02  >1,50E-02
49 Paraquat dicloruro 281E04 575603 | 168E03  694E-04  >1,00E02  >1,00E-03  >1,00E-03
51 Dimetilformamida 208E-01  270E-01 | >500E01  240E:01  >300E-01  >233E-01  >2,33E-01
52 Hierro (Il) sulfato 761E03  890E-03 | 158E-03 245603  >130E-02  >1,80E-02  >1,80E-02
53 Amitriptilina clorhidrato 827E-06  808E05 | 3416E-05  260E-07  >100E-04  >100E-05  >1,00E-05
54 Etilenglicol 137E400 17700 | 1,61E#00  871E-01  >400E+00  >161E+00  >161E+00
55 Metanol 290E400  1,83E400 | 286E#00  643E-01  >320E+00 >3 20E+00  >3,20E+00
57 Sodio cloruro >1,00E02 >1,00E02 | >1,00E02 >1,00E-02 >1,00E-02  >4,00E-03  >4,00E-03
60 Litio sulfato 1,25E-02  473E-02 5,69E-02 1,02E-02  >000E-02  309E-06  >6,00E-05
63 Propranolol clorhidrato 2,28E-04 292E-04 | >200E-04  734E05  >250E-04  186E-04  >2,50E-04
64 Arsénico tridxido 120E04  379E-05 | 466E05  353E-05  486E05  >526E-05  >5,86E-05
66 Talio sulfato 127603 198E-03 | >200E-03  160E-03  >Q30E-04  >200E-03  >2,00E-03
67 Warfarina 384E03  350E-03 | 749E-04  320E03  1,07E-03  >485E-03  >4,65E-03
n Hexaclorofeno 350E-05  1,08E-04 | 510E05  913E05  >123E-04  >083E-05  >9,83E-05
76 Cloral hidrato 5TTE03  184E02 | 345603  799E03  422E06  S851E03  1,00E03
7 24-Acido diclorofenoxiacético 458E-03 143602 | 288E-03 125603 200502  245E01  575E-02
80 Estricnina >1,006-03 >100E03 | 760E04  334E04  >100E-03  >1,00E03  >1,00E-03
9 Sodio selenato 260E05  166E-04 | 638E03  409E04  192E-03  >246E-03  >2,45E-03
92 Acetonitrilo 861E01  O54E-01 | 294E#00  163E#00  >400E:00  257E-03  >500E-02
9% Epinefrina bitartrato 133603  388E04 | 232E04  340E-04 855606  240E-04  >150E-03
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Tabla 17.

HepG2 LOG EC50/IC50 RMFI (M)

Panel Viabilidad

Panel Oxidativo

Ac':x::;et::se Compuestos NRU YP Perox. Superox. NO 8-Oxo Nuc.  8-Oxo Mit.
1 Acetaminofeno 217E-02 1,95E-02 1,13E-02 309E02  >463E-02  129E-02  >1,40E-02
2 Acido acetilsalicilico 1,21E-02 1,89E-02 553E-03  >200E-02  >2,00E-02  >1,00E-03  >1,00E-03
3 Atropina monohidrato sulfato 245603  170E-03 | 831E05  133E03  133E-03  >030E-04  >0,30E-04
4 Cafeina 113602  276E-02 | 9.41E-03 134E-02  >400E-02  >1,00E-03  >1,00E-03
5 Carbamazepina >1,00E-03  >1,00E-03 | 229E-04  985E04  B876E-04  >100E-03  >1,00E-03
6 Colchicina 3,96E-03 4,69E-03 5,14E-03 947E-04  >100E-02  245E-05 7.71E-06
7 Cicloheximida 914E05  >1,00E-02 | 1.83E-07  >100E-02  >1,00E-02  >1,00E-03  >1,00E-03
8 Diazepam 176E-05  193E-04 | 473E05  200E-04 465605  >T57E-05  >757E-05
9 Digoxina 914E-07  257E-07 | >128E-04  398E-08  >128E-04  >1,20E-04  >1,20E-04
10 Isopropanol 1,79E-01 1,76E-01 145E-01  >832E-01  79E-01  >400E-04  >4,00E-04
1 Malation 4,87E-04 8,50E-04 1,32E-04 595E-04 239E-04  >100E-03  >1,00E-03
12 Mercurio (If) cloruro 6,13E-05 5,94E-05 2,73E-05 1,65E-05  459E-05  >470E-05  >4,70E-05
13 Pentaclorofenol 505E-05  863E-05 | >3,00E-04  106E04  118E-04  >360E-04  >3,60E-04
14 Fenobarbital >5,00E-03  >500E-03 | 330E-03  >500E-03  372E-03  >1,00E-03  >1,00E-03
15 Dodecilsulfato sodico (SDS) 186E-04  218E-04 | 1,03E-04  192E04  141E04  170E-04  >236E-04
16 Acido valproico 116E02  9,07E-03 | >230E-02  >230E-02  >2,30E-02  >100E-03  >1,00E-03
17 5-Fluorouracilo >2,00E-02  >2,00E-02 | >2,00E-02  >200E-02 >200E-02  >1,00E-03  >1,00E-03
18 Benceno >5,00E-02  >5,00E-02 | >500E-02  >500E-02  >500E-02  >1,00E-03  >1,00E-03
19 tert-butil Hidroperéxido 183E-04  171E-04 | >233E-04  >233E-04  >2,33E-04  >630E-05  >6,80E-05
21 Cadmio cloruro 818E-06  7.78E-06 | 680E-06  >100E-05  761E-06  >147E-05  >147E-05
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Tabla 17(continuacion).

HepG2 LOG EC50/1C50 RMFI (M)

Panel Viabilidad

Panel Oxidativo

Ac':lr:::)r:se Compuestos NRU YP Perox. Superox. NO 8-Oxo Nuc.  8-Oxo Mit.
23 Pireno >6,00E-05 >600E-05 | >6,00E-05 >600E-05 >6,00E-05 >279E-05  >2,79E-05
2 Hexaclorobenceno >7T50E-05  >750E-05 | >7.50E-05 >750E-05 >750E-05 >233E-05  >2,33E-05
28 Amiodarona clorhidrato 2,03E-05 3,06E-05 3,63E-05  >1,00E-04  3,65E-04  >4,00E-05  3,39E-05
2 Verapamilo clorhidrato 7,61E-05 1,03E-04 | 800E-05  >250E-04  >250E-04  3,46E-07  >125E-04
30 Rifampicina >250E-04  >250E-04 | >250E-04  >250E-04  >250E-04  >250E-04  >2,50E-04
31 Tetraciclina clorhidrato >250E-04  >250E-04 | 201E05  >250E-04  182E04  >250E-04  >2,50E-04
32 Orfenadrina clorhidrato 249E-04  315E-04 | 140E-04  230E-04  187E-04  >160E-04  >160E-04
3 Nicotina 5,01E-03 487E-03 2,87E-03 145603  >100E-02  >100E-02  627E-03
2 Lindano >120E-04  >120E-04 | >1,20E-04 >1,20E-04 >120E-04  >G600E-05  >6,00E-05
37 Etanol 164E400 155400 | 7A6E01  >217E+00  509E-01  >1,09E+00  >1,09E+00
38 Paration >1,00E-03  >100E-03 | 118E05  >100E-03  181E04  447E06  316E-06
39 Diclorvos 6,31E-04 8,35E-04 3A4TE-04 1,46E-04 639E-04  >470E-04  >470E-04
40 Fisostigmina 6,01E-03  629E-03 | 230E-03  4,08E-03 341E-03  >250E-03  >2,50E-03
41 Amonio glufosinato >8,00E-02  >8,00E-02 | >800E-02 >800E-02  >8,00E-02  >8,00E-02  >8,00E-02
42 cis-Diaminoplatino (1) dicloruro 209E-04  157E04 | 262E05  211E-04  >350E04  126E04  871E-05
43 Dietilenglicol 227E01  274E01 | 230E-01 154E-01  121E-01  933E-04  166E-03
44 Diquat dibromuro 956E-04  493E-04 | 7.62E-05  T7.60E-04  212E-04  123E-04  >2,20E-04
45 Ocratoxina A 708E06  493E-06 | 189E07  >1,00E-04 >100E-04  >1,00E-04  >1,00E-04
45 Ciclosporina A 149E-05  >1,70E-05 | >1,70E-05  131E-05  >170E-05  295E-06 3,63E-06
47 17a-Etinilestradiol 659E-05  O75E-05 | 434E05  >140E-04  >149E-04  724E06  >149E-04
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Tabla 17 (continuacion).

HepG2 LOG EC50/IC50 RMF1 (M)

Panel Viabilidad

Panel Oxidativo

Ac::x:se Compuestos NRU YP Perox. Superox. NO 8-Oxo Nuc.  8-Oxo Mit.
48 Sodio fluoruro >250E-03  >250E-03 | >250E-03  >250E-03  139E-03  >250E03  >2,50E-03
49 Paraquat dicloruro 315E-04  393E-04 | 147E-04  219E-04  223E-04  >100E-03  >1,00E-03
51 Dimetilformamida 262E01  407E-01 | 365E01  >500E-01  >500E-01  >279E-01  >2,79E-01
52 Hierro (Il) sulfato 7.26E-03 1,00E-02 320E-03  >1,44E-02  876E03  >1,00E-03  >1,00E-03
53 Amitriptilina clorhidrato 4,86E-05 6,05E-05 | 2,87E-05 1,16E-05 617E-05  >1,00E-05  >1,00E-05
54 Etilenglicol 1,01E400  147E+00 | 9,79E-01 1256400  >3,00E+00  7,59E-01 9,12E-01
55 Metanol 130E400  1,20E#00 | >1,85E+00  >1,86E+00  >1,86E+00  1,55E400  >3,20E00
57 Sodio cloruro >856E-02  >856E-02 | 597E-02  >856E-02  >856E-02  >1,00E-03  >1,00E-03
60 Litio sulfato 482E02  TASE02 | 128E02  495E02  6A7E03  >419E-02  >4,19E-02
63 Propranolol clorhidrato 7T97TE05  T787E05 | >1,00E-04  >100E-04  >1,00E-04  >1,00E-03  >1,00E-03
64 Arsénico trioxido 8.86E-05  112E-04 | 139E-06  394E05 615606  257E05  >1,26E-04
66 Talio sulfato 1,01E03  156E03 | 170E04  190E06  >2,00E-03  >1,00E-03  >1,00E-03
67 Warfarina 202603  >220E-03 | 120E-04  >2,20E-03  169E03  >102E-03  >1026-03
71 Hexaclorofeno 2,77E-06 1,32E-05 135E-06  2,07E-05  >246E-06  >492E-05  >492E-05
76 Cloral hidrato 100E02  878E-03 | 141E03  >200E-02  116E-02  >149E-02  >1,49E-02
Ly 24-Acido diclorofenoxiacético 420E03  A75E03 | 645603 455603 852603  537E05  >150E-04
80 Estricnina >1,00E-03  >1,00E-03 | >1,00E03 >100E-03 >1,00E-03 >1,00E03  >1,00E-03
91 Sodio selenato 285604  385E04 | 972E05  >1,06E-03  >1,06E-03  >1,08E-03  >1,06E-03
92 Acetonitrilo 149E+00  152E400 | >2,00E:00  >2,00E+00  >2,00E+00 >150E+00  >1,50E+00
9% Epinefrina bitartrato 167E-03  406E-04 | 837E-04  >500E-03  >500E-03  >150E-03  >150E-03
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RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

2. Evaluacion de la capacidad predictiva de los ensayos

citomicos in vitro

2.1 Correlacion de los valores de toxicidad in vitro con la
LC50 humana

Para evaluar la capacidad predictiva de nuestros ensayos se compararon con
los valores de LC50 de humano determinados por Sjostrom et al. (2008).

Los valores de LC50 de humano fueron determinados a partir de la
concentracion letal y subletal de los compuestos en sangre obtenida de informes
médicos y forenses de casos de envenenamiento agudo (Sjéstrdm et al., 2008).
Para los compuestos cicloheximida, SDS, benceno, tert-butilo hidroperdxido, pireno,
tetraciclina, fisostigmina, dietilenglicol, ocratoxina A, 17a-Etinilestradiol y epinefrina
bitartratono fue posible determinar la toxicidad letal aguda en humano. Por ello, se
realizaron correlaciones con 49 compuestos cuya LC50 es conocida.

Tal y como se ha descrito anteriormente, no se obtuvo para todos los ensayos
y lineas celulares una IC50/EC50. En la Tabla 18 se resume el valor de RZ y n
obtenidos para cada correlacién, asi como el nimero de referencia de los

compuestos que presentan efecto en ese ensayo.
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RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

Tabla 18: Correlacion de los valores IC50/EC50 del panel citémico de estrés oxidativo con
los valores LC50 obtenidos por Sjéstrom et al., (2008). n representa el nimero de
compuestos que producen efecto y se utilizan en las correlaciones, cuyo cédigo se incluye.

AT04
Vibhad | \ropdag (ypy [ A8 Ao Gxido o | 8-Oxo nucear [ F0%
(NRU} Peroxidaiva | Superdoxido mipcondrial
n=3g n=36 n=38 n=47 n=15 n=29 n=g
R?=0531 RP=0538 | RP=0602 | R®=0530 | RP=07%0 | R®=0580 | R®=0335
n=32 n=30 n=32 n=41 n=12 n=24 n=4

1,3,4,6,8,101,2,3,6,8,10| 1,2, 3,4,6,9,|1,2,3,4,5,5 | 1,4,9,21,26,[ 2.3,4,6,8,9,| 3,32 39,92
12,13, 14, 17, | 12,13, 21, 28, | 10, 11, 12,13, | 8, 10,12, 13, | 39, 48, 48, 52, | 10, 13, 15, 21,
21,28,29,32, | 20,32, 33,37, | 14,16, 26,37, | 14,15,17,21,| 60,63, 76 |28, 30,32 33,

33,37,39, 44, | 39, 44, 48, 49, | 39, 41, 44, 45, | 28, 29, 30, 32, 37,39, 44, 43,
45, 48,49, 51, | 51, 52, 53, 54, | 48, 49, 51, 52, | 33, 37, 39, 41, 53, 60, 63, 785,
52, 54, 55, 60, | 55, 60, 63, 66, | 55, 60, 63, 64, | 42, 44, 46, 43, 80, 92
63,66, 71,76, | 71,76,91,92 | 67, 71,76, 77, | 48, 51, 52, 53,
91,92 91,92 55, 60, 63, 64,
66, 67, 71, 78,
80, 91,92
SH-SY5Y
Viabiidad - Acividad Anion o 8-Oxo
Viabilidad (YF’ . Cido Mirico | 8-Cxo nuckear ; .
(NRU} (¥F) Peroxidaiva | Superdxido mincondrial
n=45 n=45 n=32 n=44 n=13 n=3 n=13
R*=0.521 R=0.534 R*=0.451 R*=0.464 R*=0.003 R*=0.381 RE=0.520
n=3s n=38 n=26 n=3g n=12 n=25 n=10

1,2,3,4,8,9,11,2,3,48,9,6,8,13,14,16,]1,3,4,5,6,8,]2,5,13,14,30 1,2, 3,4, 6,8, | 1,2,6,9,16,
10,12,13, 14, 10,12, 13,14, 30,32, 33, 41, | 11, 12,13, 14, | 32, 39, 44,64, | 9 11,12,13, | 21, 26, 30, 76,

21,28, 29,32, | 21,28, 29, 30, | 42,46, 48, 48, [ 17, 21,28, 20, | 67,76, 91 |14,16,17, 21, I
33,37, 39,41, | 32 33, 37, 39, | 52, 53, 54, 55, | 32,33, 37, 39, 26, 28, 30, 41,
42,44 45,48 | 42, 44, 45 43, | 60, 64, 67, 71, | 41, 42, 44, 45, 44, 48, 60, 63,
49, 51,52, 53, | 49, 51, 52,53, | 76, 77, 80, 91, | 48, 51, 52, 53, 76, 77,92
54, 55, 60, 63, | 54, 55, 60, 53, 92 54, 55, 60, 63,
64, 66, 67, 71, | 84, 68, 67, 71, B4, 66, 67, 71,
76,77,91,92 | 78, 77,91, 92 76, 77, 80, 91,
92
HepG2
Viabiidad ... Acividad Anion . 8-Oxo
Viabiidad [YF L Orido N 8-0 ke ) )
Ry | BRI o deva | Supergxige | CVUONER | B-Oxonucear | sl
n=46 n=43 n=431 n=27 n=28 n=14 n=§
R%=0552 R2=0572 RI=0519 R2=0.453 RE=10.580 RZ=0885 RE=10.761
n=3g n=35 n=35 n=24 n=24 n="1 n=7

1,2,3,4,6,8[1,23,46,8,[1,23,4,56|1,3,4,568 | 1,345,858 |1,6 29 38, 42| 6 28,33, 38,
9,10,11,12, | 9,10,11,12, | 8,10, 11,12, | &, 11,12,13, | 8 11,12,13, | 44,45, 54,55, | 42, 45, 54
13,18, 21,28, | 13,16, 21, 28, | 14, 21, 28, 28, | 32, 33, 39, 42, | 32, 33, 39, 42, 84,77
20,32, 33,37, | 29, 32, 33, 37, | 32, 33,37, 38, | 44, 45, 49, 53, | 44, 45, 49, 53,
30,42, 44, 45, | 30, 42, 44, 40, | 30, 42, 44, 45, | 54, 60, 64, 68, | 54, 50, 84, 86,
49, 51,52, 53, | 51,52, 53, 54, | 51, 52, 53, 54, 77 T, 77

54, 55, 60, 63, | 55, 80, 83, 84, | 57, 60, 64, 56,
&4, 85, 67, 71, | 86, 71, 76, 77, | 67,71, 76, 77,
76, 77,91, 82 91,82 91

132



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

2.2 Comparacion de la capacidad predictiva de los ensayos
citomicos con la de los valores de referencia de toxicidad

experimental

Una vez obtenidas las correlaciones, se pretendia determinar si nuestros
ensayos eran mejores para predecir la toxicidad humana que los ensayos de
referencia in vivo e in vitro.

Para ello, correlacionamos los datos IC50 obtenidos por el ensayo del Rojo
Neutro (NRU) en 3T3, el ensayo de citotoxicidad in vitro de referencia (Sjéstrom et
al., 2008) y la LD50 de rata y raton (Hoffmann et al., 2010) con los datos de LC50 de
humano (Figura 20 y Tabla 19). De los 60 compuestos del estudio, 58 tenian datos
de IC50 del NRU de 3T3 (Sjostrom et al., 2008), 40 de LD50 de rata y 32 de LD50
de raton (Hoffmann et al., 2010).

La correlacion mas alta de los ensayos de referencia con la LC50 de humano
corresponde a la toxicidad in vivo de raton con una R? de 0,621. El siguiente valor
mas alto de RZ es de 0,522 y corresponde a la correlacion entre la citotoxicidad in
vitro (IC50 de 3T3 NRU), y el méas bajo corresponde a la correlacion entre los

valores de toxicidad en in vivo de rata y humana con una R2 de 0,458.

Podemos ver que nuestro ensayo del yoduro de propidio en SH-SY5Y mejora
la correlacion in vivo de rata y raton con los datos de LC50 de humano ademas de
detectar mas compuestos en ese analisis, aumentando también la n (R2=0,634 y
n=38). El ensayo de la actividad peroxidativa en A704 es el que presenta el mayor
R2 (0,692) pero con una n inferior (32), mejorando la correlacion in vivo de ratén y
rata con una n superior sélo en el primer caso. Es evidente que en los ensayos in
vivo presentados, no se han podido obtener los 49 datos de toxicidad recopilados de
la bibliografia por Hoffmann et al. (2010) (por diferentes causas apuntadas en la

publicacion).
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La determinacion in vitro por el NRU con 3T3 se usa como ensayo de
referencia y aunque posea una R? inferior a la in vivo, permite abarcar un mayor
numero de compuestos cuya toxicidad es caracterizada con este ensayo. Ninguno
de nuestros ensayos ha conseguido superar el numero de compuestos
correlacionados con la LC50 de humano.

Comparandolo con este ensayo vemos que la linea celular de
adenocarcinoma humano (A704) mejora el coeficiente de determinacién (R2?) en los
ensayos de viabilidad NRU (0,531) y YP (0,539), y en los de determinacion de la
actividad peroxidativa (0,692) y anion superoéxido (0,530). Con HepG2 mejoran los
ensayos de viabilidad con un valor de R2 de 0,552 en NRU y 0,572 en YP, y en SH-
SY5Y con el ensayo de yoduro de propidio (0,634). También se comprob6 la mejora
del coeficiente de determinacion en los ensayos de NO (0,680), de 8-Oxo nuclear
(0,685) y mitocondrial (0,761) en HepG2, de NO (0,790), y de 8-Oxo nuclear (0,580)
en A704 y 8-Oxo mitocondrial (0,529) en SH-SY5Y pero con un nimero de
compuestos inferior a la mitad de los compuestos totales correlacionados, por lo
que, a pesar de los elevados valores de R? en algunos casos no se puede

considerar que son buenos ensayos en la prediccion de la toxicidad humana.

De forma general, podemos ver que el ensayo en el que se ha podido
determinar la toxicidad en mas compuestos, fue el de determinacion intracelular del
anién superoxido en A704 (n = 47), aunque Unicamente se pudieron correlacionar 41
compuestos debido a la ausencia de datos forenses para la toxicidad aguda humana
en 6 de ellos. El mejor ensayo a nivel de correlaciones fue el de YP en SH-SY5Y
con una n ligeramente inferior (45), de los que sdlo 38 coinciden con la LC50 de

humano, y R? de 0,634, superando incluso a las correlaciones in vivo.

Consideradas conjuntamente las tres lineas celulares, la correlacién de los
datos de LC50 de humano con el valor minimo de las IC50/EC50 (LOEC ) de cada
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compuesto en cada ensayo, éstas presentan una mejor correlacién (R2 = 0,5684)
con mayor nimero de compuestos (n=48) que el test de referencia de citotoxicidad
del proyecto AcuteTox 3T3 NRU (Tabla 20). Si separamos la viabilidad (LOEC.ia)
del panel de estrés oxidativo (LOEC.) y consideramos ademas del valor minimo
general, el valor minimo obtenido para cada linea celular con objeto de determinar
tanto qué linea como que panel son los mas efectivos a la hora de predecir la
toxicidad humana, vemos que con el panel oxidativo podemos determinar la
toxicidad de mas compuestos que lo que permiten los ensayos clasicos de
viabilidad. Eso se puede deber a que, usando los ensayos de estrés oxidativo, se
detectan procesos tempranos de dafio celular que precede la muerte, lo que permite
incluir mas compuestos. Las correlaciones por linea celular ofrecen mejores
resultados con los ensayos de estrés oxidativo que con los de viabilidad con la
excepcion de SH-SY5Y, que por el contrario, disminuye bastante el valor de R2 con

estos ensayos (Tabla 20).

Para evaluar qué ensayo presenta una mejor capacidad predictiva de la
toxicidad humana, se ha determinado el LOEC de cada ensayo y se ha
correlacionado con la LC50 de humano (Figura 20). Se han representado en las
graficas las lineas que delimitan los outliers y alertas segun la estrategia elegida por
Kooijman et al. (2010) que seré explicada mas adelante.

Analizando los LOEC de cada ensayo por separado se verifica que el mejor
ensayo para predecir la toxicidad aguda en humanos es el de la determinacion de la
actividad peroxidativa, que mejora el coeficiente de determinacién de los tres
ensayos de referencia y mejora la n de los dos ensayos in vivo, igualando la n del
ensayo de 3T3 de NRU. Realmente, comparando las correlaciones obtenidas de
nuestros valores LOEC con la LC50 de humano con el valor de la correlacion de la
LD50 de rata se contempla que todos presentan mejor R2, y la n es inferior apenas

en los parametros NO y 8-oxo mitocondrial. Esto se debe a que sélo disponemos de
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datos de la LD50 de compuestos en rata y ratdn considerados por Hoffman et al.

(2010) como validos para considerar su toxicidad.

En la Figura 22 se representa un resumen de los valores obtenidos en las
correlaciones con humano.

Aplicando el test de transformacién de Fisher se verificd que ningun test
mejora significativamente las correlaciones de la IC50 de 3T3 NRU, LD50 de rata y

raton con la LC50 en humanos.
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Figura 20: Correlaciones entre la LC50 de humano (Sjostrém et al., 2008) y la IC50 del
ensayo NRU de 3T3 (Sjostrom et al., 2008), LD50 de rata y ratén (Hoffmann et al., 2010).
Los numeros representados corresponden a los nimeros de referencia de los compuestos

utilizados en el proyecto ACuteTox (Tabla 12).

Tabla 19: Correlacion de los valores de las IC50, LC50 y LD50 de NRU de 3T3, humano,

rata y raton.

aT3 Rata Ratan
] 0552 0.458 0621
umano n=4% n=37 n=30

Tabla 20: Correlacion de los valores LOECuwt del conjunto de todos los ensayos, de los
valores LOECyiab y LOECox para cada linea celular y para el conjunto de las tres lineas, con
los valores de la LC50 de humano. Se indica el nimero de compuestos (n) usados en la

correlacion.
LOEC total LOEC viab LOEC oxi
R2 0,5816 0,542 0,5755
Total n 43 42 48
R2 0,6634 0,5505 0,6464
AT04 n 46 34 45
R? 0,43 0,6002 0,3849
SH-SY5Y n 45 39 44
R? 0,6257 0,53 0,6153
HEPG2 n 43 37 39
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Figura 21: Correlaciones entre los datos de LC50 humana estimados a partir de la
concentracion letal y subletal en sangre realizados en el proyecto ACuteTox (Sjostrom
etal.2008) y los valores LOEC de IC50/EC50 obtenidos en las tres lineas celulares para cada
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ensayo. Los nimeros de las coordenadas corresponden al nimero de referencia de cada
compuesto usado en el proyecto ACuteTox (Tablas 15, 16 y 17). La linea continua
representa la correlacién 1:1 y la linea discontinua representa una desviacién de una unidad
de logaritmo de la linea de correlacion 1:1, marcando los limites de identificacion de los
outliers o alertas. (A) Correlacién NRU de 3T3 de referencia, (B) Viabilidad determinada por
el ensayo NRU, (C) viabilidad determinada por el ensayo citémico del YP, (D) actividad
peroxidativa, (E) generacién mitocondrial de anion superoxido, (F) niveles de o6xido nitrico
intracelular, (G) niveles de 8-Oxo en el DNA nuclear y (H) niveles de 8-Oxo en el DNA
mitocondrial.

°
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n

o
S

Correlaciones (R?)

o4
[

n
>

Correlaciones (n)
&

Figura 22: Graficas resumen de los valores del coeficiente de determinacién de Pearson (R?)
(A) y el nimero de compuestos usados en las correlaciones de humano (B). Los puntos
naranjas corresponden a las correlaciones de la linea celular A704, los cuadrados azules a
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SH-SY5Y, los triangulos amarillos a HepG2, los rombos verdes a los valores LOEC
determinados y los tridngulos rosa a los valores de los ensayos de referencia. Los puntos 1,
8 y 15 se refieren a los valores de R? y n del ensayo de NRU, los nimeros 2, 9y 16 son
referentes al ensayo de YP. 3, 10 y 17 corresponden al ensayo de determinacién de la
actividad peroxidativa, 4, 11 y 18 de anién superéxido, 5, 12 y 19 son referentes al NO y los
numeros 5, 13y 20, 6, 14 y 21 se refieren a la 8-Oxo nuclear y mitocondrial respectivamente.
Los valores de la Ry N del 22 al 28 corresponden a los valores de R2 y al numero de
compuestos que se ha correlacionado con humano cuando se determinaba el valor minimo
del ensayo del NRU, YP, perdxidos, superdxidos, NO y 8-oxo Nuc y Mit respectivamente. El
Ry N29, 32, 35 y 38 corresponden a las correlaciones de los valores LOECuta , de A704,
SH-SY5Y y HepG2 respectivamente, asi como los valores de R y N30, 33, 36 y 39
corresponden a los valores LOECuia y los Ry N31, 34, 37 y 40 a los valores LOECoxi. A, B y
C conciernen a las correlaciones de los ensayos de referencia de la IC50 de NRU de 3T3,
LD50 de rata y LD50 de ratdn respectivamente.

2.3 ldentificacion y correccion de outliers y alertas del
ensayo de 3T3 NRU

Otro objetivo de este estudio era desarrollar un modelo in vitro que permita la
identificacion y correccion de outliers de los ensayos clasicos de toxicidad in vitro.
Outliers son compuestos quimicos que en los ensayos in vitro de citotoxicidad
presentan una baja correlacion con la toxicidad aguda en humano (Sjostrom et al.,
2008).

Para su determinacion se siguié la estrategia elegida por Kooijman et al.
(2010), en la que se atribuia la definicion de outliers del test de NRU de 3T3 a los
compuestos cuyo valor de IC50 mostraba al menos una diferencia de una unidad de
logaritmo cuando se compar6 con los valores de LC50 de humano obtenidos por
Sjostrom et al. (2008). Se consideran como outliers los compuestos con un valor de
IC50/EC50 superior a la LC50 en al menos una unidad de logaritmo y como alertas
los compuestos con un valor de IC50/EC50 inferior a la LC50 en al menos una
unidad de logaritmo. Segun este criterio, un outlier es un compuesto méas toxico in

vivo que in vitro y una alerta es un compuesto mas toxico in vitro que in vivo.
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El ensayo de 3T3 NRU genera un total de 13 outliers: sulfato de atropina
monohidratada, diazepam, digoxina, malatién, verapamilo clorhidrato, nicotina,
lindano, paration, ciclosporina A, dimetilformamida, etilenglicol, estricnina y

acetonitrilo y s6lo un alerta, el hexaclorofeno (Figura 23A).

Considerando los valores LOECa determinados en nuestros ensayos, seis
de estos compuestos (diazepam, digoxina, malatién, paration, estricnina y
acetonitrilo) fueron corregidos, colocandose en el rango valido de prediccién de la
toxicidad humana. Dos de ellos, el verapamilo clorhidrato y la ciclosporina A,
pasaron a ser alertas — predicen la toxicidad a dosis al menos 10 veces inferiores a
las determinadas por la estimacion de la toxicidad humana — considerandose una
gran mejora en la prediccion de toxicidad ya que, al contrario que NRU de 3T3, no
s6lo no subestima la toxicidad de estos compuestos si no que la considera alta a
dosis mucho més bajas. Kooijman et al., (2010) también pudieron corregir la
toxicidad de diazepam, digoxina, malatién y verapamilo e identificaron como alerta la
ciclosporina A, al igual que lo verificado por nuestros ensayos. Dos de las alertas de
NRU en 3T3 (atropina monohidrato sulfato y la nicotina) mejoraron, acercandose asi
mas al rango de prediccion correcta y dos de ellos (dimetilformamida y el etilenglicol)
se alejaron ligeramente del rango, practicamente sobreponiéndose con los valores
de 3T3 NRU (Figura 23B). Esta Figura también muestra que nuestro sistema de
determinaciéon de la toxicidad incrementa la prediccién de once de estos trece

compuestos.

Un dato importante es que s6lo tres de estos outliers se pudieron corregir
utilizando unicamente los ensayos de viabilidad (LOEC.ia) (diazepam, digoxina y
verapamilo clorhidrato) frente a los seis que se posicionaron en el rango de
prediccion de toxicidad optimo y las dos alertas conseguidas utilizando los valores

LOEC.x (de los ensayos del panel oxidativo) (Figura 24). Una vez mas se evidencia
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que los ensayos que determinan un dafio celular que precede a la muerte, aportan
una mejoria frente a los ensayos clasicos de determinacién de la muerte celular.
Forsby et al. (2009) también mostraron que los ensayos de viabilidad o de integridad
de membrana en células neuronales no corregian los outliers del ensayo de NRU en
3T3, obteniéndose valores muy semejantes a los determinados en ese ensayo y
manifestd la necesidad de enfocar los estudios in vitro en otro tipo de alteraciones

celulares anteriores a la muerte.

Considerados los ensayos por separado se verificd que el mas sensible a la
hora de corregir outliers es el ensayo de la 8-Oxo nuclear. Lo hace en seis
compuestos (diazepam, digoxina, malatién, paration, estricnina y acetonitrilo), y
transforma en alertas los compuestos verapamilo clorhidrato (29) y ciclosporina A
(46) (Figura 25). Hay que tener en cuenta que en estos ensayos se calculé la EC20
porque es el maximo efecto causado por el control positivo. A continuacion se sitlia
el ensayo de determinacion de la actividad peroxidativa que permite corregir cinco
compuestos (diazepam, digoxina, verapamilo clorhidrato, paratién, y ciclosporina A),
y después el del anién superdxido, que lo hace en cuatro casos (diazepam, digoxina,
verapamilo clorhidrato y ciclosporina A). El Unico ensayo que transforma los oultiers
de NRU a alertas es el de la 8-Oxo nuclear, que puede deberse al hecho de utilizar

un indicador mas sensible, como es la EC20.

Analizando la correccion de outliers en cada linea celular no se observan
muchas diferencias entre ellas (Figura 26). Verificamos que diazepam, digoxina y
verapamilo clorhidrato son corregidos por todas las lineas, destacando el verapamilo
clorhidrato, un farmaco hepatotoxico que es una alerta en HepG2. La ciclosporina A
es corregida por A704 y HepG2. Era de esperar que este compuesto fuera corregido
por ambas lineas celulares, ya que se sabe que sus dianas de toxicidad son el rifion

y el higado (Clothier et al., 2013; Acutoxbase; Kinsner-Ovaskainen et al., 2009). Los
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compuestos malatién y acetonitrilo, dos compuestos neurotdxicos (Clothier et al.,
2013; Acutoxbase; Kinsner-Ovaskainen et al., 2009) sélo son corregidos por SH-
SY5Y mientras que paration (hepatotdxico y neurotdxico) (Clothier et al., 2013) y
estricnina  (nefrotoxico, neurotoxico y hepatotoxico) (Clothier et al., 2013;
Acutoxbase; Kinsner-Ovaskainen et al., 2009) sélo se corrigen por HepG2 y A704,
respectivamente.

Forsby et al. (2009) usando SH-SY5Y diferenciadas, pudo corregir los outliers
digoxina, lindano, malatién y paratién. Este Ultimo no fue corregido por nuestros
ensayos en esta linea celular, pero si con HepG2. Tampoco se corrigié el lindano
con ninguno de los ensayos en ninguna linea celular, aunque si lo pudieron hacer
Forsby et al., (2009) y Gustafsson et al., (2010). Ademas, Gustafsson et al., usando
cultivos primarios pudieron corregir atropina y nicotina, que no se pudo corregir por

ningun otro ensayo.
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Figura 23: Identificacion y correlacion de los outliers del ensayo NRU frente a la LC50 de
humano (Sjostrom et al. 2008). La linea continua marca la correlacion perfecta 1:1 y las
lineas discontinuas representan la desviacién de una unidad de logaritmo de base 10 de la
correlacion perfecta, marcando el limite para la identificacion de outliers o alertas. Los
numeros representados corresponden a los nimeros de referencia utilizados en el proyecto
ACuteTox (Tabla 12). (A) Correlacion entre los valores de 1C50 el ensayo de NRU en 3T3y
LC50 de humano (Sjostrom et al. 2008). Los compuestos que se sitlan encima de la linea
discontinua superior, representan los outliers de este ensayo. El compuesto 71
(hexaclorofeno) es el alerta de este test. (B) Correlacién de los outliers identificados en el
ensayo de NRU en 3T3 con los valores LOEC obtenidos en el panel citdmico en las tres
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lineas celulares. Los circulos representan los valores de NRU 3T3y los tridngulos los valores

LOEC obtenidos en nuestros experimentos.
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Figura 24: Correlacion de los outliers del ensayo de NRU en 3T3 identificados para humano
y comparacion con los valores LOEC obtenidos por el panel citdmico de estrés oxidativo y
viabilidad. La linea continua representa la correlacién 1:1 y la linea discontinua representa
una desviaciéon de una unidad de logaritmo de la linea de correlacién 1:1, marcando los
limites establecidos para la identificacidon de los outliers. Los numeros de las coordenadas
son los numeros de referencia de los compuestos utilizados en el proyecto ACuteTox (Tabla
12). Los circulos representan los valores de IC50 para el ensayo de NRU en 3T3, los
triangulos el valor LOEC.iab obtenido en nuestro ensayo de viabilidad por YP y NRU vy los
cuadrados los valores LOEC.xi obtenidos en el panel de estrés oxidativo.
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Figura 25: Correlacion de los outliers del ensayo de NRU en 3T3 identificados para humano
y comparacion con los valores LOEC de IC50 y EC50 obtenidos por cada parametro en las
tres lineas celulares. La linea continua representa la correlacién 1:1 y la linea discontinua
representa una desviacién de una unidad de logaritmo de la linea de correlacion 1:1,
marcando los limites establecidos para la identificacion de los outliers. Los nimeros de las
coordenadas son los numeros de referencia de los compuestos utilizados en el proyecto
ACuteTox (Tabla 12). Los circulos representan los valores de IC50 para el ensayo de NRU
en 3T3, los tridngulos el valor LOEC de IC50 o EC50 obtenido en nuestros ensayos.

145



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

o4 A As4
8% o
-1 83
- .2
E, 03 o
9 -3 09 ose g8
== 28 33
8 -4+ ”& 029
8 o46A3
E -5 A
3] N A29
A48
74
-8 A9 O IC50 NRU3T3
A LOECA704
- k
9 T T T T T T T T T
9 -8 7 6 S5 4 3 2 4 0 1
LC50 humano (log M)
1
of B A54
o054
092451
-1 o051
-2
= 63
g! .34 o11 o8
= ©9 34043 980
@ -4 S 079
Q 046 %
i s
g
= -6 a1
74
-8 a9/ A4S ©  IC50NRU3T3
A LOECSHSYSY
9 T T T T T T T T T
-9 -8 7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1
LC50 humano (log M)
1
o C am g
920 AS51 954
-1 51 0
-2
= o
83 09 o 88
P ng®
-4
3 ° 46§§%9
w 54 as
3 ;
S ha6pgy
a29
74
9
-84 . O IC50 NRU3T3
A LOECHepG2
9 T T T T T T T T T
9 -8 7 6 5 4 3 2 A 0 1

LC50 humano (log M)

Figura 26: Correlacion de outliers del ensayo de NRU en 3T3 identificados para humano y
comparacion con los valores LOEC de IC50 y EC50 obtenidos en todos los ensayos para
cada linea celular. La linea continua representa la correlacién 1:1 y la linea discontinua
representa una desviacion de una unidad de logaritmo de la linea de correlacion 1:1,
marcando los limites establecidos para la identificacion de los outliers. Los nimeros de las
coordenadas son los nimeros de referencia de los compuestos utilizados en el proyecto
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ACuteTox (Tabla 12). Los circulos representan los valores de IC50 para el ensayo de NRU
en 3T3, los tridngulos el valor LOEC obtenido en nuestros ensayos para las lineas celulares
A704 (A), SH-SY5Y (B) y HepG2 (C).

2.4 Identificacion de posibles alertas y outliers en los

ensayos citbmicos

Con objeto de simplificar la visualizacién de los datos y la identificacion de
alertas y outliers a través de las correlaciones de nuestros ensayos con la LC50 de
humano, se presenta dos Tablas en las se reflejan, por colores, la capacidad
predictiva de los compuestos en todos los ensayos y en los valores LOEC. Asi, las
cuadriculas verdes corresponden a los compuestos cuyo valor de toxicidad se
encuentra en el rango de aceptacion de buena prediccién de la toxicidad humana,
en naranja las alertas y en rojo los outliers para cada ensayo (Tabla 21) y para los
valores LOEC en cada linea celular (Tabla 22). En blanco se identifican los
compuestos para los cuales no se obtuvo valor de toxicidad por nuestros ensayos o

que no se conoce su valor LC50 en humano.

Tal y como se ha expuesto anteriormente, considerando el analisis de los
ensayos de forma individual, ninguno supera al ensayo de NRU en nimero de
compuestos correlacionados correctamente y en el valor de R2. Ademas, muchos de
ellos tienen un mayor numero de outliers. Eso es especialmente notorio en los
ensayos de viabilidad que superan los outliers de NRU en 3T3 en las tres lineas

celulares.

Un total de diez ensayos son incapaces de detectar toxicidad en mas de la
mitad de los compuestos que se queria correlacionar con la LC50 de humano, lo que
es evidente por el elevado nimero de cuadriculas blancas representadas en la

Tabla 21. Esos ensayos coinciden en su mayoria en las tres lineas celulares (NO, 8-
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Oxo nuclear y mitocondrial) a los que hay que sumar el ensayo de los niveles
intracelulares de anion superéxido que sélo en HepG2 tiene tan baja sensibilidad. El
peor ensayo, sin duda, es el ensayo de la 8-Oxo mitocondrial que en A704 no

correlaciona mas del 90% de los compuestos estudiados.

Comparado con los ensayos in vivo, y debido al bajo nimero de compuestos
aceptados como validos por Hoffmann et al. (2010), podemos verificar que, con
respecto a la LD50 de raton, el ensayo de deteccidn de los niveles intracelulares de
perdxido de hidrogeno en A704 mejora el coeficiente de correlacion, el nimero de
compuestos correlacionados y el nimero de alertas, ademas de disminuir el numero
de outliers. El ensayo del YP en SH-SY5Y mejora el coeficiente de correlacion y el
nimero de compuestos pero, por el contrario, aumenta el nimero de compuestos

outliers.

Analizando qué ensayos mejoran los valores de LD50 en rata, se comprueba
que todos los ensayos en los que el nimero de compuestos validos (n) es mayor
que el nimero de compuestos con valor establecido de LD50, mejoran el coeficiente
de correlacién. Eso ocurre en los ensayos de deteccion de anion superdxido en
A704 y en SH-SY5Y, en el ensayo del YP en SH-SY5Y y en el ensayo del NRU en
SH-SY5Y y HepG2. En estos ensayos el nimero de outliers es superior al de los

outliers en la correspondiente correlacion con la LD50 de Rata.

También se observa que los ensayos de los niveles de 6xido nitrico y de 8-
Oxo nuclear y mitocondrial, presentan un nimero de valores muy bajo, que no llega
a la mitad de los compuestos ensayados, en los que se conoce la toxicidad en
humanos. En la linea celular A704 sélo cuatro de los cuarenta y nueve compuestos

alcanzaron un valor de toxicidad usando el ensayo de la 8-oxo mitocondrial.
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En 11 de los compuestos ensayados, cicloheximida (7), SDS (15), benceno
(18), tert-butil hidroperoxido (19), pireno (23), tetraciclina clorhidrato (31),
fisostigmina (40), dietilenglicol (43), ocratoxina A (45), 17a-etinilestradiol (47) y
epinefrina bitartrato (96), no se pudo estimar la LC50 en humano segun Sjéstrom et
al. (2008) por falta de datos clinicos, por lo que no se pudo llevar a cabo la

correlacion.

Con respecto a los valores LOEC obtenidos en las tres lineas celulares, para
determinar qué ensayo es el que mejor correlaciona con los datos in vivo de humano

se confirma que los mejores ensayos son:

Determinacion de la actividad peroxidativa:

Mejora el numero de compuestos que entran en la correlacion y el valor de R2
y disminuye el nimero de outliers. Identifica més compuestos como alertas. Sélo en
tres compuestos no se pudo determinar efecto toxico: S-fluorouracilo (17),
hexaclorobenzeno (26) y lindano (34). Para este Ultimo, no se pudo obtener ningun
valor de toxicidad. El hexaclorobenzeno tampoco se pudo determinar en el ensayo

de NRU en 3T3 a la concentracion maxima probada.

Niveles intracelulares de anion superoéxido:

Mejora el valor de R2 pero en este ensayo hay cuatro compuestos sin efecto,
hexaclorobenceno (26), lindano (34), paration (38) y sodio cloruro (57), frente a tres
compuestos en NRU en 3T3, hexaclorobenceno (26), hierro (Il) sulfato (52) y
metanol (55). Hay que indicar que los cuatro compuestos en los que no se pudo
mostrar efecto, presentaron dificultad a la hora de disolverlos con la excepcion del

sodio cloruro.
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8-Oxo nuclear:

Mejora el valor de R?, el numero de outliers y de alertas, pero no el nimero
de compuestos en correlacion. Ademas, de forma individual no es apreciable en
ninguna linea celular, ya que no llega a tener efecto en mas de la mitad de los

compuestos.

Los peores ensayos son:

8-Oxo mitocondrial:
De los 49 compuestos, mas de la mitad no presentaron efecto en este

ensayo.

Oxido Nitrico:
La suma de compuestos sin efecto y outliers superd la mitad de los

compuestos (26). Ademas el valor de R2no llegd a 0,5.

Estas tablas permiten ademas, comprobar qué compuestos se correlacionan
de forma perfecta por todos nuestros ensayos utilizando el valor LOEC:

Los compuestos acido acetilsalicilico (2); cadmio cloruro (21) y diclorvos (39)
son correctamente clasificados por todos los ensayos LOEC;

Los compuestos acetaminofeno (1), diazepam (8), digoxina (9), isopropanol
(10), amiodarona clorhidrato (28), orfenadrina clorhidrato (32) y cis-diaminoplatino
(I1) dicloruro (42) que correlacionan de forma correcta en todos los ensayos, excepto
en los ensayos que no llegan a determinar el efecto de la mitad de los compuestos
(NO y 8-Oxo mit, a excepcién de la digoxina, que es un outlier por el ensayo del
Rojo Neutro como en el ensayo de 3T3, lo que indica que el ensayo NRU no es el

indicado para determinar la toxicidad de la digoxina.

Una vez mas, podemos observar que el panel oxidativo permite la correccion

de compuestos que por los ensayos de viabilidad se definen como outliers. Con
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respecto a los valores LOEC,, frente a LOEC,y de las tres lineas celulares por
separado 0 en su conjunto, vemos que muchos compuestos pasan de outlier a
correctamente clasificado o de outlier a alerta, como ya pasaba cuando analizamos

los outliers de 3T3.

Cuando se consideran las tres lineas en conjunto verificamos que se
corrigen:

De outlier a alerta los compuestos cafeina, fenobarbital y ciclosporina A.

De outlier al intervalo de correlacién, los compuestos malatidn, 5-

fluorouracilo, hierro (1) sulfato, metanol, talio sulfato, warfarina y acetonitrilo.

Los compuestos mercurio (Il) cloruro (12), acido valproico (16), verapamilo
clorhidrato (29), rifampicina (30), orfenadrina clorhidrato (32), amonio glufosinato
(41), diquat dibromuro (44), sodio fluoruro (48), amitriptilina clorhidrato (53), litio
sulfato  (60), propranolol clorhidrato (63), cloral hidrato (76) y 2,4-acido
diclorofenoxiacético (77) que habia sido perfectamente correlacionados por los
ensayos de viabilidad (LOEC.ib), pasan a alertas con los ensayos del estrés
oxidativo/nitrosativo, lo que permite detectar la toxicidad de forma temprana.
También se han identificado compuestos cuya toxicidad no se pudo determinar con
aquellos ensayos, y si en cambio con los de estrés oxidativo: carbamazepina (5),

hexaclorobenceno (26), paratién (38), sodio cloruro (57) y estricnina (80).

De forma resumida, se representa en la Tabla 23 los compuestos que son
corregidos en las tres lineas celulares utilizando los valores LOEC de los ensayos de
estrés oxidativo/nitrosativo, comparado con los de viabilidad mostrando asi como
mejora el valor predictivo de la toxicidad.

Podemos verificar que con la linea celular A704 se ha corregido ocho outliers
(acetaminofeno, cafeina, diazepam, fenobarbital, verapamilo clorhidrato, ciclosporina

A, hierro (Il) sulfato, sodio selenato) que pasaron a estar perfectamente
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correlacionados usando los valores LOEC,x. Doce compuestos han pasado de no
mostrar efecto a ser detectados (carbamazepina, digoxina, malatién, acido valproico,
hexaclorobenceno, rifampicina, amonio glufosinato, cis-diaminoplatino (I1) dicloruro,
arsénico triéxido, warfarina, 2,4-acido diclorofenoxiacético y estricnina) y otros
cuatro pasaron de estar en el rango de buena correlacion a la categoria de alertas
(mercurio  (Il) cloruro, pentaclorofenol, orfenadrina clorhidrato, propranolol
clorhidrato). Hay que destacar 13 de los compuestos que mejoran la prediccion de la
LC50 de humano con los ensayos de estrés oxidativo en A704 comparado con los
ensayos de viabilidad son nefrotoxicos.

En los ensayos sobre células SH-SY5Y cuatro compuestos (cafeina,
fenobarbital, ciclosporina A, sodio fluoruro) han pasado de ser outliers en los
ensayos de viabilidad a ser considerados alertas por estrés oxidativo/nitrosativo y
siete a estar perfectamente correlacionados (digoxina, cadmio cloruro, hierro (II)
sulfato, metanol, propranolol clorhidrato, warfarina y acetonitrilo). Siete compuestos
(pentaclorofenol, rifampicina, amonio glufosinato, diquat dibromuro, amitriptilina
clorhidrato, litio sulfato, cloral hidrato) han pasado de estar correlacionados a
convertirse en alertas y oftros siete compuestos sin efecto (carbamazepina,
colchicina, malation, &cido valproico, 5-fluorouracilo, hexaclorobenceno, estricnina)
han pasado a tenerlo. Es importante resaltar que 16 de estos compuestos que
mejoran su capacidad predictiva con los ensayos de estrés oxidativo respecto a los
ensayos de viabilidad en SH-SY5Y, son neurotéxicos.

Los ensayos en las células HepG2 transforman un compuesto (verapamilo
clorhidrato) de outlier a alerta. Otro compuesto (2,4-4cido diclorofenoxiacético) pasa
de estar correctamente correlacionado a ser alerta. Ocho outliers (orfenadrina
clorhidrato, ciclosporina A, amitriptilina clorhidrato, arsénico triéxido, talio sulfato,
cloral hidrato y sodio selenato) se incluyen en el rango de correlacion perfecta y

cinco compuestos sin efecto (carbamazepina, paration, sodio fluoruro, etilenglicol,

152



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

sodio cloruro) pasan a tener efecto. Cabe indicar que once de los quince
compuestos mejorados por los ensayos de estrés oxidativo son hepatotdxicos.

Sélo en muy pocos casos los ensayos de estrés oxidativo/nitrosativo tienen
menor capacidad predictiva que los de viabilidad. Asi, los compuestos etilenglicol en
A704, isopropanol en SH-SY5Y y A&cido valproico, propranolol clorhidrato y
acetonitrilo en HepG2, que presentaban efecto en los ensayos de viabilidad pasan a
no tenerlo en los ensayos de estrés oxidativo/nitrosativo. Por otra parte, en SH-
SY5Y el sodio selenato pasa de estar perfectamente correlacionado a outlier y el

pentaclorofenol pasa de alerta a estar perfectamente correlacionado.

Leyendas de las Tablas 21y 22:

Tabla 21: Tabla resumen de colores con la representacion de los valores de IC50 y EC50
obtenidos en los ensayos realizados y de los valores de IC50 y LD50 de referencia de 3T3 y
de rata y raton. En verde se representan los compuestos que se correlacionan en el rango de
aceptacion con buena capacidad predictiva de toxicidad para humano, en naranja las alertas
y en rojo los outliers. (N representa el nimero del compuesto de referencia del proyecto
ACuteTox; NRU — ensayo de captacion del Rojo Neutro; YP — ensayo de exclusion del
yoduro de propidio; H202 — ensayo de determinacion de la actividad peroxidativa; 0% —
ensayo de determinacion de los niveles intracelulares del anion superdxido; NO — niveles
intracelulares de dxido nitrico; 8-Oxo Nuc y 8-Oxo Mit — los niveles de 8-Oxo nuclear y
mitocondrial respectivamente; n — nimero de compuestos que se correlacionan con la LC50
de humano; N° OT - nimero de outliers; N° A — numero de alertas). En negrita estan los
valores de R2 superiores a los obtenidos por el ensayo de referencia de NRU de 3T3. En rojo
y negrita estan representados los valores de n inferiores a 25 (la mitad del nimero total de
compuestos que se conoce la LC50 de humano, del grupo de compuestos elegidos por el
proyecto Acute-Tox).

Tabla 22: Tabla de colores resumen con la representacion de los valores LOEC de los
ensayos realizados. En verde se representan los compuestos que se correlacionan en el
rango de aceptacion con buena capacidad predictiva de toxicidad para humano, en naranja
las alertas y en rojo los outliers. (N representa el numero del compuesto de referencia del
proyecto AcuteTox; NRU — ensayo de captacion del Rojo Neutro; YP — ensayo de exclusién
del yoduro de propidio; H202 — ensayo de determinacion de la actividad peroxidativa; 0% —
ensayo de determinacion de los niveles intracelulares del anion superdxido; NO — niveles
intracelulares de dxido nitrico; 8-Oxo nuc y 8-Oxo mit — los niveles 8-Oxo nuclear y
mitocondrial respectivamente; n — nimero de compuestos que se correlacionan con la LC50
de humano; N° OT - nimero de outliers; N° A — nimero de alertas). En negrita estan los
valores que presentan una mejoria frente a NRU de 3T3 — mayor R2, mayor numero de
compuestos en la correlacidén, mayor nimero de alertas y menor niimero de outliers — y en
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rojo estan representados los valores de n inferiores a 25 (la mitad del namero total de
compuestos que se conoce la LC50 de humano, del grupo de compuestos elegidos por el
proyecto Acute-Tox).

Tabla 21.
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Tabla 22.

LOEC
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Tabla 23: Tabla resumen de comparacién de los valores LOEC de los ensayos de viabilidad
frente al conjunto de ensayos de estrés oxidativo en las tres lineas celulares. Para cada linea
celular se indica que compuestos de referencia pasan de outlier a alerta, de outlier a
perfectamente correlacionado, de perfectamente correlacionado a alerta y de no tener efecto
a tenerlo. NE: sin efecto.

AT04
Outlier =Alerta Outlier =Correcto Correcto =+Alerta ME = Efecto Efecto = ME
1,4,8, 14,29, 46, 52, 5.9, 11,16, 26,30,
el 12.13,32.62 4,42, 684,67, 77,80 o4
SH-SY5Y
Outlier =»Alera Outlier =*Gorrectn | Correcto =Alerta ME = Efecto Efectn = NE
4,14.46.48 9,21,52,55,63,67, |13,30,41, 44,53, 860, 5.6.11. 16,17, 26,80 10
92 76
HepG2
Outlier =»Alera Oullier =*Corrects | Correcto =+Alerta ME = Efecto Efectn = ME
29 52,46, 5?3(; ?:: 66,67, i 5,38, 48 54,57 16,63, 92

2.5 Evaluacion de la capacidad de deteccion de la toxicidad

organo-especifica

Uno de los objetivos de este proyecto era evaluar si los ensayos de
citotoxicidad y/o los ensayos funcionales de estrés oxidativo y nitrosativo realizados
en lineas celulares provenientes de distintos 6rganos diana proporcionan diferentes
resultados. Ademas, es importante determinar si el uso de lineas celulares puede
sustituir el uso de cultivos primarios de los 6rganos diana y sobrepasar los ensayos
de citotoxicidad proporcionando modelos in vitro capaces de identificar la toxicidad
especifica de 6rganos que puede ser la causa de la ineficacia de diversos ensayos
en las correlaciones in vitro/in vivo y causar los outliers.

Para determinar la eventual capacidad de deteccion de toxicidad érgano-
especifica de las tres lineas celulares A704, SH-SY5Y y HepG2 se identificaron los
compuestos de nuestros estudios clasificados como nefrotoxicos, neurotdxicos y

hepatotoxicos segun Clothier et al., (2013) y la base de datos de AcuteTox (Kinsner-
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Ovaskainen et al., 2009). Para cada uno de estos grupos de compuestos, se
comparé la capacidad de prediccion de toxicidad humana de los ensayos citomicos
(viabilidad y funcionales) en cada linea celular, con la capacidad predictiva del
ensayo de citotoxicidad basal en la linea de fibroblastos de 3T3, como modelo
celular no 6rgano-especifico (Sjostrom et al., 2008). La comparacion estadistica se
realizo con el test T de Student (Gustafsson et al., 2010).

Sélo se consideraron para este calculo los compuestos que disponen de
valores de LC50 de humano, de IC50 de NRU de 3T3 y de LOEC de viabilidad y
estrés oxidativo, aunque se incluyeron en el analisis los compuestos que no
causaron toxicidad a la maxima concentracién probada, ya que la incapacidad de
obtener un valor de toxicidad subestima la toxicidad de tales compuestos. Como
intervalo de confianza de correlacion correcta, se definié una desviacion de 1 unidad
de Log de LC50.

De esta forma, con los ensayos de LOEC.a se pudo comparar 33
compuestos neurotdxicos mientras que con los valores de LOEC. se compararon
31. Se verifico si habia diferencias estadisticamente significativas entre los valores
de LOEC y IC50 del ensayo de NRU en 3T3 vy, en caso positivo se verificd si
mejoraba, corregia, subestimaba o sobreestimaba la correlacion de la toxicidad in
vitro (NRU en 3T3), frente a la toxicidad humana. Los compuestos con valores de
toxicidad significativamente superiores a los de 3T3, pero que siguen en el rango
aceptable de buena prediccién de toxicidad al igual que 3T3 se consideraron como

que no cambian la prediccion de toxicidad (Tablas 24, 25 y 26 - No cambia®)

La medida de neurotoxicidad en SH-SY5Y corrigié 4 compuestos (diazepam,
digoxina, malation y acetonitrilo) con los ensayos de estrés y sélo dos (diazepam y
verapamilo clorhidrato) por los ensayos de viabilidad siendo todos outliers de NRU
en 3T3. Ademas, ha mejorado la prediccion de toxicidad de un compuesto

(hexaclorofeno) por el valor de LOEC, y tres (cis-diaminoplatino (Il) dicloruro,

157



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

amitriptilina clorhidrato y sodio selenato) por el valor de LOEC,is. Ha sobreestimado
la neurotoxicidad de siete compuestos determinada por estrés oxidativo (mercurio
(1) cloruro, pentaclorofenol, fenobarbital, &cido valproico, amonio glufosinato,
amitriptilina clorhidrato y cloral hidrato). Los compuestos sobreestimados causan
efecto a una concentracion significativamente inferior a la determinada por el test de
citotoxicidad del NRU en 3T3, son por lo tanto alertas de la neurotoxicidad (Tabla
24).

En total 38,7% de los ensayos de estrés oxidativo (12 / 31) ha mejorado
significativamente la prediccion de la neurotoxicidad (diazepam, digoxina, malatién,
mercurio (Il) cloruro, pentaclorofenol, fenobarbital, acido valproico, amonio
glufosinato, amitriptilina clorhidrato, hexaclorofeno, cloral hidrato y acetonitrilo), de
los cuales 4 eran outliers (diazepam, digoxina, malation y acetonitrilo) de la

correlacion del ensayo de NRU en 3T3 con LC50 de humanos.

Los ensayos de viabilidad sdlo mejoraron significativamente la prediccién en
5 compuestos (15,15%), dos de los cuales (diazepam y verapamiloclorhidrato) eran
outliers de NRU en 3T3 y son corregidos. Verificamos asi que, a pesar de que el
valor LOEC.isp presenta una mejor correlacién con LC50 en humanos, los ensayos
de los valores LOEC, en SH-SY5Y poseen una mejor capacidad de deteccion de
neurotoxicidad. En el 38,7% de los casos estudiados mejoran la prediccion de
neurotoxicidad, de los que el 22,6% son alertas (mercurio () cloruro,
pentaclorofenol, fenobarbital, &cido valproico, amonio glufosinato, amitriptilina
clorhidrato y cloral hidrato).

Estos ensayos no pudieron mejorar la prediccion de la neurotoxicidad,
subestimandola en el 14,7% de los casos, que corresponden a los outliers de la
neurotoxicidad de LOEC.« (acetaminofeno, nicotina y etilenglicol) y no cambia de
forma estadisticamente significativa en el 38,71% de los compuestos neurotoxicos

analizados (atropina monohidrato sulfato, cafeina, carbamazepina, orfenadrina
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clorhidrato, diclorvos, cis-diaminoplatino (Il) dicloruro, litio sulfato, propranolol
clorhidrato, arsénico triéxido, 2,4-acido diclorofenoxiacético, estricnina y sodio

selenato).

Si comparamos nuestros resultados con los obtenidos por Gustafsson et al.
(2010), que midieron las alteraciones del potencial de membrana celular en SH-
SY5Y diferenciadas, se deduce que usando este método dicho grupo consigui6
mejorar o corregir la prediccién de toxicidad de los outliers de NRU en 3T3 (atropina
monohidrato sulfato, nicotina y lindano) lo que con nuestros ensayos no se pudo
conseguir.

En cambio, con nuestros ensayos se ha mejorado (incluyendo corregir
outliers y generar alertas) once compuestos (diazepam, digoxina, malation,
fenobarbital, &cido valproico, amonio glufosinato, amitriptilina clorhidrato, cloral
hidrato, sodio selenato, verapamilo clorhidrato, cis-diaminoplatino (Il) dicloruro y
acetonitrilo, los ultimos tres por LOEC.i), para los que Gustafsson et al. (2010) no
consiguieron diferencias significativas con los datos de citotoxicidad basal obtenidos
en la linea celular no neuronal 3T3 o, simplemente no pudieron detectar efecto
toxico.

Si comparamos con los estudios de Galofré et al. (2010), que usan cultivos
primarios de neuronas corticales de ratén aplicando ensayos funcionales neuronales
in vitro para identificar compuestos quimicos que interfieren en la transmisién
sinaptica excitatoria e inhibitoria, se demuestra una vez mas que los ensayos
citdmicos mejoran la predicciéon de un mayor nimero de compuestos neurotoxicos
con respecto a la prediccion de la citotoxicidad basal, a pesar de que Galofré et al.
(2010) use cultivos primarios.

En dicho estudio tampoco se pudo mejorar la prediccion de compuestos que
actuan a nivel de los receptores nicotinicos y de acetilcolina, como la nicotina y la

atropina monohidrato sulfato, pero se demostr6 la capacidad de sus ensayos para
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detectar las alertas neurotoxicas: malatién, digoxina, diazepam, fenobarbital,
paration, estricnina, cafeina y lindano (Galofré et al. (2010). Los cuatro Ultimos no se
han podido predecir con nuestros ensayos. Sin embargo, predecimos la
neurotoxicidad de los quince compuestos neurotéxicos representados en negrita en
la Tabla 24, lo que nos permite afirmar que nuestros ensayos predicen mejor la
toxicidad especifica de compuestos neurotoxicos que los presentados por Galofré
et al. (2010) o Gustafsson et al. (2010).

No obstante, no se puede obviar que en mas de un 60% no se ha podido
mejorar la prediccion de la neurotoxicidad, comparada con la citotoxicidad basal
determinada en la linea celular no drgano-especifica de fibroblastos 3T3. Esto puede
deberse a que muchos de los compuestos neurotdxicos presentan mecanismos de
toxicidad muy especificos del SNC y como tal, son muy dificiles de determinar por
nuestros ensayos, como por ejemplo el lindano (insecticida organoclorado conocido
por bloquear los receptores GABA (Poisindex, Thomson Micromedex, 2005 via
Acutoxbase) y que mostré su neurotoxicidad en el ensayo que media precisamente
las alteraciones del transporte por los receptores GABA (Galofré et al., 2010). Otros
ejemplos son el paratién, un insecticida organosfoforado que causa acumulacién de
la acetilcolina en el SNC inhibiendo la acetilcolinesterasa (Poisindex, Thomson
Micromedex, 2005 via Acutoxbase) o la atropina monohidrato sulfato, que es un
antagonista competitivo de los receptores muscarinicos colinérgicos usado
precisamente como antidoto en envenenamiento por organofosfatos (Poisindex,

Thomson Micromedex, 2005 via Acutoxbase).

Usando la linea celular A704 para determinar la toxicidad de los 26
compuestos nefrotoxicos no se pudo determinar la capacidad de los ensayos
citdmicos para detectar la nefrotoxicidad en seis compuestos por falta del dato de
LC50 en humano o de IC50 en NRU en 3T3 (Tabla 25). Ademés, en los ensayos
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LOEC.isb no se obtuvo valor de citotoxicidad en siete xenobioticos, en dos no se
pudo realizar el test estadistico por falta de réplicas y unicamente se mejord la
prediccion del diquat dibromuro, que en el ensayo del NRU en 3T3 ya predijo
correctamente la LC50 de humano, lo que indica que la linea celular A704 con los
ensayos de viabilidad no tiene la capacidad de predecir la nefrotoxicidad de humano.
Analizando los valores de LOEC, se verifica una mejora en la prediccion de
cuatro compuestos, corrigiendo Unicamente 2 (ciclosporina A y estricnina) e
identificando como alertas de nefrotoxicidad a mercurio (Il) cloruro, pentaclorofenol y
propranolol clorhidrato. No se modifico la prediccion de 7 compuestos y se
subestimé la toxicidad de 1 compuesto (paraquat dicloruro) frente a NRU en 3T3.
Usando esta linea celular y estos ensayos no se puede predecir la
nefrotoxicidad ya que por LOEC.is Y LOEC. apenas se pudo mejorar la prediccion
de NRU en 3T3 NRU con respecto a humano en el 3,03% y el 16,13% de los
compuestos respectivamente. Los estudios realizados por Lin y Will (2012) en los
que se estudiaron 41 compuestos nefrotdxicos en la linea celular de NRK-52E
también revelaron que no se podia verificar diferencias entre la toxicidad

determinada por esta linea celular y otra que correspondiera a otro érgano.

Usando la linea celular de hepatoma humano HepG2, empleada en muchos
ensayos de toxicologia in vitro, para verificar su capacidad de prediccion de
compuestos hepatotoxico, se contrastd que no se detectan diferencias estadisticas
significativas con los valores de toxicidad determinados por NRU en 3T3 en el
30,30% de los compuestos usando los valores de LOEC.ia y en el 32,26% de
compuestos usando el valor de LOEC. (Tabla 26).

Con los ensayos de viabilidad en HepG2 sélo se mejora la prediccion de la
hepatotoxicidad de 2 compuestos, la amiodarona clorhidrato y el pentaclorofenol que
es una alerta de la hepatotoxicidad con este ensayo. Estos 2 compuestos no han

sido mejorados usando los ensayos del estrés oxidativo. Con estos ensayos se
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mejora la prediccidén de otros 6 compuestos (verapamilo clorhidrato, paration, cis-
diaminoplatino (1) dicloruro, ciclosporina A, amitriptilina clorhidrato y talio sulfato)
pero s6lo 2 de ellos son corregidos (paratiéon y ciclosporina A). El verapamilo
clorhidrato sobreestima su hepatoxicidad en 3T3 y humano considerandose una

alerta de hepatoxicidad.

En el estudio publicado por Clothier et al.(2013), usando un anélisis de
cluster jerarquizado se demostrd que habia diferencias entre los valores de toxicidad
medidos por el ensayo del MTT en 3T3, y los ensayos de NRU en 3T3 y en NHK
con respecto a los medidos también con el ensayo del MTT en HepG2 y en cultivos
primarios de hepatocitos de raton. También verificaron que entre estos dos Ultimos
no habia diferencias usando unicamente los compuestos hepatotdxicos, al igual que

cuando se incluyeron todos los 57 compuestos.

En ese mismo articulo se confirma que el ensayo del YP determinado en
nuestro laboratorio tiene mas similitudes entre las tres lineas celulares usadas (SH-
SY5Y, A704 y HepG2) que con los ensayos de NRU de NHK 'y 3T3 y MTT de 3T3,
HepG2 y hepatocitos de ratén, independientemente de la inclusion de todos los
compuestos o Unicamente de los hepatotdxicos. Verificaron que no parecia haber
diferencias de toxicidad entre el uso de lineas celulares especificas de 6rganos de
las que no lo son. Tampoco entre células provenientes de distintos érganos diana de
toxicidad especifica, y que mas que la linea celular que se usa, influye el ensayo

utilizado en esa determinacion y el mecanismo de accién de cada compuesto.

Los resultados del estudio de Clothier et al.(2013) apoyan los datos obtenidos
por Lin & Will (2012) al evaluar la toxicidad especifica de 109 compuestos
hepatotoxicos, 62 cardiotoxicos y 41 nefrotoxicos en tres lineas celulares 6rgano-

especificas (HepG2, H9c2 y NRK-52E) usando el ensayo del ATP para determinar la
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viabilidad celular y compararla con la prediccién de la toxicidad general. Este grupo
mostré que no habia diferencias estadisticamente significativas entre los resultados
de las tres lineas celulares 6rgano-especificas, usando unicamente los compuestos
con toxicidad o6rgano-especifica y comparando todos los compuestos para la
determinacion de la toxicidad general. Sélo aproximadamente un 5% de los
compuestos presentaban respuestas de toxicidad diferentes pero sin una correlacion
directa y evidente con la toxicidad 6rgano-especifica conocida in vivo.

Los estudios presentados por Xia et al.(2008) que testaron 1408 compuestos
en trece lineas celulares primarias o transformadas de humano y de roedores
concluyeron que algunos de los compuestos quimicos estudiados eran citotéxicos
para todas las células a concentraciones similares y que otros presentan
citotoxicidad especifica de especie y de tipo celular. Schoonen et al. (2005) que
estudiaron 100 compuestos en HepG2 y Hela y 60 compuestos en las lineas
celulares ECC-1'y CHO, verificaron que en general todos los compuestos testados
presentan dosis y perfiles de toxicidad muy similares en todas las lineas celulares y
que Unicamente difirieron en tres compuestos.

Nuestros resultados, al igual que los presentados en Clothier et al. (2013), Lin
& Will (2012), Xia et al. (2008) y Schoonen et al. (2005), sugieren que desde una
perspectiva de cribado general, el uso de diferentes lineas celulares no aporta

diferentes valores de citotoxicidad basal relativamente a la érgano-especifica.
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Tabla 24: Comparacion de los valores de toxicidad de compuestos neurotoxicos. Las alertas
identificadas en SH-SY5Y comparando la LOECviab y LOECoxi con el log (IC50) de NRU en
3T3 usando el test t de Student estan representadas en negrita. La capacidad de mejorar la
prediccion de la toxicidad humana fue determinada comparando los valores de LOEC y IC50
de 3T3 con los datos de LC50 de humano (Sjéstrom et al., 2008). (# compuestos outliers de
3T3; * valores que cambian de forma estadisticamente significativa pero que siguen estando
en el rango de una unidad de logaritmo del valor de log (LC50) de humano.

Compuesto referencia Valor-lp Valor-pl Prediccié T. icidad  Prediccién T .I idad
LOEC viab  LOEC oxi LOEC viab LOEC oxi
NEUROTOXICIDAD
1 Acetaminofeno P<0,0001 P<0,0001 Subesimada Subesimada
3 Afropina sulfsio # ns. n.s. Nao cambia No cambia
4 Cafeina P<0,0001 ns. Subesimada No cambia
5 Carbamazepina di n.s. Sin efecio IC50 No cambia
8 Diazepam # 0.0032 P<0,0001 Corregida Corregida
9 Digoxina # ns P<0,0001 Mo cambia Corregida
10 lzopropanal ns. di. No cambia Sin efecio EC50
11 Malation # d.i 0,0013 Sin efecio IC50 Corregida
12 Mercurio cloruro ns. 0,0177 No cambia Sobreestimada
13 Pentaclorofenol ns. 0.0011 Nao cambia Sobreestimada
14 Fenobarbital 0,0001 P<0,0001 Subesimada Sobreestimada
16 Acido Valproico d.i 0,0028 Sin efecio IC50 Sobreestimada
18 Benceno di di. Ausencia daio Humano  Ausencia daio Humano
9 Verapamilo # 0.0402 dl. Corregida Datos insuficientes
32 Crienadrina ns. ns. No cambia No cambia
13 Micodna # ns. 0,0369 Mo cambia Subesimada
34 Lindano # di di. Sin efecio [C50 Sin efecio ECH0
v Etanol P<0,0001 di. No cambia® Datos insuficienies
38 Faraidn # di dl. Sin efecto IC50 Sin efecio ECH0
39 Diclorvos ns. ns. No cambia No cambia
40 Fizosigmina 0,0001 P<0,0001 Ausencia daio Humano  Ausencia dato Humano
41 Amonio glufosinato d.i 0,0007 Datos insuficient Sobreestimad
42 cis-Diaminoplatino 0,0014 P<0,0001 Mejora Mo cambig®
43 Diegienglicol 0,0254 0,0022 Ausencia daio Humano  Ausencia da®o Humano
52 Hierro suifaio di di. Auzencia daio 3T3 NRU  Ausencia dao 3T3 NRU
53 Amitriptilina 0,0454 0,0007 Mejora Sobreestimada
o4 Eslengiicol # 0,0002 0,0093 Subesimada Subesimada
55 Metanol di di. Ausencia daio 3TINRU  Ausendia daio 3T3 NRU
57 Sodio doruro di dl. Sin efecto IC50 Sin efecto EC50
60 Lifo sulfaio ns. ns No cambiz No cambia
63 Fropranalol P<0,0001 ne. Subesimada No cambia
64 Arsénico mdxido 00711 00297 No cambia® No cambig®
66 Talio sulfaio P<0,0001 di. Subesimada Daios insulcienies
7 Hexaclorofeno n.s. 0.0143 Nao cambia Mejora
76 Cloral hidrato 0,0003 0.,0002 Subesimada Sobreestimada
T DPA ns. ne Nao cambia No cambia
30 Esiricnina # di n.s. Sin efecio [C50 No cambia
91 Sodio selenato 0,0163 ns. Mejora No cambia
92 Acetonitrilo # P<0,0001 00038 Subesimada Corregida
96 Epinefrina bilartraio 0,0166 0,0001 Ausencia dafo Humano  Ausencia dato Humano
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Tabla 25: Comparacién de los valores de toxicidad de compuestos nefrotoxicos. Las alertas
identificadas en A704 comparando la LOECuiab y LOEC.xi con el log (IC50) de NRU en 3T3
usando el test t de Student estan representadas en negrita. La capacidad de mejorar la
prediccion de la toxicidad humana fue determinada comparando los valores de LOEC y I1C50
de 3T3 con los datos de LC50 de humano (Sjéstrom et al., 2008). (# compuestos outliers de
3T3; * valores que cambian de forma estadisticamente significativa pero que siguen estando
en el rango de una unidad de logaritmo del valor de log (LC50) de humano.

Compuesto referencia

Valor-p IC50 Valor-p EC50  Prediccion Toxicidad

Prediccion Toxicidad

LOEC LOEC 1C50 LOEC EC50 LOEC
NEFROTOXICIDAD
1 Aceiamincieno P<0,0001 P<0,0001 Subesimada Subesimada®
4 Cafeina d.i ns. Datos insuficienies Mo cambia
5 Carbamazepina di di Sin efecio IC50 Datos insuficienies
7 Cicloheximida di. 0,0006 Ausencia daio Humano  Ausencia daio Humano
12 Mercurio (I1), cloruro de  ns. 00117 Mo cambia Sobreestimada
13 Pentaclorofenol ns. 0,002 Mo cambia Sobreestimada
| Cadmio, cloruro de 0,0499 nz. Subesimada® Mo cambia
3 Tefraciciina dorhidraio d.i d.i Ausencia daio Humano  Ausencia daio Humano
4 Lindano di di Sin efecio IC50 Sin efecio EC50
42 cis-Diaminoplatna (1) d.i d.i Sin efecio ICH0 Daios insuficienies
43 Diefienglicol 0,0024 0,0014 Ausencia daio Humano  Ausencia daio Humano
44 Dicuat dibromido 0,0200 ns. Mejora Mo cambia
45 Ccratoxing A di di Ausencia daio Humano  Ausencia dato Humano
46 Ciclosporina A di. P<0,0001 Daios insuficieniss Corregida
49 Paraquat, diclorure 0,001 P<0,0001 Subesimada Subesimada
h2 Hierro (1), sulfaio de di. di. Ausencia dawo 3T3 NEU  Ausencia daio 3T3 NRU
54 Edleneglicol P<0,0001 di. Subesimada Sin efecio EC50
55 Metanal d.i d.i Ausencia dawo 3T3NRU  Ausencia daio 3T3 NRU
57 Sedio, doruro de di. di. Sin efecio IC50 Sin efecio EC50
60 Lido, suifaio de ns. ns. Mo cambia Mo cambia
63 Propranolol clorhidrato  0,0003 P<0,0001 Subesimada*® Sobreestimada
64 Arsénico, tidxido de d.i ns. Sin efecio IC50 Mo cambia
66 Talio, Suliaio de 0,0001 di. Subesimada Diaios insuficienizs
7 DPA d.i d.i Sin efecio IC50 Daios insuficienies
80 Estricnina di. 0,0015 Sin efecio 1C50 Corregida
o1 Sodio, selenato de ns. ns. Mo cambia Mo cambia
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Tabla 26: Comparacién de los valores de toxicidad de compuestos hepatotéxicos. Las
alertas identificadas en HepG2 comparando la LOECuiab ¥ LOECoxi con el log (IC50) de NRU
en 3T3 usando el test t de Student estan representadas en negrita. La capacidad de mejorar
la prediccion de la toxicidad humana fue determinada comparando los valores de LOEC y
IC50 de 3T3 con los datos de LC50 de humano (Sjostrom et al., 2008). (# compuestos
outliers de 3T3; * valores que cambian de forma estadisticamente significativa pero que
siguen estando en el rango de una unidad de logaritmo del valor de log (LC50) de humano.

Valor-p IC50 Valor-p EC50 Prediccion Toxicidad  Prediccion Toxicidad

Compuesto referencia

LOEC LOEC 1C50 LOEC EC50 LOEC
HEPATOTOXICIDAD
1 Acetaminoiene P<0,0001 P<0,0001 Subesimada® Subesimada®
2 Acido Acesisalicilico n.s. di. No cambia Datos insuficienias
5 Carbamarepina di. n.s. Sin efeco IC50 No cambia
6 Colchicina P<0,0001 0,0011 Subesimada Subesimada
13 Pentaclorofenol 0.0089 ns. Sobreestimada Mo cambia
16 Valpraico, Acido ns. di. Mo cambia Sin efecio EC5)
18 Benceno di. di. Ausencia daio Humano  Ausencia daio Humano
19 t+builo, hidroperaxido 0.0017 di. Ausencia daio Humano  Ausencia daio Humano
vl Cadmio, Cloruro de 0,0009 0,0019 Subesimada™ Subesimads®
23 PFirena di. di. Augencia dato Humane  Ausencia dato Humano
26 Hexaclorobenceno di. di. Ausencia daio ATANRU  Ausencia dato 3T3 NRU
8 Amiodarona 0,0324 ns. Mejora No cambia
29 Verapamilo n.3. 0,0005 No cambia Sobreestimada
30 Rifampicina di. di. Sin efecio IC50 Sin efecio EC50
31 Tetracicina di. 0,0004 Ausencia daio Humano  Ausencia daio Humano
32 Orienadrina n.s. n.s. No cambia Na cambia
34 Lindano di. di. Sin efecio IC50 Sin efecio EC50
37 Etancl P<0,0001 P<0,0001 Subesimada® Subesimada™
38 Paration di. 0,0002 Sin efecio IC50 Corregida
42 cis-Diaminoplatina (1)~ P<0,0001 0,0037 Subesfmada Mejora
43 Diedlenglicol n.s. 0,0007 Ausencia daio Humano  Ausencia dato Humano
46 Ciclosporina A di. P<0,0001 Daios insulicienies Corregida
47 17a-Ethinllesiradiol n.s. n.s. Ausencia daio Humano  Ausencia dato Humano
A% Paraquat P<0,0001 P<0,0001 Subesimada Subesimada
51 Dimeftiormamida P<0,0001 di. Subesimada Datos insuficienies
53 Amitriptilina 0,0002 0,0263 Subesimada Mejora
55 Metanal di. di. Ausencia daio 3T3NRU  Ausencia daio 3T3 NRU
63 Propranalal 0,0121 di. Subesimada® Sin efecto EC50
66 Talio, Sulfato de P<0,0001 0,0408 Subesimada Mejora
67 Warfarina di. ns. Daios insuficienies Mo cambia
76 Cloral hidratado P<0,0001 n.s. Subesimada Na cambia
7 DPA n.s. n.s. No cambia No cambia
80 Estricnina di. di. Sin efecio 1C50 Sin efecio EC50
91 Sodio, Selenaio de n.s. di. No cambia Datos insuficienies
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2.6 Clasificacion de compuestos por su valor de toxicidad in

vitro

Uno de los objetivo de este trabajo era la correcta clasificacién de los
compuestos en las 5 clases de toxicidad definidas segun los criterios del sistema
global de armonizacién (GHS), clasificacién basada en los valores de LD50 en rata
(Tabla 13).

Para ello seguimos dos estrategias de andlisis distintas. Por una parte se
procedié a la distribucion de los datos de toxicidad en forma de matriz y se valoré su
utilidad en la clasificacién de los compuestos mediante un analisis de cluster.

Por otra parte, se realizaron curvas ROC de cada ensayo para cada una de
las cinco clases del GHS, para comparar la capacidad clasificativa de cada uno de
ellos.

Los compuestos testados se distribuyeron en cinco clases de toxicidad,
siguiendo los criterios del GHS para la toxicidad oral en rata, en la que:

Clase I; toxicidad aguda estimada < 5 mg/kg.

Clase II: toxicidad aguda estimada <5y < 50 mg/kg.

Clase III: toxicidad aguda estimada <50 y < 300 mg/kg.

Clase IV: toxicidad aguda estimada <300 y < 2000 mg/kg.

Clase V: >2000 mg/kg o no toxico.

2.6.1 Comparacion entre las clases de toxicidad definidas por el

sistema GHS mediante analisis de matriz de datos

Tras las transformaciones necesarias para la clasificacion de los compuestos
utilizando una matriz de datos, se ordenaron los compuestos por orden decreciente
de toxicidad, segun su valor de LD50 in vivo de rata. De acuerdo con esta

transformacion, los valores negativos representan los compuestos mas toxicos, el
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cero los compuestos intermedios, y finalmente, los valores positivos los menos
tdxicos o no tdxicos. Basandonos en esto, el color rojo se aplica al mas tdxico, el
amarillo para los intermedios y el verde para los menos toxicos. El blanco representa
los compuestos que no muestraron efecto.

Usando la clasificacion de toxicidad anteriormente descrita, la matriz de datos
aparece con las cinco clases con diferente gradacion de color. Si existiera una
correlacion de los datos perfecta, la clase | seria totalmente roja, la clase |l naranja,
la clase lll amarilla y finalmente la clase IV y V de menos a mas verde.

Como se representa a continuacion en la Figura 27, la distribucion de los 60
toxicos segun el orden creciente de su toxicidad oral in vivo en rata, base de la
clasificacién GHS, permite observar la escala de color en el que se distinguen
perfectamente las cinco clases.

Cuando utilizamos este tipo de clasificacion para los cuatro ensayos de
referencia, aparecen grandes discrepancias entre ellos (Figura 27).

Al verificar que muchos compuestos que en humano son muy téxicos y que,
en la matriz de rata aparecen en las clase IV o incluso V, decidimos adaptar la
clasificacion GHS a los valores de LC50 de humano en mg/L en sangre (Tabla 27 y
Figura 28).

Para ello, se redistribuyeron los xenobioticos segun su valor de toxicidad in
vivo en humanos (Sjostrom et al., 2008). A continuacion, y para evaluar la capacidad
de clasificacidn de los ensayos citdmicos, se establecieron unos limites idénticos a
los establecidos por la clasificacion GHS.

En la Figura 28 se muestra el conjunto de los ensayos de referencia para la
prediccion de la toxicidad en humanos. Si hubiera una buena clasificacion, el patrén
de colores deberia ser el mismo que el de humano. Sin embargo eso no ocurre.

Al analizar los 49 compuestos de los que conocemos el dato de LC50 en
humano, podemos verificar que muchos de ellos pasan a la clase | del GHS, que es

la clase de toxicidad mas elevada. En la Tabla 28 se indican los compuestos que se
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clasifican bien con el ensayo de 3T3 NRU, LD50 de rata y ratdn segun las clases de
toxicidad de humano.

Se comprueba que los ensayos in vivo no clasifican correctamente ningun
compuesto en la clase | de humano, lo que implica que estos no son buenos
ensayos a la hora de distinguir los compuestos que presentan mas toxicidad,
infravalorando la toxicidad de la mayoria de ellos. En la clase Il s6lo se clasifican
correctamente un compuesto. A nivel de la clasificacién de los compuestos segun su
nivel de toxicidad, el ensayo in vitro de NRU en 3T3 permite clasificar mas
compuestos que los ensayos in vivo.

En la Figura 29 se muestra la evaluacién del conjunto de ensayos citomicos,
teniendo como referencia de ordenacion de los toxicos la LC50 en humanos.

Al observar la matriz de datos, se pueden detectar claramente los parametros
citdmicos cuya capacidad predictiva no es representativa, puesto que para mas de la
mitad de los compuestos no se detecta efecto cuando es determinado por ese
ensayo (espacios en blanco).

Podemos ver ademas, de forma bastante clara que compuestos como la
digoxina (9) y cadmio cloruro (21) estan bien clasificados, que por ejemplo el
pentaclorofenol (13) y hexaclorofeno (71) presentan una toxicidad mucho mas
elevada con nuestros ensayos que in vivo en humano, correspondiendo a alertas de
toxicidad, y que en compuestos como atropina monohidrato sulfato (3) y nicotina
(33) la toxicidad es infravalorada por nuestros ensayos (outliers).

Al realizar este analisis utilizando los valores de LOEC obtenidos para cada
parametro en las tres lineas celulares, se comprueba de forma mas nitida qué
ensayos no son buenos, y qué compuestos no se pueden clasificar bien con estos
ensayos (Figura 30).

Se puede verificar que en la clase | hay un compuesto, el lindano (34), que
no presenta efecto por ninguno de los ensayos realizados, también verificamos que

el hexaclorobenceno (26) solo tiene efecto en los ensayos considerados malos (8-
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oxo y NO). Los compuestos malation (11), nicotina (33), atropina monochidrato
sulfato (3), paraquat dicloruro (49), estricnina (80) y talio (66) estan infravalorados
por nuestros ensayos, aparentando menor toxicidad que la que producen in vivo en
humano.

La colchicina, es un compuesto que por nuestros ensayos de viabilidad no se
ha podido clasificar bien, pero por los niveles de estrés oxidativo lo hace
perfectamente.

En la clase Il verificamos que los compuestos 5-fluorouracilo (17) y sodio
fluoruro (48) estan mal clasificados por nuestros ensayos, y que la warfarina (67)
Unicamente se clasifica bien por los ensayos de deteccion de la actividad
peroxidativa y los niveles intracelulares de anion superoxido.

La clase Il es la peor clasificada, donde solo el diquat dibromuro (44) y el
cloral hidrato (76) aparecen bien clasificados por alguno de los LOEC de los
parametros. En la clase IV no se puede clasificar bien los compuestos
dimetilformamida (51) y etilenglicol (54) que parecen presentar menor dafio celular
que in vivo, y el hexaclorofeno (71), que es un alerta por nuestros ensayos. Sin
embargo, la clase V esta bien clasificada por todos los ensayos excepto por el de la

8-oxo mitocondrial (Tabla 29).
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Figura 27: Andlisis de la matriz de datos entre los valores de citotoxicidad en el ensayo de
citotoxicidad in vitro (IC50 de NRU en 3T3), la toxicidad in vivo en rata y ratén (LD50) y
humanos (LC50), usando como criterio de ordenacién de la matriz los criterios del GHS
segun la toxicidad oral in vivo de rata. Los espacios en blanco en la matriz indican que no se
conoce el valor de toxicidad de ese compuesto.

Tabla 27: Compuestos que se conoce la LC50 en humano en las clases de toxicidad
correspondientes, de acuerdo a la aproximacion basada en la clasificacion del GHS.

Clases GHS adaptadas a la LC50 de Humano
Clase | Clase Il Clase lll Clase IV ClaseV
§ Colchicina 12 Mercurio (11) ciorure 92 Acetoniric 71 Hexacloroieno 41 Amenio glufosinaio
§  Digoxina 42 cis-Diaminopladine (I} dic. |62 Hierro (1) suifaio 1 Acefamingleno 56 Metanol
21 Cadmic ciorure 32 Orienadrina ciorhidraie 14 Fencbarbial 51 Dimelformamida 57 Sodio cloruro
34 Lindano 28 Amiedarcna clorhidraio 4 Cafeina 60 Lio suifsio 10 |zopropanol
26 Hexadorobenceno 8 Diazepam 44 Diquat dibromuro 77 2,4-Acido didorofencxiac. |37 Etanol
11 Malaion 48 Sodio fuorure 76 Cloral hidrato 16 Acido valproico
38 Paraidn 17 5-Fluorouracio 30 Rifampicina 2 Acido Acesisaliciico
46 Ciclosporina A 5 Carbamazepina 13 Peniaclorofencl 54 Eflenglicol
64 Arsénico ridxido 39 Didorvos
33 Nicodna 67 Warfarina
3 Afropina sulfaio
53 Amiripdiina clorhidrato
4% Paraquat diclorurg
80 Esricnina
29 Verapamio dorhidrato
63 Propranclel clorhidrato
66 Talio sullaio
91 Sodio selenaio
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Figura 28: Andlisis de la matriz de datos entre los valores de citotoxicidad en el ensayo de
citotoxicidad in vitro (IC50 de NRU en 3T3), la toxicidad in vivo en rata y ratdn (LD50) y
humanos (LC50), usando como criterio de ordenacién de la matriz la LC50 de humano. Los
espacios en blanco en la matriz indican que no se conoce el valor de toxicidad de ese
compuesto.
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Tabla 28: Compuestos que se clasifican bien en los ensayos de 3T3 NRU, LD50 de rata y

LD50 de raton.
Compuestos en comin en las clases GHS - 3T3 y Humano
Clase | Clasell Clase lll Clase IV ClaseV
6 Colchicina 17 &-Fluorouraciio 4 Cakina 2 Arido Acesisaliciico 10 Isopropanol
21 Cadmio dorure 28 Amicdarena clorhidraio 13 Pentaciorofencl 16 Acdo valproio 37 Eanol
64 Arsénico ridxido 32 Orienadrina clorhidraio 30 Rilampicina 60 Lido sullaio 57 Sodio cloruro
3% Diclorvos 76 Cloral hidraio
Compuestos en comin en las clases GHS - Rata y Humano
Clase | Clase |l Clase lll Clase IV ClaseV
Ninguno 67 Warfarina 4 Cakina 2 Acido Acesisaiciico 10 Isopropancl
13 Peniaciorofenol 16 Acido valproico 37 Eanol
14 Fencbarbiial 77 24-Acdo didorolenoxiac. | 55 Metancl
44 Diquat dibromuro 57  Sodio cloruro
Compuestos en comin en las clases GHS - Ratén y Humano
Clase | Clase |l Clase lll Clase IV ClaseV
Ninguno 12 Mercunio (Il} cloruro 4 Cakina 1 Aceiaminoizno 37 Hanol
13 Peniaciorofenol 2 Arido Acesisaliciico 55 Metanol
14 Fencbarbiial 16 Acido valproico 57 Sodio clorure
77 2,4-Acido didorolenaxiac.

SH-SY5Y 8-Oxo Nuc
SH-SY5Y 8-Oxo Mit

|
|
B

HenG2 8-0xo Nuc
HepG2 8-Oxo Mit

Figura 29: Andlisis de la matriz de datos entre los valores de toxicidad (IC50/EC50) del
conjunto de ensayos citémicos y la toxicidad in vivo humana (LC50). Los espacios en blanco
en la matriz indican que el toxico no tiene efecto en el rango de dosis ensayado y no se ha
podido obtener un valor de IC50/ EC50.

LOEC 8-0xo Huc
LOEC 8-Oxo Mit

.-

Figura 30: Analisis de la matriz de datos con los valores LOEC de los siete ensayos de
toxicidad realizados en las tres lineas celulares usando como criterio de ordenacién de la
matriz |a toxicidad in vivo de humano.
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Tabla 29: Compuestos que se clasifican bien con los valores de LOEC de los ensayos de
NR, YP, Peréxidos, Superoéxido, NO, 8-Oxo nuclear y mitocondrial. NE significa que no se ha

podido determinar una IC50/EC50 - no tiene efecto.

Compuestos en comin en las ¢lases GHS - LOEC NRU y Humano
Clase | Clase |l Claselll Clase IV ClaseV
9 Digoxina 8  Diazepam 76 Cioral hidraio 16 Acdo valproico 10 Isopropanol
21 Cadmio dloruro 12 Mercuric (Il clorure 60 Lifo sulfaio 37 Eanol
53 Amiripdina clorhidrato 28 Amicdarona clorhidraio 77 24-Acido di 41 A gluosinaio
91 Sodio selenato 3¢ Diclorvos 55 Metanol
42 gs-Disminopladn (1) dic. 57 Sodio cloruro (NE)
Compuestos en comun en las clases GHS - LOEC YP y Humano
Clase| Clase Il Clase Il Clasge IV ClaseV
9 Digoxina 12 Mercurio (Il dorure 30 Rifampicina 16 Addo valproico 10 lsopropanol
21 Cadmio doruro 28 Amicdarona clorhidrato 44  Diquat dibromuro 77 2,4-Acido didlorofenoxiac 37 Emnol
3¢ Didorvos 55 Metanol
42  cis-Diaminoplatne (11} dic. 41 Amonio glufosinato (NE)
57  Sodio doruro (NE)
Compuestos en comin en las clases GHS - LOEC H202 y Humano
Clase | Clase ll Claselll Clase IV ClaseV
6 Colchicina 8 Diazepam 76 Cioral hidraio 1 Acstaminoleno 10  Isopropanol
9 Digoxina 28 Amicdarona clorhidraio 2 Acdo Acetisaliciico 37 Emanol
29 Verapamio clorhidraio 32 Orienadrina clorhidraio 60 Lilo sullato 55 Metanol
3s  Paraidn 39 Diclorvos 77 24-Acido dicloroencxiac. 57 Sodio cloruro
46 Ciclosporina A 42  cis-Diaminoplatno (11} dic
64  Arsénico indxide 67 Warfarina
Compuestos en comin en las clases GHS - LOEC 02- y Humano
Clase| Clase Il Clase Il Clase IV ClaseV
9 Digoxina 5 Carbamazepina 30 Rifampicina 16 Acido valproico 10 Isopropanol
21 Cadmio doruro 8 Diazepam 44  Diquat dibromuro 60 Liio sulfato 55 Metanol
46 Ciclosporina A 28 Amicdarona clorhidrato 57 Sodio cloruro (NE)
53 AmiripSiina corhidrato 32 Orienadrina dorhidrato
64  Arsénico indxide 39 Dicorvos
66  Talio sulfaio 42  cs-Diaminoplatne (11} dic.
67 Warfarina
Compuestos en comin en las clases GHS - LOEC NO y Humano
Clase | Clase ll Claselll Clase IV ClaseV
9 Digoxina 5 Carbamazepina 4 Cakina 77 2.4-Adido didorokenoxiac 10  Isopropanol
21 Cadmio cloruro 8 Diazepam 37 Eanol
64  Arsénico ndxide 12 Mercunio (I1) dorure 41 Amonio glulosinato (NE)
3% Diclorvos 55 Metanol (NE}
48 Sodio fluorure 57  Sodio cloruro (NE)
Compuestos en comin en las clases GHS - LOEC 8-Oxo Nuclear y Humano
Clase | Clase |l Claselll Clase IV ClaseV
6 Colchicina 17 &-Fluorouracio 44 Diquat dibromuro 1 Acetaminoleno 37 Ewanol
9 Digoxina 32 Orienadrina dorhidraio 76  Cloral hidraio 2 Acido Acedisaficiico 55 Meianol
11 Maigién 39 Dicorvos g2  Acstonirio 57 Sodio cloruro (NE)
21 Cadmio doruro
26 Hexaclorobenceno
29 Verapamio clorhidraio
38 Parasdn
46 Ciclosporina A
53 Amiripdina clorhidrato
63  Propranolol clorhidraio
Compuestos en comin en las clases GHS - LOEC 8-Oxo Mitocondrial y Humano
Clase| Clase Il Clase Il Clage IV ClaseV
6 Colchicina 28 Amicdarona clorhidraio 76  Cloral hidraio 1 Acelaminoleno 10 Isopropanal (NE}
s Digoxina 39 Didlorves 2 Agido Acesisaliciico 37 Enol (NE)
21 Cadmio doruro 42  cis-Diaminoplatne (11} dic 41 Amonio glufosinato (NE)
26 Hexaclorobenceno 55 Metanol (NE}
38 Parasdn 57 Sedio cloruro (NE)
46 Ciclosporina A
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2.6.2 Andlisis mediante curvas ROC de la clasificacion de

compuestos por los ensayos citomicos

Por ofra parte, se han realizado curvas ROC de cada ensayo, con las que se
obtuvo el valor de AUC para cada una de las cinco clases del GHS. En las Tablas
30, 31 Y 32 se representan respectivamente los valores de AUC de todos los
ensayos realizados y también de los ensayos de referencia, el NRU en 3T3, LD50
de rata y raton cuando se comparan con la LC50 de humano.

El valor de AUC corresponde al area bajo la curva generada por una grafica
de sensibilidad frente a 1 — especificidad e informa de la probabilidad que tiene
determinado ensayo de clasificar correctamente un compuesto en la
correspondiente clase de toxicidad humana basada en el reglamento del GHS.

Si usamos los andlisis de las curvas ROC para valorar cuantos de nuestros
ensayos tienen la probabilidad de clasificar mejor los compuestos quimicos que los
ensayos de referencia, verificamos que en la clase | el 77,5% de los ensayos
mejoran al de NRU en 3T3, el 42,5% mejora la clasificacion de los compuestos de la
clase Il, el 15% y el 17,5% mejoran la clasificacion en las clases IV y V
respectivamente.

Ninguno de los ensayos mejora la probabilidad de clasificacion de los
compuestos de NRU en 3T3 de la clase Il al igual que tampoco lo hacen para la
LD50 de rata y LD50 de raton. Esto esta de acuerdo a lo descrito anteriormente con
el andlisis de una matriz de datos (Figura 31), donde pudimos demostrar que
unicamente el compuesto diquat dibromuro (44) coincide correctamente en esa
clase.

Las clases | y Il se consiguen clasificar mejor por los ensayos citdmicos en
respectivamente un 92,5% y 85% de los casos comparado con LD50 de rata y en el
92,5% y 82,5% comparado con la LD50 de ratén. La clase IV sélo mejora en un 20%

de los ensayos comparado con la LD50 de rata y en el 60% en la clase V.
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Comparado con la toxicidad de raton se consigue mejorar Gnicamente en un 7,5% la
clase IV y en el 70% la clase V (Tablas 30, 31y 32).

Si usamos las curvas ROC para valorar cual de nuestros ensayos tiene mejor
capacidad de clasificacion verificamos que el ensayo de la determinacion de la
capacidad peroxidativa en HepG2 clasifica mejor los compuestos en las clases |, Il y
IV que el test de referencia del NRU en 3T3. Si lo comparamos con los ensayos in
vivo, este ensayo mejora ademas la clasificacion de los compuestos de la clase V.

Cuando analizamos la capacidad de clasificacion segin el GHS de los
valores LOEC obtenidos para cada parametro, verificamos una vez mas que el
ensayo de la deteccion de la actividad peroxidativa es el que mejora a los ensayos
de referencia en méas clases (Tablas 30, 31 y 32), ademés del LOEC de NRU, que lo
iguala en clasificacion de los compuestos por distintos niveles de toxicidad, pero que
no mejora el ensayo de NRU en 3T3 cuando se correlaciona con los datos de LC50
de humano (Figura 21).

Se puede verificar que el ensayo de determinacion de la actividad
peroxidativa mejora la clasificacion de los compuestos de las clases |, Il y IV con
respecto a 3T3 (Tabla 31), las clases I, Il y IV frente a LD50 en rata (Tabla 32) y las
clases |, II, IV'y V frente a LD50 en raton (Tabla 33). Ademéas se comprueba que en
estos dos casos, las clases | 'y [l son mejoradas practicamente por todos los ensayos

de forma individual, y por todos los valores LOEC.

Realmente hemos comprobado que, a excepcion de la clase |l
practicamente todos los ensayos igualan o mejoran la clasificacién de los ensayos in
vivo. Eso puede deberse a que solo se han considerado 37 y 30 valores de LD50
para rata y raton respectivamente cuando para los demas ensayos se usaron 49

valores.
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Al verificar que muchos de nuestros ensayos mejoraban la clasificacion de
los ensayos in vivo, decidimos incluir sdlo los compuestos para los que se dispone
de datos de toxicidad in vivo en rata o ratdn. De esta forma, se podria determinar si
la probabilidad de clasificacion correcta aumenta en este subconjunto, de la misma
forma que en el total de compuestos (Tablas 33y 34).

Eliminando los compuestos de los que no se conocen el efecto en rata o
raton se verificé igualmente que las clases | y Il mejoran en casi todos los ensayos
(87,5% y 62,5% respectivamente en ratay 65% y 72,5% en ratdn). En la clase V
unicamente mejoran en el 22,5% (rata) y 17,5% (ratén).

Comparando con la toxicidad en rata verificamos que el ensayo que mejora la
clasificacién de compuestos es el de determinacion de la actividad peroxidativa en
HepG2 y los valores LOECH202, que mejoran todas las clases excepto la clase |II.

Una vez comparado con raton, los ensayos que mas clases mejoran, la |, I'y
V, son los niveles de anién superdxido en SH-SY5Y, la actividad peroxidativa en
HepG2, los valores LOEC de NRU y los valores LOEC de 6xido nitrico.

Las curvas ROC permiten la identificaciéon de los ensayos que mejoran la
probabilidad de clasificacion correcta de los compuestos v la probabilidad de acierto
de su clasificacion, pero no permiten distinguir entre los compuestos que son bien
clasificados de los que no lo son. Para ello es importante el uso de la matriz de
datos que nos permite identificar los compuestos correctamente clasificados.

La capacidad de clasificacion de los ensayos citomicos fue también evaluada
por Kinsner-Ovaskainen et al. (2013b) usando un enfoque distinto. En ese analisis
usaron los valores de la LD50 de rata y las clases GHS definidas por esos valores y
concluyeron que los ensayos citomicos Unicamente clasificaban correctamente un
maximo del 9% de los compuestos. Como hemos verificado en el analisis por matriz

de datos, la clasificacidén de los compuestos usando la LD50 de rata dista mucho de
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la clasificacion por la LC50 de humano lo que explica el bajo porcentaje de
clasificacion en el primer caso.

Aproximaciones y calculos para corregir estas diferencias entre los valores de
rata y los valores de humano, asi como, adaptaciones de las clases definidas por el
GHS y CLP deberian desarrollarse para permitir una clasificacién més ajustada a la

realidad de la prediccion de la toxicidad humana.

Tabla 30: Valores de AUC de los ensayos citdmicos y los de referencia determinados por
analisis de las curvas ROC para las clases de toxicidad GHS adaptadas a la LC50 en
humanos (n=49). Los ensayos estan ordenados en orden decreciente de su valor de
probabilidad de clasificacion. En rojo se representa el ensayo de referencia NRU en 3T3, en
rosa los ensayos con AUC igual al ensayo de referencia, en verde los ensayos que lo
mejoran y en blanco los ensayos que empeoran la capacidad de clasificacion del ensayo de
NRU en 3T3.

Clase | Clase Il Clase IIl Clase IV Clase V

05mg 550mg 50-300mg 300-2000mg >2000mg
LOEC total Hep2 0718 AT04 EC50 Superox. 0,773 LD50 Raa 0,640 LOEC Perox. 0,701 LOEC toial HepG2 0,909
LOEC 0xi HepG2 0718 LOEC Superox. 0173 IT3NRU 0628 HepG2 EC50 Perox. 0,701 LOEC oxi HepG2 0886
LOEC 8-Oxo Nuc. 0,665 HepG2 EC50 Perox, 0723 LDS0 Raton 0,602 LOEC tial HepG2 0701 LOEC viab 0864
LOEC toal 0,651 LOEC 0xi HepG2 o710 SH-SY5YICS0 YP 0,602 LD50 Raton 0,665 LOEC tofal SH-SYSY 0,355
LOEC Perox, 0,646 LOEC twial HepG2 0607  |sHSYSYECS0G-OroMuc 0501 LOEC oxi Hep62 0,639 LOEC 0xi SH-SY5Y 0,355
LOEC iwial AT04 0642 LOEC NO 0,685 AT04 EC50 8-Ox0 Nu. 0575 | SHSYSYEC508-OxoMi 0,625 | SH-SYSY ECS0 Superox. 0352
LOEC 0xi AT04 0642 LOEG viab 0673 LOEC 8-0x0 Nut. 0575 3TINRU 0514 LOEG NRU 0852
LOEC Superox. 0,634 LOEC NRU 0673 LOEC viah 0,854 LOEG NRU 0514 3TINRU 0843
LOEC 8-Oxo Mz, 0,534 LOEC Perox. 0672 | SH-8Y5Y EC508-Ox0 M. 0,853 LOEC viab 0,514 LOEC Perox 0,832
LOEG oxi 0,624 LOEC tolal A704 0,660 AT041C50 YP 0,552 LOEC 8-Oxo Mt 0513 LOECYP 0,830
ATO4 EC50 Superox. 0511 LOEC oxi AT04 0,660 A704 EC50 Superox. 0,552 LDS0 Raia 0,602 LOEC NG 0,830
LOEC viab 0,585 LOEC toial SH-8Y5Y 0,660 LOEC oxi AT04 0,552 LOEC &-0x0 Nuc. 0,801 HepG2 ECS0 Perox. 0,830
LOEC NRU 0,585 LOEC 8-Oxo Me. 0,637 LOEC YP 0,552 HepB2 EC50 NO 0576 LOEC viab SH-5Y5Y 088
AT04 EC50 8-Oxo Nuc. 0,581 LOEC 8-0x0 Nuc. 0,636 LOEC 8-Oxo Mt 0550 LOEC Superox. 0576 HepG2 IC50 NR 0,807
SH-SYSY IC50 NR 0,583 AT04 IC50 YP 0,624 LOEC tofal A704 0,540 AT04 EC50 Perox. 0854 LOEC viab HepG2 0,807
Hep2 EC50 8-Oxo Nuc. 0,583 LOECtotal 0,623 LOEC viab A704 0,540 HepG2 1C50 YP 0854 SH-SY5Y IC50 NR 0734
HepG2 EC50 8-Oxo Mi: 0583 LOEC vizb HepG2 0623 AT04 EC50 NO 053 LOEC fotal A704 0564 HepG21C50 YP 0784
LOEC viab SH-5Y5Y 0588 ITINRU 0610 ATO4 IC50 NR 0527 Hep(2 EC50 8-Cx0 Nuc 0,563 SH-SY5Y IC50 VP 0173
AT04 EC50 Perox. 0567 LOEC oxi 0610 LOEC: Superox. 0527 SH-SY5Y IC50 NR. 0552 AT04 EC50 Ferox 0750
SHSYSYECS08-OxoMi 0567 LOEC oxi SH-8Y5Y 0610 AT04 EC50 Perox. 052% LOEC oxi A704 0552 LOEC: viab A704 0750
HepG2 EC50 Perox. 0,567 LOEC YP 0610 LOEC il 0525 LOEC viab Hep2 0,552 HepG2 EC50 NO 0.739
HepG2 EC50 Superox. 0,567 Hep(2 EC50 8-Oxo Mt 0600 LOEC oxi 0525 LOECYP 0,552 ATO4IC50NR 0.727
SH-SYSY EC508-OxoNuc. 0558 Hepa2 IC50 YP 0,585 SH-SYSY EC50 Perox, 0514 A704 EC50 8-Oxo Nuc 0550 AT041C50 YP 0.727
ATO4 ECS0NO 0,556 LOEC viab A704 0,586 HepG2 EC50 Perax. 0514 HepG2 IC50 NR 0,540 HepG2 EC50 Superox 0.727
HepG21C50 YP 0,556 AT04 EC0NO 0574 LOEC toial HepG2 0514 LOEC viab SH-5Y5Y 0,540 LOEC Superox. 0598
HepG2 EC50 NO 0,556 AT04 EC50 8-Ox0 Nuc. 0574 LOEC o0xi HepB2 0514 HepG2 EG50 Superox 0538 LD50 Raw 0,695
LOEC YP 0566 | SH-SYSYECS08-OxoNuc. 0574 LOEC Perox. 0514  |SH-SYEYECE08-OxoNuc 0526 LOEC 8-0x0 Mt 0593
LOEC NO 0,551 HepG2 EC50 NO 0,574 LOEG viab HepG2 0,502 LOEC il 0526 LOEG 6-Oxo Nuc. 085
SH-8Y5Y EC50 Superox 0,539 SH-SYSY IC50 NR 0573 LOEC NRU 0,502 LOEC oxi 0,526 LOEC il 0,666
HepG21C50 NR 0,539 SH-8Y5Y EC50 Superox 0573 HepG2 EC50 3-0x0 Nut. 0,500 LOEC toial SH-8Y5Y 0514 LOEC oxi 0,885
LOEC viab HepG2 0,539 HepB2 1050 NR 0,573 Hep2 EC50 8-0x0 Mt 0,500 LOEC 0xi SH-5Y5Y 0514 LD50 Raibn 0,661
AT3NRY 0535 LOEC viab SH-8Y5Y 0,573 LOEC toial SH-8Y5Y 0489 SH-SY5Y EC50 Perox 0,502 AT04 EC50 Superox. 0852
LOEE toial SH-5Y5Y 0533 AT04 EC50 8-Oxo M 0,550 LOEC viab SH-8Y5Y 0489 LOEC NO 0502  |SH-SYSYECSD8-OxoMuc. 0,839
AT041C50 NR 0528 AT041C50NR 0,549 AT04 EC50 8-Oxo Mt 0488 AT04 EC50 8-Oxo M2 0,500 SH-SY5Y EC50 NO 0535
ATO41C5DYP 0528 LD50 Ratbn 0,524 HepG2 IC50 YP 0477 HepG2 EC50 8-Oxo Mt 0,488 LOEC fotal A704 0532
LOEC visb A704 0528 SH-SY5Y IC50 YP 0523 Hep(2 EC50 Superox. 0477 AT04 EC50 Superox. 0477 LOEC 0xi A704 0532
SH-SY5Y EC50 Perox. 0512 LD50 Raa 0512 LOECNO 0477 AT04 EC50 NO 0476 SH-SY5Y EC50 Perox. 0,627
LOEC 0xi SH-3Y5Y 0505 SH-SV5Y EC50 NO. 0,512 HepG2 EC50 NO 0465 | SH-3Y5YEC50 Superox 0465 ATO4 ECSONOD 0625
LD50 Raia 0,500 HepG2 EC50 8-Oxo Nuk. 0512 LOEC 0x SH-5Y5Y 0,465 AT04 IC50 NR 0463 A704 EC50 8-Oxo Nuc. 0616
LDS0 Raién 0,500 HepG2 EC50 Superox. 0499 SH-3Y5Y EC50 NO 0483 SH-SY5Y EC50 NO 0463 | SH-SYBYECS08-Oxo Mt 0,602
SH-3Y5Y IC50 YP 0500 | SH-SYSYECS03-OxoMi 0474 SH-SY5Y EC50 Superox 0453 LOEC viab AT04 0451 Hep(2 EC50 8-Oxo Nuc. 0580
AT04 EC50 8-Oxo Mi. 0484 AT04 ECS0 Perox. 0473 SH-SY5Y ICEO NR 0439 ATO41C50 YP 0,427 HepG2 EC50 3-Ono Mi. 0557
SH-SVSY EC50 NO 0468 SH-5Y5Y ECS0 Perox. 0460 HepG2 IC50 NR 0427 SH-SY5Y ICE0 YP. 0427 ATO4 EC50 8-0x0 Mt 0534
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Tabla 31: Valores de AUC de los ensayos citémicos y los de referencia determinados por
andlisis de las curvas ROC para las clases de toxicidad GHS adaptadas a la LC50 de
humano (n=49). Los ensayos estdn colocados en orden decreciente de su valor de
probabilidad de clasificacion. En rojo se representa el ensayo de referencia LD50 de rata, en
rosa los ensayos con AUC igual a la LD50 de rata, en verde los ensayos que mejoran la
capacidad de clasificacion de LD50 de rata y en blanco los ensayos que la empeoran.

Clase | Clase Il Clase Ill Clase IV Clase V

0.5mg 550mg 50-300mg 300-2000mg >2000mg
LOEC twial HepG2 0,718 AT04 EC50 Superox. 0,173 LD50 Rata 0,640 LOEC Perox 0,701 LOEC il HepG2 0,909
LOEC 0xi HepG2 0,718 LOEC Superox. 0,773 T3NRU 0628 HepG2 EC50 Perox. 0,701 LOEC oxi HepG2 088
LOEC 8-0xo Nuc. 0,665 Hep(2 EC50 Perox. 0723 LD50 Raién 0,602 LOEC toial HepG2 0701 LOEC viab 0864
LOEC fotal 0,651 LOEC oxi Heps2 0710 SH-SY5Y IC50 YP 0,602 LD50 Raion 0,665 LOEC total SH-5Y5Y 0,355
LOEC Perax. 0,846 LOEC ivial HepG2 0697 |SH-SYSYEC508-OxoNuc. 0601 LOEC oxi HepG2 0,639 LOEC 0xi SH-3V5Y 0,855
LOEC ol A704 0,642 LOEC NO 0,686 AT04 EC50 8-Oxo Nuc 0576 | SHSYSYECS08-OxoMi 0625 SH-SYSY EC50 Superox. 0852
LOEC oxi ATO4 0,842 LOEC viab 0,673 LOEC 8-Oxo Nuc. 0,575 LOEC NRU 0614 LOEC NRU 0,852
LOEC Superox 0,514 LOEC NRU 0673 LOEC viab 0,564 3TINRU 0614 3T3NRU 0,843
LOEC 8-Oxo M 054 LOEC Perox. 0672 | SH-SY5Y EC50 8-Oxo Mt 0,563 LOEC viab 0614 LOEC Perox. 0332
LOEC oxi 024 LOEC foial A704 0,660 ATO4ICED YR 0,552 LOEC 2000 Mi. 0613 LOEC YR 0830
ATO4 EC50 Superox. 0,611 LOEC 0xi AT04 0,660 ATO4 EC50 Superax. 0,552 LD50 Raa 0602 LOEC NO 0830
LOEG viah 0,595 LOEG ol SH-SYSY 0,660 LOEG exi AT04 0,852 LOEC 6-0x0 Nuc. 0,601 HepG2 EC50 Perox. 0830
LOEC NRU 0,595 LOEC 8-Oxo M. 0,637 LOEC YP 0,552 HepG2 EC50 NO 0,576 LOEC viab SH-SY5Y 0818
AT04 EC50 8-Oxo Nuc. 0,591 LOEC 8-0xo Nuc. 0,636 LOEC &-Cxo Mz 0,550 LCEC Superox. 0,576 HepG2 IC50 NR 0,307
SH-SY5Y IC50 NR 0,583 AT04 IC50 YP 0,624 LOEC total A704 0,540 AT04 EC50 Perox. 0,564 LOEC viab HepGZ 0,307
HepG2 EC50 3-Oxo Nuc. 0,583 LOEC total 0,623 LOEC viab A704 0,540 Hep2 IC50 YP 0,564 SH-SYSY IC50 NR 0784
HepG2 EC50 8-0x0 Mi 0,583 LOEC viab HepG2 0,623 AT04 EC50 NO 0538 LOEC iwal AT04 0,564 HepG2C50 YP 0784
LOEC viab SH-8Y5Y 0,583 AT3NRU 0,610 AT041C50 NR 0,527 HepG2 EC50 8-0xe Nuc. 0,563 SH-SY5Y IC50 YP 0773
AT04 EC50 Perox. 0,567 LOEC 0% 0,610 LOEC Superox. 0,527 SH-SYSY IC50 NR 0,552 AT04 EC50 Petox. 0,750
SH-SYSYECS08-Ox0ME 0,567 LOEC 0 SH-SY5Y 0610 A704 EC50 Perox. 052 LOEC 0xi A704 0,652 LOEC viab A704 0750
HepG2 ECE Ferox 0,867 LOEC YP 0610 LOEC toial 05% LOEC viab HepG2 0,552 Hep(32 EC50 NO 0739
HepG2 EC50 Superox. 0,567 HepG2 EC50 8-Ox0 ME 0,600 LOEC oxi 052 LOEC YP 0,552 ATO4 IC50NR 0T
SH-SYSYECE08-OxoNuc. 0,558 HepG2 IC50 YP 0,586 SH-SY5Y EC50 Perox. 0514 AT04 EC50 8-Oxe Nuc. 0,550 AT041C50 YP o727
ATO4 EC50NO 0,556 LOEC viab A704 0,586 HepG2 EC50 Perox. 0514 HepG2 IC50 NR 0,540 HepG2 EC50 Superox. o7
HepG2 IC50 YP 0,556 AT04 EC50 NO 0,574 LOEC oial HepG2 0514 LOEC viab SH-8Y5Y 0,540 LOEC Superox. 0,698
HepG2 EC50 NO 0,556 A704 EC50 8-Ox0 Nu. 0574 LOEC oxi HepG2 0514 Hep32 ECS0 Superox. 0538 LD50 Raa 0,69
LOEC YP 0556  |SH-SYSYECS08-OxoNuc. 0574 LOEC Perox 0514  |SH-SYSYECE08-OxoNuc. 0526 LOEC &-Oxo Mi. 058
LOEC NO' 0,551 HepG2 EC50 NO 0,574 LOEC viab HepG2 0,502 LOEC oal 0526 LOEG 6-Oxo Nuc. 068
SH-8Y5Y EC50 Superox 0,539 SH-SYSY IC50 NR 0,573 LOEC NRU 0,502 LOEC oxi 0,526 LOEC wal 0,656
HepB2 IC50 NR 0,539 SH-8Y5Y EC50 Superox. 0573 Hep2 EC50 8-0x0 Nuc. 0,500 LOEC total SH-8Y5Y 0514 LOEC oxi 0,665
LOEC viab HepG2 0530 HepG2 IC50 NR 0573 HepG2 EC50 8-Oxo M 0500 LOEC oxi SH-SY5Y 0514 LD50 Raton 0,661
ITINRU 055 LOEC viab SH-8Y5Y 0573 LOEC tial SH-5Y5Y 0489 SH-SY5Y EC50 Perox. 0,502 AT04 EC50 Superox. 0652
LOEC ol SH-5V5Y 053 AT04 EC50 8-Oxo M. 0,550 LOEC viab SH-8Y5Y 0489 LOEC NO 0502  |SH-SYSYECS0E-OxoNuc. 0539
ATO41C50 NR 0,528 AT04 IC50 NR 0,549 A704 EC50 8-Oxo Mi 0488 AT04 EC50 8-Ox ML 0,500 SH-5YSY EC50 NO 063
ATO4 1050 YP 0,528 LD50 Ratbn 0,524 HepB2 1050 YP 0477 HepG2 EC50 8-0xo0 Mt 0488 LOEC toial AT04 0532
LOEC viab A704 0,528 SH-SY5Y IC50 YP 0,523 HepG2 EC50 Superox. 0477 AT04 EC50 Superox. 0477 LOEC 0xi A704 0632
SH-SY5Y EC50 Perox. 0512 LD50 Raia 0512 LOEC NO 0477 A704 EC50NO 0476 SH-SY5Y EC50 Perox. 0627
LOEC oxi $H-8Y5Y 0,505 SH-SY5Y EC50NO 0512 Hep®2 EC50 NO 0465 | SH-SY5Y EC50 Superox. 0465 AT04 EC50NO 0625
LD50 Rata 0,500 HepG2 EC50 8-0x0 Nut. 0512 LOEC 0xi SH-SYSY 0465 ATO4IC50NR 0463 A704 EC50 8-Oxo Nuc. 0616
LD50 Ratn 0,500 HepG2 ECS0 Superox. 0,499 SH-SY5Y EC50 NO 0453 SH-SY5Y EC50 NO 0463 | SH-SYSYECE0B-OxoME 0602
SH-SY5Y IC50 YP 0500 | SH-8YSYEC508-Oxo M 0474 | SH-SY5Y EC50 Superox 0453 LOEC viab A704 0,451 HepG2 EC50 8-Oxo Nuc 0580
A704 EC50 8-Ox Wit 0484 A704 ECS0 Perox. 0473 SH-SYSY IC50 NR 0439 ATO41C50 YP 0427 Hep(2 EC50 8-Oxo iz 0557
SH-SVSY EC50 NO 0468 SH-SV5Y ECS0 Perox. 0460 HepG2 IC50 NR 0427 SH-SY5Y IC50 YP 0427 ATO4 EC50.8-O%0 ML 0534
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Tabla 32: Valores de AUC de los ensayos citdmicos y los de referencia determinados por
andlisis de las curvas ROC para las clases de toxicidad GHS adaptadas a la LC50 de
humano (n=49). Los ensayos estdn colocados en orden decreciente de su valor de
probabilidad de clasificacién. En rojo se representa el ensayo de referencia LD50 de raton,
en rosa los ensayos con AUC igual a la LD50 de ratdn, en verde los ensayos que mejoran la
capacidad de clasificacion de LD50 de raton y en blanco los ensayos que la empeoran.

Clase | Clase Il Clase Ill Clase IV Clase v

0-5mg 5-50mg 50-300mg 300-2000mg >2000mg
LOEC oial HepB2 o718 AT04 EC50 Superox. 0773 LD50 Rata 0,640 LOEC Perox. 0,701 LOEC total HepG2 0,900
LOEC oxi HepG2 [¥¢1) LOEC Superox. 0773 3T3NRU 0,628 HepG2 EC50 Perox. 0,701 LOEC oxi HepB2 0285
LOEC 8- Nuc. 0,665 HepG2 EC50 Perox. 0723 LD50 Ran 0602 LOEC ttal HepG2 0701 LOEC viab 0864
LOEC toial 0851 LOEC 01 HepG2 0710 SH-SY5Y IC50 YP 0602 LDS0 Raton 0665 LOEC tofal SH-SY5Y 0,855
LOEC Perox, 0646 LOEC toial HepG2 097 | SH-SYSYECH0S-OxoNuc. 0601 LOEC oxi HepG2 0539 LOEC 0xi SH-8Y5Y 0,355
LOEC total A704 0842 LOECNO 0,686 AT04 EC50 8-Oxo Nuc. 0576 | SH-SY5Y EC50.8-Oxo Mt 0625 | SH-SYSY EC50 Superox. 0352
LOEC 0xi AT04 0682 LOEC viab 0673 LOEC 8-Oxo Nuc. 0578 LOEC NRU 0514 LOEC NRU 0352
LOEC Superox. 0634 LOEC NRU 0673 LOEG viab 0,564 aT3NRU 0614 3TINRU 0843
LOEC 8-0x0 Me. 0634 LOEC Perox. 0672 | SH-SYSYECS0G-OxoME 0563 LOEC viab 0514 LOEC Perox 0,832
LOEC o 0624 LOEC toial A704 0,660 ATO41C50 YP 0552 LOEC 8-Oxo M 0513 LOECYP 0,830
AT04 EC50 Superox. 0611 LOEC oxi A704 0,660 AT04 EC50 Superox. 0552 LD50 Rata 0,602 LOEC NG 0830
LOEC viab 0505 LOEC iofal SH-SY5Y 0,660 LOEC 0xi A704 0552 LOEC 8-0xo Nuc. 0,601 HepG2 ECS0 Perox. 0,830
LOEC NRU 0505 LOEC 8-Or0 Mi 0,637 LOEC VP 0552 HepG2 EC50 NO 0576 LOEC viab SH-SY5Y 0818
AT04 EC50 8-Oxo Nuc. 0591 LOEC 8-0x0 Nuc 0,636 LOEC 8-0x0 M. 0550 LOEC: Superox 0576 HepG2 IC50 NR 0807
SH-SYBY IC50NR 0583 AT041C50 YP 0524 LOEC fofal AT04. 0540 AT04 ECS0 Perox. 0554 LOEC viab Hep2 0,807
HepG2EC08-OxoNw. 0583 LOEC wal 0623 LOEC viab A704 0540 Hepa2 IC50 YP 0554 SH-SY5Y IC50 NR o784
HepG2 EC50 8-Oxo Mt 0583 LOEC viab HepG2 0623 AT04 EC50NO 053 LOEC ol A704 0,554 HepG2 IC50 YP 0784
LOEG viah SH-5Y5Y 0583 IT3NRU 0,610 AT041C50 NR 0527 HepG2 EC50 3-0x0 Nut. 053 SH-SYSY IC50 YP 0173
AT04 EC50 Perox 0,567 LOEC oxi 0610 LOEC Superox. 0527 SH-8YSY IC50 NR 0,552 ATO4 EC50 Petox. 0,750
SH-SYSYECS08-OXOME 0,567 LOEC 0x SH-SY5Y 0610 AT04 EC50 Perox. 0528 LOEC 0xi AT04 0,552 LOEC viab AT04 0,750
HepG2 EC50 Perox. 0567 LOECYP 0,610 LOEC ol 0528 LOEC viab HepG2 0,552 HepG2 EC50 NO 0,739
HepG2 EC50 Superox. 0567 HepG2 EC50.8-Oxo Mt 0,600 LOEC oxi 0525 LOEC YP 0,852 ATO4 IC50 NR 0727
SH-SYSYEC508-OxoNuc. 0,558 HepG2 C50 YP 0536 SH-SY5Y EC50 Perox. 0514 AT04 EC50 8-0x0 Nuc. 0550 AT041C50 YP 0727
AT04 EC50 NO 0556 LOEC viab AT04 0586 HepG2 EC50 Perox. 0514 HepG2 IC50 NR 0540 HepG2 EC50 Superox. 027
HepG2 IC50 Y 0556 AT04 ECSONO 0574 LOEC ol Hep2 0514 LOEC viab SH-3Y5Y 0540 LOEC Superox. LE
HepG2 EC50 NO 055 ATO4 EC50 8-0x0 Nuk. 0574 LOEC 0xi HepG2 0514 Hep@2 EC50 Superox, 0538 LDS0 Rata 0585
LOEC YP 0566  |SHSYSYECS08-OxoNuc. 0574 LOEC Perox. 0514  [SH-SYSYECS08-OxeMuc 052 LOEC 8-0x0 Mi. 0693
LOEC NO 0851 HepG2 EC50 NO 0574 LOEG viab Hep62 0502 LOEC oal 0525 LOEG 8-0x0 Nuc. 0,686
SH-5Y5Y EC50 Superox. 0539 SH-SYSY ICS0NR 0573 LOEG NRU 0502 LOEC oxi 0525 LOEC twal 0566
HepG2 IC50 NR 0539 SH-SY5Y EC50 Superox. 0573 HepG2 EC50 8-Oxo Nut. 0,500 LOEC toial SH-8Y5Y 0514 LOEC oxi 0,866
LOEC viab HepG2 0539 HepG2 IC50 NR 0573 HepG2 EC50 8-0xo Mz 0,500 LOEC oxi SH-8YSY 0514 LD50 Reibn 0881
ATINRU 0,535 LOEC viab SH-8Y5Y 0573 LOEC total SH-8Y5Y 0489 SH-SY5Y ECSD Perox. 0502 A704 EC50 Superox. 0,652
LOEC fofal SH-SY5Y 053 AT04 EC50 8-Oxo Wi 0,550 LOEC viab SH-SY5Y 0439 LOECNO 0502 |SH-SYSYECSD8-CxoNuc. 0630
ATO41C50 NR 0528 AT041C50 NR 0549 AT04 EC50.8-Ox0 M 0438 AT04 EC50 8-Oxo Wi 0500 SH-5Y5Y EC50 NO 0,636
AT041C50 YP 028 LDS0 Rain 0524 HepG2 IC50 P 0477 HepG2 EC50 8-Oxo Mi 0438 LOEC oial AT04 0632
LOEC viab A704 0528 SH-SVSY IC50 YR 052 Hep(2 EC50 Superax. 0477 A704 EC50 Superox 0477 LOEC 0 A704 0532
SH-SYSY ECS0 Perox, 0512 LD50 Rata 0512 LOEC NO 0477 ATO4 ECS0NO 0475 SH-SY5Y EC50 Perox 0527
LOEC 0i SH-SY5Y 0508 SH-SY5Y EC50 NO 0512 HepG2 EC50 NO 0465 SH-SY5Y EC50 Superox 0465 AT04 EC50 NO 0525
LD50 Ran 0,500 HepG2 EC50 8-0x0 Nuc 0512 LOEC 0xi SH-SY5Y 0,465 ATO041C50 NR 0453 A704 EC50 8-Ox0 Nuc. 0516
LD50 Rata 0,500 HepG2 EC50 Superox. 0,489 SH-SY5Y EC50 NO 0,463 SH-8Y5Y EC50 NO 0483 | SH-SYSY EC508-Oxo Mt 0,602
SH-SYSY IC50 YP 0500 | SH-SY5Y EC508-Oxo M 0474 | SH-8YSY EC50 Superox. 0,453 LOEC viab A704 0451 HepG2 EC50 8-0x0 Nuc 0,580
A704 EC50 8-Oxo M 0484 AT04 EC50 Perox. 0473 SH-SYSY ICS0NR 0438 A7041C50 YP 0427 HepG2 EC50 8-Oxo Mz 0857
SH-SY5Y EC50 NO 0,458 SH-SY5Y EC50 Perox. 0,450 HepG2 IC50 NR 0,427 SH-SY5Y 1050 YR 0427 ATO4 EC508-Ox0 Mt 0,534
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Tabla 33: Valores de AUC de los ensayos citdmicos y los de referencia determinados por
andlisis de las curvas ROC para las clases de toxicidad GHS adaptadas a la LC50 de
humano con n=37. Los ensayos estan colocados en orden decreciente de su valor de
probabilidad de clasificacién. En rojo se representa el ensayo de referencia LD50 de rata, en
rosa los ensayos con AUC igual a la LD50 de rata, en verde los ensayos que mejoran la
capacidad de clasificacion de LD50 de rata y en blanco los ensayos que la empeoran.

Clasel Clase Il Clase Ill Clase IV ClaseV

0-5mg 5-50mg 50-300mg 300-2000mg >2000mg
LOEC tol HepG2 0,668 AT04 EC50 Superox. 0,853 SH-SY5Y 050 YP 0,670 LOEC toial HepG2 0,664 LOEC toial HepG2 0,891
LOEC 0xi HepG2 0,668 LOECNO 0838  |SH-SYSYECS08-OXONK. 0625 HepG2 EC50 Perox. 0,648 LOEC oxi HepB2 0,875
LOEC Superox. 0,647 LOEC total A704 0,806 LD50 Rata 0,585 LOEC Perox. 0,648 HepG2 EC50 Perox. 0,344
LOEC tofal 0632 LOEC 0xi A704 0,806 ATO41C50 YP 0591 [ SH-SYSYECS0&-OxoMi 0,643 LOEC NO 0844
LOEC oxi 0832 LOEC Superox. 0753 AT041C50 NR 0573 LOEC 8-Oxo Mi: 0626 LOEC tofal SH-5Y5Y 0838
LOEC 8-0x0 Nuc. 0628 LOEC ivial 0,706 LOEC viab A704 0573 LOEC 8-0x0 Nuc. 0610 LOEC 0xi SH-8Y5Y 0838
ATO4 EC50 Superox, 0625 LOEC oxi 0,706 LOEC YP 0573 LD50 Rata 059 LOEC Perox. 0822
HepG2 EC50 Perox, 0605 AT041C50 YP 084 | SH-SYSYECS0G-OxoME 0563 LOEC 0xi HepG2 0593 | SH-SYSY EC50 Superox 0813
LOEC 8-0x0 ME. 0605 AT04 EC50NO 0684 AT04 EC50 Superox. 0556 HepG2 IC50 YP 0575 LOEC viab 0813
LOEC total A704 058 AT041C50 NR 0,669 AT04 EC50 8-Cxo Nuc 0558 LOEC viab 0576 LDSO0 Raia 0,806
LOEC 0 AT04 0585 LOEC viab 0653 LOEC viab 0558 LOEC toial A704 0575 LOEC NRU 0,797
SH-SY5Y IS0 NR 0583 LOEG viab AT04 0653 LOEC 8-Oxo Nuc. 0555 LOEC NRU 0575 LOECYP 0,797
SH-SY5Y EC50 Superox. 0583 LOEC NRU 0853 AT04 ECS0ND 0545 HepG2 EC50 8-Oxo Nuk. 0571 LOEC viab SH-8Y5Y 0,731
HepG2 EC50 NO 0583 SH-SYSY IC50 NR 0638 LOEC viab SH-3Y5Y 0,545 AT04 EC50 Perox. 0560 HepG2 IC50 NR 0766
LOEC viab SH-3Y5Y 058 HepG2 ECS0 Perox. 0838 LOEC 2-0%0 M. 0,545 LOEC 03 AT04 0,660 HepG2 EC50 NO 0766
SH-SYSYEC508-OxoNuc. 0565 LOEC fofal SH-SY5Y 0638 LOEC 0xi AT04 0539 LOEC viab HepG2 0,560 LOEC viab Hep2 0.765
LOEC Perox, 0565 LOEC viab SH-SY5Y 0638 LOEC toial AT04. 0522 LOEC YP 0,560 AT04 EC50 Perox 0.750
AT04 EC50 8-Ox0 Nuc. 0563 LOEC YP 0638 AT04 EC50 Perox. 0511 AT04 EC50 8-0x0 Nuc. 0,555 SH-SY5Y G50 NR 0.750
SH-SYSYECS08-OxoME 0563 LOEC total HepG2 0622 SH-SYSY EC50 Perox. 0511 HepG2 EC50 Superox. 0,555 HepG2 IC50 YP 0,750
HepG2 EC50 Superox. 0563 LOEC oi Hep62 0622 HepG2 IC50 YP 0511 HepB2 IC50 NR 0543 SH-SYSY IC50 YP 0,734
LOEC viab 0563 AT04 EC50 8-Ox0 Mt 0,600 LOEC toal 0511 |SH-SYSYECS08-OxoNuc 0521 HepG2 EC50 Superox 0,718
LOEC NRU 0563 LOEC 8-Or0 Mi 0584 LOEC oxi 0511 LOEC otal 0521 AT041C50 YP 0,703
LOEE NO 0543 LOEC Perox. 0575 LOEE viab HepG2 0511 LOEC o 0521 LOEC viab A704 0.703
AT041C50 NR 0582 AT04 EC50 8-Oxo Nuc. 0,569 LOEC Superox. 0,504 SH-3Y5Y EC50 Perox. 0,505 A704 IC50 NR 0,688
AT041C50 YP 0542 HepG2 EC50 NO 0,569 HepG2 EC50 8-Oxo Nuc. 0500 HepG2 EC50 NO 0,505 LOEC &-Oxo Mk 0572
ATO4 EC50 NO 0542 LD50 Rata 0,553 HepG2 EC50 8-0xo M. 0500 LOEC ioial §H-8Y5Y 0,505 LOEC Superox, 0859
HepG2 IC50 YP 0582 AT04 ECS0 Perox. 0553 HepG2 EC50 Perox. 0494 LOEC 0 SH-5YSY 0,505 LOEG 8-0x0 Nuc. 0859
HepG2 EC50 8-0x0 Nuc. 0582 SH-SY5Y EC50 Superox. 0853 HepG2 EC50 Superox. 0494 LOEG Superox 0,505 SH-SYSY EC50 NO 0855
HepG2 EC50 8-Oxo Mt: 0582 SH-SY5Y EC50NO 0853 LOEC toial HepB2 0484 LOEC NO 0,505 LOEC ol 0853
LOEC viab A704 0582 HepG2 IC50 NR 0853 LOEC oxi HepG2 0484 AT04 EC50 8-Oxo M 0,500 LOEC oxi 0853
LOEC YP 0582 HepG2 EC50 Superox. 0553 LOEE NRU 0484 HepG2 EC50 8-Oxo Wit 0483 A704 EC50 Superox. 0528
LOEC fofal SH-SY5Y o527 LOEC viab HepB2 0553 LOEE Perox 0494 A704 EC50 Superox. 0471 ATO4 EC50ND 0625
LOEC 0xi SH-5Y5Y o027 SH-SY5Y 1050 P 0538 LOEC NO 0494 SH-SY5Y IC50 NR 0471 SH-SY5Y EC50 Perox 0619
HepG2 IC50 NR 0522 HepG2 IC50 YP 0538 AT04 EC50.8-Ox0 M. 0483 AT04IC50NR 0467 | SH-SYSY EC508-Oxo i 0509
LOEC viab HepG2 0522 LOEC 0xi SH-SY5Y 0538 SH-SYSY IC50 NR 0483 ATO4 EC0NO 0467 LOEC ol AT04 0508
LD50 Raa 0,500 LOEC §-0x0 Nut. 0522 SH-SY5Y EC50 NO 0465 SH-SYSY ECS0 NO 0467 LOEC 0xi A704 0506
AT04 EC50 8-Oxo ME 0500 HepG2 EC50 8-Ox0 Mt 0500 | SH-SYSY EC5D Superox. 0,459 LOEC viab A704 0467 A704 EC50 8-Ox0 Nuc. 0503
SH-SYSY IC50 YP. 0500 | SH-SY5Y EC508-Cxo M 0484 HepG2 EC50 NO 0,459 LOEC viab SH-SY5Y 0455 | SH-SYSYECE08-OxoNuc. 0,803
AT04 EC50 Perox 0480  |SH-SVSYECS08OvoNuic 0468 LOEC total SH-SY5Y 0,459 A7041C50 YP 0417 HepG2 EC50 8-0x0 Nuc 0578
SH-8V5Y ECS0 Perox. 0,480 HepG2 EC50 8-Oxo Nuc. 0453 HepG2 1C50 NR 0448 SH-Y5Y 150 YP 0400 AT04 EC508-Oxo Mt 0531
SH-SY5Y EC50 NO 0,460 SH-SY5Y EC50 Perox. 0422 LOEC o SH-8Y5Y 0,442 SH-SY5Y EC50 Superox 0383 HepG2 EC50 &-Oxo M 0,531
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Tabla 34: Valores de AUC de los ensayos citdmicos y los de referencia determinados por
andlisis de las curvas ROC para las clases de toxicidad de GHS adaptadas a la LC50 de
humano con n=30. Los ensayos estan colocados en orden decreciente de su valor de
probabilidad de clasificacién. En rojo se representa el ensayo de referencia LD50 de raton,
en rosa los ensayos con AUC igual a la LD50 de ratdn, en verde los ensayos que mejoran la
capacidad de clasificacion de LD50 de ratén y en blanco los ensayos que la empeoran.

Clase | Clase II Clase IIl Clase IV ClaseV

05mg 5.50mg 50-300mg 300-2000mg >2000mg
LOEC iwial 0,690 LOEC NO 0854 LD50 Ratn 0740 | SHSYSYECS08OxoME 0643 LOEC iwial Hep62 0942
LOEC oxi 0690 LOEC iwial AT04 01m ATO4 ECS0NO 0,625 LD50 Ratn 0534 LOEC 0xi HepG2 0,904
LOEC 8-0x0 Nuk. 0683 LOEC 0xi A704 o SH-SY5Y ECS0 Perox. 0,587 HepG2 ECS0 Perox. 0527 HepG2 EC50 Perox. 0,346
LOEC toml AT04 0675 AT04 EC50 Superox. 0750 AT041C50 YP 0,857 LOEC total HepG2 0827 LOEC NO 0,846
LOEC 0%i A704 0675 LOEC Superox. 0750 SH-SYSY IC50 YP 0,557 LOEC Perox 0827 SH-8Y5Y EC50 Superox 0,827
LOEC 1l HepG2 0675 HepG2 EC50 Perox. 0,708 LOECNO 0,557 LOEC 8-0xo Nu. 0821 LOEC viab 0,827
LOEC 0xi Hep62 0575 LOEC viab 0688 LOEC total A704 0548 LOEC 8-Oxo Mt 0521 LOEC NRU 0,327
A704 EC50 8-Ox0 Nuc. 0543 LOEC oxi Hep62 0,688 LOEC 0xi A704. 0548 AT04 EC50 Perox. 0578 LD50 Radn 0317
AT04 EC50 Superox. 061t LOEC NRU 0688 | SH-SY5YEC508-Oxo M 0500 HepG2 1C50 P 0578 LOEC Perox. 0817
HepG2 EC50.8-Oxo Mt LE LOEC folal 067 HepG2 EC50 8-0x0 Nue. 0500 LOEC foial AT04 0578 LOEC YR 0,008
LOEC 8-0x0 Mt 0611 LOEC oxi 0867 HepG2 EC50 8-Ox0 Mt 0,500 LOEC 0xi A704 0578 LOEC il SH-8Y5Y 0758
LOEC Perox. 059 LOEC il HepG2 0667 AT04 EC50 8-Oxo ME 0481 A704 EC50 8-Oxo Nuc. 0571 LOEC 0xi SH-SYSY 0758
HepG2 ECE0 Perox. 0587 ATO4EC50NO 0646 ATO4 IC50 NR 0462 HepG2 EC50 8-0xo Nuc 0571 AT04 EC50 Perox 0788
LOEC Superox 0587 AT041C50 YP 0625 SH-SY5Y IC50 NR 0,462 HepG2 IC50 NR 0,558 HepG2 IC50 N 0,788
SH-SYSY IC50NR 0556 HepG2 EC50 NO 0625 SH-SY5Y EC50 NO 0,462 LOEC viab Hep62 0558 LOEC viab HepG2 0,788
SH-SY5Y EC50 Superox. 0556 LOEC total SH-5Y5Y 0625  |SHSYSYECS08-OxoNue 0462 LOEC 0xi HepG2 0558 HepG2 IC50 YP 0,769
HepG2 EC50 NO 0556 LOEE Perox 0,625 HepG2 IC50 NR 0462 LOECYP 0555 HepG2 EC50 NO 0,789
HepG2 EC50 8-Oxo Nuc. 0556 AT041C50 NR 0,604 LOEC viab 0462 LOEC viab 0534 LOEC viab SH-3Y5Y 0,769
LOEC viab SH-Y5Y 0556 SH-SY5Y IC50 NR 0604 LOEC viab AT04 0462 LOEC NRU 0534 SH-SYSY IC50 NR 0750
LOEC NO LE= LOEC viab SH-3Y5Y 0604 LOEC viab SH-3Y5Y 0462 SH-SY5Y EC50 Perox 0528 HepG2 EC50 Superox. 0750
AT04 EC50 Perox. 0532 AT04 EC50 8-Ox0 ML 0583 LOEC viab HepG2 0462 |SH-SYEYECE03-OxoNuc. 0528 LOEC 8-0xo Nuc, 0740
HepG2 EC50 Superox. 0532 | SH-SY5Y EC50 Superox 0583 LOEC NRU 0462 HepG2 EC50 Superax 0528 SH-SYSY IC50 YP 0731
LOEC viab 0532 HepG2 IC50 NR 0583 LOEC Perox. 0462 LOEC twal 0528 ATO41C50 YP o712
LOEC NRU [E LOEC viah A704 0583 AT04 EC50 Perox. 0,442 LOEC oxi 0528 AT04 EC50 8-Oxo Nuc o712
LOEC total SH-8Y5Y 0516 LOEC viab Hep62 0583 HepG2 IC50 YP 0,442 HepB2 EC50 NO 0,508 LOEC viab A704 0712
LOEC 0xi SH-SY5Y 0516 AT04 EC50 8-0x0 Nuc. 0563 HepG2 EC50 Perox. 0,442 LOEC total SH-8Y5Y 0,508 LOEC ol 0,602
LD50 Raton 0500  [SH-SYSYEC508-OxoNuc. 0553 LOEC otal 0442 LOEC 03 SH-8V5Y 0,508 LOEC 0% 0,682
A7041C50 NR 0500 LOEC VP 0563 LOEC o 0442 AT04 EC50 8-Ox0 M. 0500 AT041C50 NR. 0,673
AT041C50 YP 0500 LOEC 8-0x0 Mi. 0563 LOEC YP 0442 AT04 EC50 Superox. 0484 LOEC toial A704 0,654
AT04 EC50 NO 0,500 LDS0 Raién 0582 AT04 EC50 Superox. 042 SH-SVSY IC50 NR. 0484 LOEC 0xi AT04 0,654
AT04 EC50 8-Oxo Mt 0500 LOEC oz SH-SY5Y 0542 ATO4 EC50.8-Ox0 Nuc. 042 LOEC Superox. 0484 LOEC 8-Oxo Me 0654
SH-SYSY IC50 YP. 0500 SH-SYSY EC50 NO 0542 SH-SY5Y EC50 Superox. 0423 LOEC NO 0.484 SH-SYSY EC50 NO 0635
SH-SY5Y EC50 NO 0500 SH-SY5Y IC50 YP 0521 HepG2 EC50 Superox 0423 AT04 EC50NO 0478 LOEG Superox. 05615
SH-SYSYECS08-0xoML 0500 HepG2 EC50 Superox. 0521 LOEC i@l SH-SY5Y 0423 HepG2 EC50 8-0x0 ML 0478 AT04EC50 NO 0,5%
HepG2 1050 YP 0500 LOEC 8-O0 Nuc. 0521 LOEC toal HepG2 0423 LOEC viab SH-5Y5Y 0,463 SH-8Y5Y ECS0 Perox. 0,587
LOEC viab AT04 0500 AT04 EC50 Perox. 0,500 LOEC 03 HepG2 0423 ATO4IC50NR 0,457 AT04 EC50 Superox. 0,577
LOEC YP 0500 HepG2 EC50 8-Oxo M 0,500 LOEC 8-0x0 Nux. 0423 SH-8Y5Y EC50 NO 0457 | SH-SYSYECS08-OxoMt 0577
SH-SYSYECS08-OxoNuc. 0,484 HepG2 IC50 YP 0479 HepG2 EC50 NO 0,404 AT041C50 YP 0,435 Hep32 EC50 8-0x0 Nuc. 0,577
SH-5Y5Y ECS0 Perox. 0476 | SH-SYSYECS08-OxoMi 0458 LOEC 0x SH-5Y5Y 0404 LOEC viab AT04 0435  [SH-SYSYEC508-OxoNuc 0567
HepG2 IC50 NR 0476 Hep(2 EC50 8-Oxo Nuc 0458 LOEC: Superox 0404 SH-3Y5Y G50 YF 0413 A704 EC50 8-Oxo M 0538
LOEC vial HepG2 0476 SH-5VSY EC50 Perox. 039 LOEC 8-Oxo Mt 0481 SH-SY5Y ECE0 Superox. 0370 HepG2 EC50 8-Oxo Mt 0,538
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2.7 La bio-transformacién y su implicacioén en la

determinacion de la toxicidad in vitro

2.7.1 HepaRG como modelo In Vitro para la toxicidad dependiente

del metabolismo

Uno de los problemas que presentan las lineas celulares como método para
predecir la toxicidad es su pérdida de la capacidad de metabolizacién de los
compuestos. Aunque la linea celular HepG2 presentd unas buenas correlaciones
con la LD50 de humano y clasificacion segun el criterio GHS de toxicidad oral
adaptada a humano, se ha observado que, para diversos compuestos no se ha
podido obtener valores de IC50/EC50. Por tanto, se procedio a la realizacion de los
mismos ensayos en la linea celular HepaRG que conserva su capacidad metabdlica
cuando es cultivada en condiciones de diferenciacion (descritas en material vy
métodos). Debido a las condiciones necesarias para la diferenciacion de esta linea
celular de tipo fibroblasto a tipo hepatocito, no se realizaron los ensayos de
determinacién del dafio oxidativo al DNA nuclear y mitocondrial (por la compleja
estructura de estas lineas celulares, el uso de técnicas de analisis de imagen
presenta dificultades debidas a la interferencia de la fluorescencia sobrepuesta
proveniente de células que crecen de forma vertical (Walker et al., 2011).

Los valores obtenidos para los sesenta compuestos estudiados en las dos
lineas celulares estan representados en la Tabla 35.

Para determinar cual de las dos predice mejor la toxicidad humana, se
realizaron correlaciones para los cinco ensayos de toxicidad celular en las que se
representaron los valores de IC50/EC50 de ambas lineas celulares comparadas con
la LD50 de humano (Figura 31). Se verificé que el R? de HepaRG mejora en todos

los ensayos a HepG2 a excepcion del ensayo de determinacion de los niveles
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intracelulares de dxido nitrico (R2=0,213) y a la vez, que el nimero de compuestos
con efecto disminuyo.

Usando los ensayos citomicos para determinar la capacidad predictiva de
compuestos que causan toxicidad relacionada con el metabolismo se verificd que no
hay una mejoria significativa de la sensibilidad en las células HepaRG. De hecho las
células HepaRG tienden a presentar menor sensibilidad en la mayoria de los
compuestos cuando son comparadas con HepG2.

Un factor importante a la hora de la determinacion de la toxicidad de un
compuesto descrito en Gilden etal. (2002), es la concentracion celular. Para
obtener HepaRG con fenotipo y funciones de hepatocitos es necesario que sean
cultivadas hasta obtener el 100% de confluencia para después afiadir DMSO
durante 2 a 3 semanas hasta que se diferencien. Esta necesidad conlleva a que el
numero de este tipo celular sea muy superior al de HepG2 en los estudios
realizados. Gilden et al. (2002) pudo determinar que los valores de EC50 de los
compuestos testados pudieron suponer un aumento de hasta 20 veces de un mismo
compuesto testado a una densidad celular 100 veces superior. Estos datos pueden
indicar que esa sea la causa por la cual no conseguimos mejorar la prediccion de la
toxicidad de HepG2 utilizando las HepaRG.

Walker et al. (2011) también concluyeron que para la mayoria de los
compuestos testados la linea celular HepaRG es menos sensible que HepG2. Esto
resulta sorprendente debido a la existencia de capacidad metabolica por parte de
HepaRG y su inexistencia en HepG2.

Dado que nuestro estudio incluia tdxicos que se bioinactivan, se dividieron
los compuestos en dos subgrupos:

- Compuestos que una vez metabolizados presentan una mayor toxicidad
(Figura 32, puntos en rojo).
- Compuestos que no son metabolizados o que lo son, transforméandose en

compuestos que causan menor toxicidad (Figura 32, puntos en azul).
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Comparando los valores de IC50 y EC50 obtenidos en las dos lineas
celulares y separando los compuestos en los dos subgrupos en funcién de su
capacidad de inducir mayor o menor toxicidad no se verifica una clara distincién de
los compuestos que metabolizados son mas toxicos de los contrarios en HepaRG
comparado con HepG2 (Figura 32).

Seria de esperar, que los compuestos representados en rojo se localizaran
en la parte inferior de las graficas, indicando asi, que la linea celular dotada de
capacidad metabdlica seria capaz de detectar el efecto nocivo de esos compuestos
a concentraciones inferiores a las necesarias en HepG2, y los compuestos en azul,
por el contrario, deberian presentarse en la zona superior izquierda de las graficas.
Eso no ocurre con excepcion de algun caso aislado (ocratoxina A en el ensayo del
yoduro de propidio), habiendo una correlacién muy elevada entre ambas lineas
celulares en los dos tipos de compuestos, estando practicamente todos ellos dentro
del rango de perfecta correlacién entre ambos.

Observando la Tabla 36 que resume los resultados de las correlaciones de la
Figura 32, verificamos que los compuestos que son metabolizados a productos mas
tdxicos tienen una correlacion perfecta entre las dos lineas celulares superando en
la mayoria de los ensayos al 0,9 de coeficiente de determinacién. Esto indica que no
podemos demostrar de forma concluyente una relacion de toxicidad metabélica en
HepaRG al igual que tampoco Walker et al. (2011) pudieron hacerlo.

A posteriori, se realizd la matriz de datos comparando las dos lineas
celulares segun las clases GHS adaptadas a LC50 de humano (Figura 33). Una vez
mas se comprueba que no hay grandes diferencias entre ambas lineas celulares y
que incluso es en HepG2 (LOECww) donde mas compuestos coinciden
correctamente en las clases de humano (Tabla 37) incluyendo a compuestos con
elevada toxicidad una vez metabolizados.

La mayoria de los estudios publicados referentes a esta linea celular (Gerets
et al., 2012; Guillouzo et al., 2007; Jennen et al., 2010; Kanebratt & Andersson,
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2008; Turpeinen et al., 2009) se refieren a la capacidad metabdlica y expresién de
enzimas responsables para esta funcién. No es de nuestro conocimiento que se
haya publicado estudios comparativos de la toxicidad de una amplia bateria de
compuestos entre HepaRG y HepG2 u otra linea celular usada comunmente en
estudios de toxicologia, o con hepatocitos humanos. Como tal no podemos

compararlo con otros estudios salvo el estudio limitado de Walker et al. (2011)

Walker et al. (2011) a pesar de comprobar la elevada actividad de los
citocromos P450 en las HepaRG comparada con HepG2, no ha podido demostrar
una toxicidad relacionada con el metabolismo en las HepaRG. También sugieren
que ello se puede deber a la mayor expresion de proteinas transportadoras en esta
linea celular (MDR1, MDR3, MRP1, MRP2, MRP3 y BCRP que se expresan a
niveles iguales o superiores que en los hepatocitos humanos) y menor expresion de
transportadores de captaciéon (OATP2B1, OATP1B1, OATP1B3, SLC22A7,
SLC22A1, SLC10A1 y SLC15A1), que se expresan a niveles inferiores que en
hepatocitos humanos primarios como presentan Kanebratt & Andersson (2008)

También argumentan que las HepaRG expresan el doble de la enzima
metabdlica de fase Il glutation S-transferasac1 (GSTa1) que los hepatocitos
humanos y diez veces mas que en HepG2 (Kanebratt & Andersson, 2008). Por ello
se plantean que estas células poseen una fuerte defensa celular contra el dario
causado por toxicos y que pueden incluso llegar a ser mas resistentes a los
metabolitos toxicos (Walker et al., 2011).

Mueller et al. (2014), compararon la toxicidad causada por cuatro
compuestos en dos modelos de cultivo de HepG2 y HepaRG (cultivados en dos y
tres dimensiones) y verificaron que los compuestos amiodarona y &cido valproico en
los modelos de cultivo en 2D presentaban mayor toxicidad en las HepG2 que en
HepaRG, al igual que nuestro panel citdmico. Cuando fue determinada la toxicidad

en los modelos en 3D, verificaron que necesitan menores dosis de compuestos que
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en HepG2. En el caso del &cido valproico comprobaron que el valor de EC50 en el
modelo 3D era inferior al valor de EC50 en la misma linea celular cuando se cultivd
en 2D. Lo mismo ocurrié con el compuesto aflatoxina B1 que no ha sido estudiado
en el panel citdmico. Estos estudios indican que el uso de cultivos esferoides en 3D
proporcionan una mejora en la funcionalidad a largo plazo en las HepaRG (Mueller
et al., 2014) al igual que en HepG2 (Mueller et al., 2011).

Tabla 35: Valores de EC50/IC50 en Molar obtenidos para los 60 compuestos en HepG2 y
HepaRG (negrita). Cuando no se ha podido determinar la IC50/EC50 se ha representado la
concentracion maxima probada sin efecto precedida del simbolo (>). N Acubase es el
numero de referencia de los compuestos en el proyecto Acute-Tox; NRU — Ensayo de
captacion del Rojo Neutro; YP — ensayo de exclusion del yoduro de propidio; Perox. —
ensayo de determinacién de la actividad peroxidativa; Superox. — niveles intracelulares del
anion superoxido; NO — niveles intracelulares de 6xido nitrico.
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Tabla 35.

HepG2 LOG EC50/IC50 RMFI (M)

HepaRG LOG EC50/IC50 RMFI (M)

M':::g:se Compuestos Panel Viabilidad Panel Oxidativo Panel Viabilidad Panel Oxidativo
NRU YP Perox Superox NO NRU YP Perox Superox NO
1 Acetaminofeno 217E02 195602 | 143E02  309E02  >463E-02 | 244E02  390E02 | B67E03  >463E-02  >4,63E-02
2 Acido acetilsalicilico 121E:02  189E-02 | 553E-03  >200E02  >200E02 | 144E02  161E02 | 184E03  168E02  2,64E-04
3 Atropina monohidrato sulfato | 245603 170E.03 | 831E05  133E03  133E03 | 443E03  443E03 | 73ME05  256E04  >1,006-02
4 Cafeina 113602 276E-02 | O41E-03  134E-02 400502 | 120E-02 400802 | 47E-02  T59E-04  >4,00E-02
5 Carbamazepina 100603 >1,00E03 | 220604  985E04  876E04 | >1,00E03  >1,0003 | >1,0003  >1,0003  >1,006-03
6 Colchicina 396E03  A469E03 | 514E03  94TED04 100502 | >100E-02  >100E-02 | 249E05 100502  >1,00E-02
7 Cicloheximida 914E05  >1,008-02 | 183E07  >1,00602  >1,008:02 | 102E04  722E04 | 434E04  586E04  >100E-02
8 Diazepam 176E-05  193E-04 | 47305  200E-04 465605 | 184E04  221E04 | >600E04  109E-04  115E.04
9 Digoxina 944E07  257E07 | >128E-04  398E08  >128E-04 | A157E06  635E06 | 435E06  35TE06  2.88E-06
10 Isopropanol 179E01  176E01 | 115601 >832E01 17901 | 493E01 26201 | 116E01  883E02 832601
11 Malation 487E04  BS0E04 | 132604 595604  239E04 | 100503  >100E-03 | >100E-08  >1005-08  >1,00E-03
12 Mercurio (Il) cloruro 613E05  504E05 | 273E05 165605  450E05 | 157E04  144E04 | 530E06  >368E-04  >3,68E-04
13 Pentaclorofenol 505605  863E05 | >300E-04  106E04  118E-04 | 207E-04  212E-04 | 223E-04  240E04  1,09E-04
14 Fenobarbital 500603  >5,00E03 | 330E03  >500E03  372E03 | >500E03  >500E-03 | >500E-03  >500E03  >500E-03
15 Dodecilsulfato sodico (SDS) | 186E04  218E04 | 103E04  192E04  141E04 | 123E04  578E04 | 637E05  >69ED4  >69ED4
16 Acido valproico 116E:02  O07E-03 | >230E-02  >230E02  >230E02 | >230E02  >230E02 | 125E03  >230E02  >2,30E-02
17 5-Fluorouracilo >200E-02  >200E-02 | >200E-02  >200E-02  >200E02 | >200E02  >200E02 | >200602  >200602  >2,006-02
18 Benceno >500E02  >500E02 | >500E02  >500E02  >5,00E-02 | >500E.02 500602 | 500602  >500E-02  >5,00E-02
19 tert-butil Hidroperoxido 183604  171E04 | >233E04  >233E04  >233E04 | O58E04  SOTED4 | 100503  4G4E04  >1,006-03
2 Cadmio cloruro 818E06  779E06 | 680E06  >100E05  761E-06 | 220E-06  578E-06 | 558E-06  198E-06  143E-07
2 Pireno >600E05  >600E05 | >600E05  >600E05  >6,00E05 | >600E05  >6,00E05 | >600E05  479E-05  >6,00E-05
2% Hexaclorobenceno STH0E05  STH0E05 | STS0E-05  STS0E-05  STS0E-05 | >T50E-05  >TS0E-05 | >TS0E-05  >TS0E-05  >750E-05
2 Amiodarona clorhidrato 203605  306E05 | 363E05 100504  365E-04 | >100E-04  100E04 | >1,00E04  >1,00E04  305E-06
2 Verapamilo clorhidrato THIE05  103E04 | BO00E05  >250E-04  >250E-04 | 163E-04  206E04 | 106E05 37504  265E.04
0 Rifampicina 5250604  >250E-04 | >2506-04  >250E-04  >250E-04 | >250E-04  >250E-04 | >250E-04  >250E-04  >250E-04
3 Tetraciclina clorhidrato 5250604  >250E04 | 201E05  >250E-04  182E-04 | >250E-04  >250E-04 | >250E-04  >250E-04  860E05
2 Orfenadrina clorhidrato 249E04 315604 | 140E04  230E04  187E04 | 170E04  410E04 | S500E-04  144E04  >500E-04
3 Nicotina 501E03  487E03 | 287E03 115603 >100E-02 | 124E-02  161E-02 | 366E-04  T90E-03  377E-03
u Lindano S129E-08  >129E-04 | >1,29E04  >129E04  >1.20E04 | >120E04  >120E04 | S20E04  S120E04  >1.20E-04
a7 Etanol 164E400  155E400 | TAGE-01  >217E+00  500E01 | >217E+00  S5Q0E01 | >217E+00  162E#00  >217E+00
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Tabla 35 (Continuacion).

1 HepG2 LOG EC50/1C50 RMF1 (M) HepaRG LOG EC50/IC50 RMFI (M)
Acz:;:::se Compuestos Panel Viabilidad Panel Oxidativo Panel Viabilidad Panel Oxidativo
NRU YP Perox Superox NO NRU YP Perox Superox NO
38 Paration >1,00E-03 >1,00E-03 1,18E-05 >1,00E-03 1.81E-04 >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03
39 Diclorvos 6,31E-04 8,35E-04 347E-04 1,46E-04 6,39E-04 447E-04 8.67E-04 5.20E-04 7.68E-04 1,89E-04
40 Fisostigmina 6,01E-03 6,29E-03 2,30E-03 4,08E-03 3.41E-03 1,10E-03 2,14E-03 8,87E-04 1,22E-03 9,95E-04
4 Amonio glufosinato >8,00E-02 >8,00E-02 >8,00E-02 >8,00E-02 >8,00E-02 >8,00E-02 >8,00E-02 >8,00E-02 >8,00E-02 1,34E-03
42 cis-Diaminoplatina (Il dicloruro|  2,09E-04 1,57E-04 2,62E-05 2,1E-04 >350E-04 | >350E-04  >350E-04 | >350E-04  >350E-04  >350E-04
43 Dietilenglicol 2,27E-01 2,74E-01 2,30E-01 1,54E-01 1,21E-01 3.90E-01 3,65E-01 1,68E-01 1,93E-01 3.15E-01
44 Diquat dibromuro 9,56E-04 493E-04 7.62E-05 7.60E-04 212E-04 484E04 1,50E-03 7.01E-04 >5,00E-03 947E-04
45 Ocratoxina A 7,08E-06 4,93E-06 1,89E-07 >1,00E-04 >1,00E-04 >1,00E-04 >1,00E-04 1,57E-06 >1,00E-04 >1,00E-04
46 Ciclosporina A 1,49€E-05 >1,70E-05 >1,70E-05 1,31E-05 >1,70E-05 >1,70E-05 >1,70E-05 6,74E-06 >1,70E-05 >1,70E-05
47 17a-Etinilestradiol 6,59E-05 9,75E-05 4,34E-05 >1,49E-04 >1,49E-04 1,54E-04 273E-04 6,28E-05 2,28E-04 411E-06
48 Sodio fluoruro >2,50E-03 >2,50E-03 >2,50E-03 >2,50E-03 1,39E-03 >2,50E-03 >2,50E-03 >250E-03  >250E-03  >2,50E-03
49 Paraquat dicloruro 3.15E-04 3.93E-04 1,47E-04 219E-04 223604 550E-04 313E-03 1,47E-03 1,18E-03 $.21E-04
51 Dimetilformamida 2,62E-01 4,07E-01 3,65E-01 >5,00E-01 >5,00E-01 >4,00E-01 2,99E-01 >4,00E-01 >4,00E-01 >4,00E-01
52 Hierro (Il} sulfato 7,26E-03 1,00E-02 3,29€-03 >1,44E-02 8,76E-03 >1,80E-02 >1,80E-02 8,19E-05 >1,80E-02 >1,80E-02
53 Amitriptilina clorhidrato 4,86E-05 6,05E-05 2,87E-05 1,16E-05 6,17E-05 >1,00E-04 2,42E-05 7,01E-06 3,48E-05 1,33E-06
54 Etilenglicol 1,01E400 1,47E400 9,79E-01 1,25E400 >3,00E+00 | >3,00E+00 9,24E-01 1,79E-01 4,61E-01 >3,00E+00
55 Metanol 1,30E+00 1,20E+00 >1,86E+00 >1,86E+00  >1,86E+00 1,89E+00 6,90E-01 >4,00E+00 9,00E-02 >4,00E+00
57 Sodio cloruro >8,56E-02 >8,56E-02 5,97E-02 >8,56E-02 >8,56E-02 >8,56E-02 >8,56E-02 >8,56E-02 >8,56E-02 >8,56E-02
60 Litio sulfato 4,82E-02 7,45E-02 1,28E-02 4,95E-02 6,47E-03 7,58E-02 >9,00E-02 >9,00E-02 >9,00E-02 >9,00E-02
63 Propranolol clorhidrato 7.97E-05 7.87E-05 >1,00E-04 >1,00E-04 >1,00E-04 6,01E-05 2,70E-04 8,66E-05 >1,00E-04 >1,00E-04
64 Arsénico trioxido 8,86E-05 1,12E-04 1,39E-06 3,94E-05 6,15E-06 3,05E-05 6,71E-05 >1,26E-04 >1,26E-04 1,55E-06
66 Talio sulfato 1,01E-03 1,56E-03 1,70E-04 1,90E-06 >2,00E-03 3,83E-04 >2,00E-03 3,88E-04 4,20E-05 1,77E-04
67 Warfarina 2,02E-03 >2,20E-03 1,29€-04 >2,20E-03 1,69E-03 >2,20E-03 1,69E-03 1,40E-03 6,58E-04 8,32E-04
Il Hexaclorofeno 2,77E-06 1,32E-05 1,35E-06 2,07E-05 >2,46E-06 1,14E-05 1,00E-05 1,13E-05 1,83E-05 1,71E-06
76 Cloral hidrato 1,00E-02 8,78E-03 1,41E-03 >2,00E-02 1,16E-02 6,34E-04 1,49E-03 >2,00E-02 1,02E-03 >2,00E-02
77 24-Acido diclorofenoxiacético | 4,20E-03 4,75E-03 6.45E-03 4,55E-03 8,52E-03 976E-03 8,86E-03 1,13E-04 >3,00E-02 >3,00E-02
80 Estricnina >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03 5,40E-05 3,90E-05 1,24E-04
91 Sodio selenato 2,85E-04 3,85E-04 9,72E-05 >1,06E-03 >1,06E-03 4,00E-04 3,00E-04 9,90E-04 1,07E-04 9,38E-05
92 Acetonitrilo 1,49E+00 1,52E+00 >2,00E+00 >2,00E+00 >2,00E+00 1.63E+00 1,58E+00 >2,00E+00 3,48E-01 >2,00E+00
96 Epinefrina bitartrato 1,67E-03 4,06E-04 8,37E-04 >5,00E-03 >5,00E-03 >5,00E-03 >5,00E-03 1,94E-03 2,02E-03 >5,00E-03
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Figura 31: Regresion lineal entre los datos de LC50 humana estimados a partir de la
concentracion letal y subletal en sangre realizados en el proyecto ACuteTox (Sjorstrom et al,
2008) y los valores de IC50/EC50 obtenidos en HepG2 - triangulos azules - y HepaRG -
circulos negros para cada ensayo. La linea continua representa la correlacion 1:1 y la linea
discontinua representa una desviacion de una unidad de logaritmo de la linea de correlacion
1:1, marcando los limites establecidos para la identificacién de los outliers. Los nimeros de
las coordenadas son los nimeros de referencia de los compuestos utilizados en el proyecto
ACuteTox (Tabla 12). A — ensayo de NRU, (B) ensayo de viabilidad determinada por YP, (C)
ensayos de la determinacion de la actividad peroxidativa, (D) ensayos de la determinacion de
la generacion mitocondrial de anién superoxido, (E) ensayos de los niveles de NO
intracelular, (F) Tabla con los valores de R2 obtenidos.
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Figura 32: Correlacion entre los valores de IC50/EC50 obtenidos en HepG2 y HepaRG. Para
los compuestos sin efecto, se ha usado el valor de la maxima concentracion probada. Los
circulos rojos corresponden a los compuestos cuya metabolizacion origina compuestos mas
txicos, y los triangulos azules a los compuestos que no sufren metabolizacién o que se
transforman en metabolitos menos téxicos. La linea continua representa la correlacién 1:1'y
la linea discontinua representa una desviacion de una unidad de logaritmo de la linea de
correlacién 1:1, marcando el rango de aceptacion de perfecta correlacién entre ambos. Los
numeros de las coordenadas son los nimeros de referencia de los compuestos utilizados en
el proyecto ACuteTox. A — Correlacion de los valores LOECuta, B — ensayo de NRU, C -
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viabilidad determinada por el ensayo citomico del YP, D — ensayos de la determinacion de la
actividad peroxidativa, E — ensayo de la determinacion de la generaciéon mitocondrial de
anion superoxido y F — ensayo de la determinacion de los niveles de 6xido nitrico intracelular.
En los compuestos en los que no se obtuvo una IC50/EC50 se adjudicéd el valor de la
maxima concentracién probada.

Tabla 36: Valores de R2 obtenidos en las correlaciones entre HepG2 y HepaRG para los
compuestos que metabolizados pasan a presentar mayor toxicidad y los compuestos que no
sufren metabolizacion o que pasan a presentar menor toxicidad cuando han sido
metabolizados.

Metabolizado No metabolizado
n=22 n= 27
NRU 0,933 0,944
YP 0,948 0,932
Actividad Peroxidativa 0,904 0,478
Anién Superéxido 0,920 0,758
Oxido Nitrico 0,843 0,824
LOECtotal 0,883 0,659

Hen. HNO

HenG2 Min IC50/EC50
HenaRG Min IC30/EC30
HenG2 Min IC50
HenaRG Min IC50
HewG2 Min EC50
HepaRG Min EC50

Figura 33: Andlisis de la matriz de datos entre los valores de toxicidad (IC50/EC50) del
conjunto de ensayos citdmicos obtenidos en HepG2 y HepaRG v la toxicidad in vivo humana
(LC50). Los espacios en blanco en la matriz indican que el téxico no tiene efecto en el rango
de dosis ensayado y no se ha podido obtener un valor de 1C50/ EC50.
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Tabla 37: Compuestos que se clasifican bien con el valor minimo total obtenido en los
ensayos de NR, YP, actividad peroxidativa, anién superdxido y NO. En rojo se indican los
compuestos cuya toxicidad aumenta una vez metabolizados.

Compuestos en comiin en las clases GHS - LOEC HepG2 y Humano

Clase | Clase Il Clase lll Clase IV ClageV
9 Digoxina & Diazepam 76 Cloral hidrato 1 Acefaminokeno 10 Isopropanol
21 Cadmio clorurg 28 Amicdarona clorhidrato 2 Acido Acefisaliciico 37 Etanol
3% Paraidn 32 Oriznadrina clorhidraio 16 Acido valproico 55 Metano
53 Amiripdina clorhidraio 39 Diderves 60 Lo sufiaio 57 Sodio cloruro
B84 Arsénico tridxido 42 cis-Diaminoplatne (1) dic. 77 24-Acido dicorofenoxiac.

67 Warfarina
Compuestos en comiin en las clases GHS - LOEC HepaRG y Humano

Clase | Clase Il Clase lll Clase IV ClageV
9 Digoxina & Diazepam 4 Cafeina 1 Acefaminokeno 10 Isopropanol
21 Cadmic cloruro 32 Crienadrina clorhidrato 44 Diquat dibromure 37 Efanol
53 Amiripdina clorhidraio 39 Diderves 55 Metanol

2.8 Transportadores MDR y su implicacion en la toxicidad in

vitro

2.9.1 Identificacion de proteinas implicadas en la resistencia a
farmacos

Los niveles de expresion de las proteinas ABCB1 (Gp-P), MRP-1 y ABCG2
fueron determinados primero por citometria de flujo en las cuatro lineas celulares
comparando los niveles de tincién con los anticuerpos monoclonales (MDR1(UIC2),
MRP1(QCRL-2) y ABCG2(5D3), que reconocen un dominio externo de los
transportadores ABCB1, ABCC1 y ABCG2 respectivamente. Los niveles de
expresion se compararon con los respectivos isotipos para establecer la union
inespecifica. Las células muertas fueron descartadas por sus propiedades de
morfologia utilizando la dispersién frontal y lateral de la luz. Los resultados del
analisis se muestran en la Figura 34.

Comparando la intensidad media de fluorescencia (MFI) se verifica que en
las cuatro lineas se puede detectar la presencia del transportador ABCB1 (Gp-P)

utilizando este anticuerpo y, por el contrario, no se detecta expresion de MRP1 y
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ABCG2 en ninguna de ellas, siendo los niveles de intensidad de fluorescencia del
mismo orden del isotipo.

AT704 SH-SY5Y HepG2 HepaRG

A704 MDR1 SH-SYSY MDR1 HepG2 MDR1 HepaRG MDR1

[Clisotipo-PE
B MDR1-PE

Count
Count
Count
Count

o o J
L 0 10 10 "0 0 w 0 w ! w " 10 0
MFI MFI MFI MFI
A704 MRP-1 SH-SYSY MRP-1 HepG2 MRP-1 HepaRG MRP-1

[Tlisotipo-FITC
EIMRP1-FITC

Count
Count

Count

MFI

A704 ABCG2 SH-SYSY ABCG2 HepG2 ABCG2 HepaRG ABCG2
0

Count

[“Jisotipo-PE
lABCG2-PE

Count
Count

Count

s )
w e

MFI

MFI MFI MFI

Figura 34: Superposicion de histogramas representativos de la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de los anticuerpos monoclonales unidos a los transportadores MDR-1,
MRP-1 y ABCG2 comparados con los isotipos en las cuatro lineas celulares. Se observa
expresion de la proteina MDR-1 en todas las lineas celulares y la ausencia de expresion del
resto de transportadores.

2.8.2 Identificacion de los transportadores ABC mediante gPCR

Para verificar la presencia de los transportadores ABC se estudio la
expresion relativa de los genes ABCB1, ABCC1 y ABCG2 mediante qPCR. Para
ello, se extrajo de los distintos tipos celulares el RNA total y se siguieron las
instrucciones del fabricante para obtener el valor Ct, tal y como se describe en
Metodologia. Cuanto mayor es la cantidad inicial de RNA de la muestra, antes se

detecta el producto acumulado a partir de los datos de emisién de fluorescencia y
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menor es el valor de Ct. Cuando no se obtiene ningln valor de Ct es porque no se
detecta el RNA de estudio de esa muestra. En la Figura 35 se representa la grafica
con los valores de Ct obtenidos para los tres transportadores y el gen de referencia
utilizado (GAPDH) en las cuatro lineas celulares. Se detecta la presencia de RNA
del transportador ABCB1 en las cuatro lineas celulares, y de ABCG2 sélo en HepG2
y HepaRG. Al igual que lo determinado por citometria de flujo, en ninguna de las

cuatro lineas celulares se detectd expresién de ABCC1.

35
30
25
= GAPDH
L 20 -
5 = ABCB1
ABCC1
10 - m ABCG2
5 _
0 a
A704 SH-SY5Y HepG2 HepaRG

Figura 35: Valores de Ct obtenidos en la determinacion por qPCR de la expresion de los
genes ABCB1, ABCC1 y ABCG2 en las cuatro lineas celulares. Los datos estan expresados
como media £SEM (n=6).

2.8.3 Ensayo funcional de extrusion de sustratos fluorescentes

La acumulacion y/o extrusion de sustratos fluorescentes de la glicoproteina-P
se determind por citometria de flujo. Con estos ensayos se pretendia determinar la
funcionalidad de este transportador, verificando la capacidad de extrusion de
sustratos fluorescentes en presencia o ausencia de verapamilo y ciclosporina A,
inhibidores del transportador ABCB1.
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Las cuatro lineas celulares fueron tratadas con los sustratos fluorescentes en
presencia o ausencia de los inhibidores durante 1h a 37°C y 5% de CO,. Terminada
la incubacién, se reemplazd el medio de cultivo por medio sin sustrato fluorescente y
con inhibidores y se incubd durante 1h a 37°C y 5% de CO.. Finalmente se
despegaron y se determind la intensidad de fluorescencia de las células usando el
citdmetro de flujo.

Se realizd el andlisis estadistico para verificar las diferencias existentes entre
las células tefiidas con los sustratos fluorescentes en ausencia y en presencia de
inhibidores. Se realizaron analisis de ANOVA de 1 via y en caso de presentar
diferencias estadisticamente significativas, se realiz6 el test de Bonferroni (P<0.05).

En el ensayo de extrusion de sustratos fluorescentes por la linea celular de
adenocarcinoma humano A704 (Figura 36 y 37) se verificd que todos los sustratos
fluorescentes testados en ausencia de inhibidores presentan menor intensidad de
fluorescencia de forma estadisticamente significativa. El Syto13 es el sustrato que
mejor se retiene produciendo un aumento de la MFI hasta quince veces respecto al
control en presencia del inhibidor ciclosporina A (p<0.001) y de hasta doce en
presencia de verapamilo (p<0.001). Las diferencias de la intensidad de fluorescencia
son en general directamente proporcionales a la concentracion de inhibidor utilizado,
aunque practicamente no se puedan identificar diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes concentraciones de inhibidores respectivamente al

control.

En el ensayo de la extrusion de calceina por la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, se observa que las células incubadas en
presencia de ciclosporina A emiten hasta 3 veces mas fluorescencia de las que se
incuban en ausencia de ésta (p<0,001). No existen diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes concentraciones de ciclosporina A utilizadas,
verificandose el mismo efecto a la concentracion mas baja. Cuando se utilizé el

verapamilo, si que se verificd una diferencia entre las dos concentraciones méas
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bajas y las dos mas altas, aunque para todas se verificé, que frente al control
presentan una diferencia estadisticamente significativa (p<0,001).

Lo mismo se pudo ver en el ensayo de extrusion del Syto13 pero en los dos
inhibidores (diferencia estadisticamente significativa entre las dos concentraciones
mas bajas y las dos mas altas) (Figuras 38 y 39). Las concentraciones mas altas
proporcionan una mayor retencién del sustrato. Una vez mas, el Syto13 es el
sustrato fluorescente que mejor refleja el eflujo de compuestos y su retencién con
estos inhibidores. En presencia de verapamilo, la MFI de Syto13 llega a alcanzar
una fluorescencia 100 veces superior a las células control (células sin inhibidores).

En el ensayo con rodamina 123, se comprobdé que las diferentes
concentraciones de los inhibidores bloquean el eflujo de fluorocromo de forma
significativa excepto a la concentracién mas baja de verapamilo. Las demés
concentraciones de verapamilo inhiben la fluorescencia de forma estadisticamente
significativa (p<0,001). Frente al control, todas las concentraciones de ciclosporina
testadas en este ensayo presentaron diferencias de p<0,001 excepto a la

concentracion mas baja (p<0,01).

En la linea HepG2 usando el sustrato fluorescente Calceina-AM no se
verifico que el verapamilo inhibiera su salida al medio extracelular, pero si a las
dosis mas altas de ciclosporina A (aumenta la retencion con el aumento de inhibidor)
(Figura 40y 41).

Cuando se usé el Syto13 paso6 lo contrario, no se verificaron diferencias
estadisticas significativas usando la ciclosporina A como sustrato pero en cambio el
verapamilo retuvo el Syto13 a todas las concentraciones utilizadas con la excepcion
de la concentracion mas baja.

Usando la rodamina 123, se comprobd que la ciclosporina A bloque6 su
eflujo de igual forma a las distintas concentraciones, presentando diferencias

significativas frente al control no tratado (p<0,001). En el caso del verapamilo, no se
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verificaron diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes

concentraciones de inhibidor con relacién al control.

En el ensayo de la extrusion de sustratos fluorescentes por la linea celular
HepaRG no se contrataron diferencias estadisticamente significativas en la MFI de
la Calceina-AM en presencia o ausencia de los inhibidores. En el ensayo de Syto13
tampoco se comprobaron diferencias estadisticamente significativas entre el control
y las células tratadas con ciclosporina A pero si se verificaron diferencias
significativas de la MFI usando las distintas concentraciones de verapamilo. En el
ensayo del eflujo de rodamina (Figura 42 y 43), la ciclosporina A retiene el eflujo del
sustrato fluorescente de igual forma a las distintas concentraciones testadas frente a
las células control (sin inhibidores) (p<0,001). Reemplazando la ciclosporina A por el
verapamilo, Unicamente se verifica la retencion de la Rh123 a la concentracién méas
baja de inhibidor. Las dos concentraciones mas elevadas de verapamilo inducen una
bajada de la MFI al contrario de lo esperado. Esto se debe probablemente a la
toxicidad causada por el inhibidor en esta linea celular que ha demostrado ser mas
sensible a este compuesto, causando alteraciones en la funcién celular a

concentraciones similares (=10uM) (Tabla 35).

En los estudios de la caracterizacion de las lineas celulares utilizadas a nivel
de expresidn de transportadores de farmacos mediante técnicas de cuantificacion de
RNA, de inmunofluorescencia y ensayos funcionales por CMF, s6lo se pudo
demostrar la presencia del transportador ABCG2 por PCR cuantitativa en las lineas
celulares HepaRG y HepG2. El transportador ABCB1 se detectd en las cuatro lineas
celulares por las distintas técnicas en las que se pudo verificar ademas su
funcionalidad. La capacidad para inhibir este transportador se demostro en las lineas
celulares A704 y SH-SY5Y con los tres sustratos fluorescentes usando los dos

inhibidores. No ocurrié lo mismo en las lineas celulares hepaticas.
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La deteccion del transportador ABCB1 mediante el analisis funcional de eflujo
de sustratos fluorescentes en la linea neuronal SH-SY5Y se ha confirmado en otros
estudios. Uno de los mas recientes, el de Dalzell et al., 2015 describe la capacidad
transportadora de las SH-SY5Y mediante el eflujo del marcador fluorescente el
Hoechst33342 y su inhibicion con avermectinas y ciclosporina A. También verifican
que esta linea celular no inhibe el eflujo de Hoechst33342 usando el inhibidor
especifico de ABCG2, la fumitremorgina A, lo que estd de acuerdo con los
resultados obtenidos en nuestro estudio que por gPCR no pudieron cuantificar RNA
de este transportador, ademas del bloqueo del eflujo de todos los sustratos del
ABCB1, algunos en comun con el ABCG2, por ambos inhibidores, uno de ellos
especifico de la Gp-P.

La expresion del transportador ABCB1 en A704 determinado mediante
inmunofluorescencia por CMF ya fue descrito por Yu, Chang, & Ma, 1998. La
capacidad del verapamilo para inhibir sustratos del ABCB1 en esta linea celular
habia sido descrito por los mismos autores Yu, Sun, Ma, & Chang, 2000.

Como se ha sefialado anteriormente, los transportadores ABC comparten
afinidad con muchos sustratos e inhibidores. La Rh123 es sustrato de ABCB1 y
ABCG2 y en estas células unicamente se inhibe su eflujo usando el inhibidor
ciclosporina A que es también inhibidor de eses dos transportadores (Garcia-Escarp
et al., 2004). En las lineas celulares HepG2 y HepaRG se ha demostrado por gPCR
la expresion de ambos transportadores. Kanebratt & Andersson, 2008 demostraron
que estas lineas celulares hepaticas expresan diversos transportadores de farmacos
entre los que se incluyen el ABCB1y ABCG2. La Calceina-AM es también sustrato
de otros transportadores ademas de la Gp-P, entre ellos el MRP1 y la incapacidad
en las HepaRG para retener este sustrato puede deberse a la existencia de otros
transportadores no estudiados en este trabajo. En la linea celular HepG2 tratada con
verapamilo Unicamente se pudo ver la retencién del eflujo de Syto13 que es sustrato

unicamente de ABCB1 (al igual que el verapamilo es inhibidor del ABCB1) y tratadas
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con ciclosporina A se pudo comprobar la retencidén de Calceina, Syto13 y Rh123
sefialada por el aumento progresivo de su MIF en funcion de la concentracion de
inhibidor. Esto puede deberse a que la ciclosporina A también es inhibidor de
ABCG2.

Garcia-Escarp et al., 2004 demostraron al igual que estudios anteriores, que
mutaciones en los transportadores (en este caso en la posicién 482 del ABCG2),
tienen un papel critico en la determinacion de la especificidad del sustrato y que el
Syto13 puede ser usado para el analisis funcional de ABCG2 en los variantes de
(G482 y T482. En el mismo estudio no se ha podido reverter la actividad de ningin

variante del ABCG2 usando el verapamilo.

La citometria de flujo es una herramienta util para analizar las diferencias de
la retencién o eflujo de compuestos pero es imprescindible tener en cuenta que
alteraciones genéticas pueden aumentar o disminuir la especificidad de los
sustratos. Serian necesarios mas estudios para determinar con precision que
transportadores se expresan en las lineas celulares utilizadas. Con los estudios
realizados Unicamente podemos afirmar la expresion del transportador ABCB1 en
las cuatro lineas celulares y la existencia de mRNA de ABCG2 en las células de
origen hepatico. En este caso no se pudo determinar mediante inmunofluorescencia
por CMF la expresion de la proteina de superficie lo que puede indicar que aunque
se exprese el gen, la proteina no pasa a la superficie, 0 que el anticuerpo
monoclonal utilizado no puede identificar a alguna variacion de ABCG2. Estudios de
eflujo usando la fumitremorgina C (Rabindran et al., 2000) como inhibidor especifico

del ABCG2 podrian aportar la informacion necesaria para aclarar este dato.
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A704 Ciclosporina A

Ratio MFI

Calceina 10 nM Sytol3 20 nM Rh1232,5um

m Control  m Ciclosporina 0,5 uM - m Ciclosporing 1 pM - m Ciclosporina 5 pM - W Ciclosporing 10 pM

Figura 36: Ensayo del eflujo de sustratos fluorescentes Calceina-AM, Syto13 y Rh123 por el
transportador MDR-1 en ausencia y presencia de ciclosporina A en A704. El cuadrado
superior izquierdo representa una ampliacién de la escala correspondiente al eflujo de la
Calceina-AM. En las gréficas se representan los valores de MFI normalizados con el control
pasada 1h de incubacién en ausencia del sustrato fluorescente. Cada barra representa la
media +SEM (n=3). (**p<0.001, **p<0.01, *p<0.05) comparando todos los tratamientos
frente al control.
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A704 Verapamilo

Ratio MFI

Calceina 10 nv Sytol3 20 nM Rh1232,5 pm

W Control W Verapamilo 1pM  mVerapamilo 5pM - mVerapamilo 10 uM - m Verapamilo 20 pM

Figura 37: Ensayo del eflujo de sustratos fluorescentes Calceina-AM, Syto13 y Rh123 por el
transportador MDR-1 en ausencia y presencia de verapamilo en A704. El cuadrado superior
izquierdo representa una ampliacion de la escala correspondiente al eflujo de la Calceina-
AM. En las gréficas se representan los valores de MFI normalizados con el control pasada 1h
de incubacion en ausencia del sustrato fluorescente. Cada barra representa la media +SEM
(n=3). (**p<0.001, **p<0.01, *p<0.05) comparando todos los tratamientos frente al control.
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SH-SY5Y Ciclosporina A

Ratio MFI

Calceina 10 nv Sytol3 20 nM Rh1232,5um

Figura 38: Ensayo del eflujo de sustratos fluorescentes Calceina-AM, Syto13 y Rh123 por el
transportador MDR-1 en ausencia y presencia de ciclosporina A en SH-SY5Y. El cuadrado
superior izquierdo representa una ampliacién de la escala correspondiente al eflujo de la
Calceina-AM. En las gréficas se representan los valores de MFI normalizados con el control
pasada 1h de incubacién en ausencia del sustrato fluorescente. Cada barra representa la
media +SEM (n=3). (**p<0.001, **p<0.01, *p<0.05) comparando todos los tratamientos
frente al control.
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SH-SY5Y Verapamilo

120 4

100 4

Ratio MFI
3

20 A

Calceina 10 nv Sytol3 20 nM Rh1232,5 pm

mControl  m Verapamilo 1pM  mVerapamilo 5pM  mVerapamilo 10 uM  m Verapamilo 20 pM

Figura 39: Ensayo del eflujo de sustratos fluorescentes Calceina-AM, Syto13 y Rh123 por el
transportador MDR-1 en ausencia y presencia de verapamilo en SH-SY5Y. El cuadrado
superior izquierdo representa una ampliacién de la escala correspondiente al eflujo de la
Calceina-AM. En las gréficas se representan los valores de MFI normalizados con el control
pasada 1h de incubacién en ausencia del sustrato fluorescente. Cada barra representa la
media +SEM (n=3). (**p<0.001, **p<0.01, *p<0.05) comparando todos los tratamientos
frente al control.
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HepG2 Ciclosporina A

Ratio MFI

Calceina 10 nM Sytol3 100 nM Rh1232,5um

m Control  m Ciclosporina 0,5 pM - m Ciclosporing 1 pM - m Ciclosporina 5 uM - W Ciclosporina 10 pM

Figura 40: Ensayo del eflujo de sustratos fluorescentes Calceina-AM, Syto13 y Rh123 por el
transportador MDR-1 en ausencia y presencia de ciclosporina A en HepG2. En las gréaficas
se representan los valores de MFI normalizados con el control pasada 1h de incubacién en
ausencia del sustrato fluorescente. Cada barra representa la media +SEM (n=3).
(***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05) comparando todos los tratamientos frente al control.
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HepG2 Verapamilo

Ratio MFI

Calceina 10 nM Sytol3 100 nM Rh1232,5 pm

B Control  mVerapamilo 1 pM  m Verapamilo 5 pM - mVerapamilo 10 pM - m Verapamilo 20 pM

Figura 41: Ensayo del eflujo de sustratos fluorescentes Calceina-AM, Syto13 y Rh123 por el
transportador MDR-1 en ausencia y presencia de verapamilo en HepG2. En las gréficas se
representan los valores de MFI normalizados con el control pasada 1h de incubacion en
ausencia del sustrato fluorescente. Cada barra representa la media +SEM (n=3).
(***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05) comparando todos los tratamientos frente al control.
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HepaRG Ciclosporina A

2,5 1
2,0 A

1,5

Ratio MFI

1,0

0,5 -

0,0

Calceina 10 nM Sytol3 100 nM Rh1232,5um

m Control  m Ciclosporina 0,5 pM - m Ciclosporina 1 pM - m Ciclosporina 5 pM - Ciclosporina 10 pM

Figura 42: Ensayo del eflujo de sustratos fluorescentes Calceina-AM, Syto13 y Rh123por el
transportador MDR-1 en ausencia y presencia de ciclosporina A en HepaRG. En las gréficas
se representan los valores de MFI normalizados con el control pasada 1h de incubacion en
ausencia del sustrato fluorescente. Cada barra representa la media +SEM (n=3).
(***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05) comparando todos los tratamientos frente al control.
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Ratio MFI

2,5 4

Calceina 10 nv

m Control  ® VerapamilolpM  m Verapamilo 5 pM B Verapamilo 10 uM - m Verapamilo 20 pM

HepaRG Verapamilo

Syto13 100 N

Rh1232,5uM

Figura 43: Ensayo del eflujo de sustratos fluorescentes Calceina-AM, Syto13 y Rh123 por el
transportador MDR-1 en ausencia y presencia de verapamilo en HepaRG. En las gréficas se
representan los valores de MFI normalizados con el control pasada 1h de incubacion en
ausencia del sustrato fluorescente. Cada barra representa la media +SEM (n=3).
(***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05) comparando todos los tratamientos frente al control.

A704 SH-SY5Y HepG2 Hepa-RG
ABCB1 +|F +|F +|F +1|F

+ RNA + RNA + RNA +RNA

+ Funcional + Funcional + Funcional + Funcional
ABCC1 -IF -IF -IF -IF

- RNA -RNA -RNA - RNA
ABCG2 -IF -IF -IF -IF

-RNA -RNA +RNA +RNA

¢ Funcional? ¢ Funcional?

Tabla 38: Resumen de la expresién de los transportadores ABC y técnicas utilizadas en su
identificacion en las cuatro lineas celulares estudiadas. IF: Inmunofluorescencia.
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Resumen de los resultados:

La evaluacién de las lineas celulares A704, SH-SY5Y y HepG2 como
modelos in vitro para la prediccion de la toxicidad humana usando un panel citémico
de estrés oxidativo ha permitido comprobar varios aspectos importantes:

- Ninguno de los ensayos individuales permite mejorar la prediccion de
toxicidad humana in vitro del ensayo de NRU en 3T3;

- El mejor ensayo del panel citomico fue el de la determinacion de la
viabilidad con yoduro de propidio en SH-SY5Y que obtuvo una R? de 0,634
correlacionando 38 compuestos con humano. Este ensayo mejord los valores de R2
de la LD50 de rata y raton comparados con la LC50 de humano. Se consigue
mejorar los ensayos in vivo mas clasicos de determinacion de la toxicidad in vivo de
humano.

- El mejor ensayo del panel oxidativo citomico fue el de la actividad
peroxidativa en la linea de adenocarcinoma humano, A704. Con este ensayo se
mejor6 la correlacion de ambos ensayos in vivo y se consiguié obtener el mayor
valor de coeficiente de determinacion de Pearson (excluyendo el valor de la 8-oxo
mitocondrial en HepG2 con una n muy inferior al valor total de compuestos
testados). También mejor6 el nimero de compuestos correlacionados con humano
de la LD50 de ratén.

- Consideradas conjuntamente las tres lineas celulares usando los valores
minimos (LOEC) se verificé que el panel de oxidativo (LOEC,x) mejora en ny RZ al
panel de viabilidad (LOEC.ab), seguramente debido a la determinacion de
parametros tempranos de dafio celular que preceden a la muerte.

- Lo mismo se verifica considerando las lineas celulares separadamente con
la excepcion de las SH-SY5Y en las que el LOEC,ia supera a LOECoy.

- El panel citomico LOECww permitio corregir seis outliers (diazepam,

digoxina, malatién, paration, estricnina y acetonitrilo) y pas¢ a alertas de toxicidad a
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dos (verapamilo clorhidrato y ciclosporina A) de los trece outliers de NRU en 3T3 de
humano;

- El panel oxidativo LOEC.is. permitid corregir Unicamente tres de esos
outliers (diazepam, digoxina y verapamilo clorhidrato) frente a los seis que se
posicionaron en el rango de prediccion de toxicidad Optimo y las dos alertas
conseguidos utilizando los valores LOEC,

- Los ensayos que determinan un dafio celular que precede a la muerte,
aportan una mejoria frente a los ensayos clasicos de determinacién de la muerte
celular en la prediccion de la toxicidad humana y en la correccion de outliers.

- El mejor parametro de determinacién de toxicidad para la prediccién de la
toxicidad humana es el de la actividad peroxidativa (LOECw02) que consigue
mejorar el valor de R?, mejorar o igualar el nimero de compuestos en la correlacion,
disminuir el nimero de outliers y aumentar el de alertas de los ensayos clasicos
usados para determinar la toxicidad humana, el ensayo de NRU de 3T3, la LD50 de
rata y la LD50 de raton.

- La linea celular de neuroblastoma humano usando el panel oxidativo
permite mejorar la prediccion de la neurotoxicidad de forma estadisticamente
significativa en un 38,7% de los compuestos neurotdxicos comparando con 3T3.

- El 22,6% de los 38,7% de los compuestos que mejoran de forma
estadisticamente significativa son alertas de neurotoxicidad. Estos valores superan a
los obtenidos por Galofré et al. y Gustafsson et al. en 2010 usando cultivos primarios
de neuronas corticales y células modificadas aplicando ensayos muy especificos de
neurotoxicidad.

- No se ha podido mejorar la prediccion de la nefrotoxicidad, neurotoxicidad y
hepatotoxicidad en méas de un 60% de los compuestos usando las lineas celulares
A704, SH-SY5Y y HepG2, comparando con la citotoxicidad basal determinada en
una linea celular no érgano-especifica. No se pueden utilizar estas lineas celulares

para determinar la toxicidad 6rgano-especifica.
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- La capacidad de clasificacién de los compuestos en las clases de toxicidad
del GHS de los ensayos citémicos supera a la capacidad del ensayo de RNU de 3T3
en un 77,5% de los ensayos en la clase I, 42,5% en la clase Il, 15% en la clase IV y
17,5% en la clase V.

- El ensayo que tiene mejor capacidad de clasificacion es el ensayo de la
capacidad peroxidativa de HepG2 que mejora al ensayo de NRU 3T3 en todas las
clases a excepcién de la clase ll.

- Ningln ensayo citdmico mejora la capacidad de clasificacion de los
compuestos de la clase Ill comparado con el ensayo in vitro y los ensayos in vivo de
LD50 de rata y raton.

- Casi todos los ensayos citdmicos consiguen mejorar la capacidad de
clasificacién de los compuestos de las clase | y Il in vivo (87,5% y 62,5% de ensayos
citomicos en la clase | y Il respectivamente en rata y 65% y 72,5% en raton).

- Los ensayos citomicos mejoran la capacidad de clasificacion de
compuestos en las clases de toxicidad mas elevadas, teniendo una mayor
sensibilidad para detectar compuestos mas toxicos para humano que el ensayo in
vitro de referencia y los ensayos in vivo realizados en rata y ratén. También son muy
buenos para clasificar los compuestos no tdxicos o pertenecientes a la clase V en
los que pueden llegar hasta un 90% de probabilidad de acierto.

- El panel citémico permite medir los cambios en dianas celulares que se
realizan exclusivamente en células vivas.

- Las sustancias toxicas pueden tener diferente destino celular (DNA
mitocondrial, nuclear, etc.)

- Clasifica muy bien los compuestos pertenecientes a las clases I, Il, IVy V
del GHS

- Las curvas ROC adaptadas a la toxicologia permiten la identificacion de los

ensayos que mejoran la probabilidad de clasificacion correcta de los compuestos y
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la probabilidad de acierto de su clasificacion, pero no permiten distinguir entre los
compuestos que son bien clasificados de los que no lo son.

- El uso de la matriz de datos permite identificar los compuestos
correctamente clasificados.

- Las herramientas “micas” para el andlisis de matrices de datos son muy
utiles para la integracion y clasificacion de los datos de toxicidad

- La citomica es una técnica prometedora para ensayos de toxicidad in vitro
que permite ademas detectar dianas celulares.

- Los estudios estadisticos muestran que algunos ensayos citomicos
proporcionan resultados reproducibles que pueden convertirse en herramientas de
estudios de toxicidad in vitro para la prediccion de la toxicidad aguda para los seres
humanos.

La evaluacion de la linea celular HepaRG como modelo in vitro para la
prediccidon la toxicidad humana dependiente de biotransformacion, ha permitido
comprobar que:

- La linea celular HepaRG no cambia de forma significativa la determinacion
de la toxicidad de compuestos dependiente de la biotransformacion comparada con
HepG2, una linea celular que perdié su capacidad de metabolizacion.

- No es un buen modelo in vitro para determinar la toxicidad dependiente de

metabolismo.

En los estudios de determinacién de la expresién de transportadores

multifarmaco se ha observado que:

- Las cuatro lineas celulares utilizadas en este estudio expresan el
transportador ABCB1 que se pudo identificar mediante la cuantificacion de RNA total
por gPCR, también mediante la identificacion por inmunofluorescencia de la proteina

por CMF y finalmente se determin6 su funcionalidad usando la misma técnica.
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- Unicamente se verifico expresion de RNA del transportador ABCG2 en las
lineas celulares hepaticas HepG2 y HepaRG. No se verifico lo mismo a nivel de
expresion de la proteina en la membrana por citometria de flujo.

- El transportador MRP1 no se identificd en ninguna de las lineas celulares

estudiadas por ninguna de las técnicas.
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CONCLUSIONES

Se ha miniaturizado y optimizado una plataforma de ensayos citémicos de
alto contenido de estrés oxidativo basada en la CMF para el analisis in vitro
en células humanas, susceptible de ser adaptada a la robotizacion, que

permite ademas detectar dianas celulares de toxicidad.

El panel citémico de ensayos de estrés oxidativo mejora, en algunos casos,
la correlacidn de los valores de toxicidad in vivo e in vitro de referencia con
los valores de LC50 en humanos, lo que permitiria la reduccién de animales

usados en estudios de toxicidad.

El panel citémico de ensayos de estrés oxidativo corrige diversos outliers
del ensayo de citotoxicidad basal de referencia (3T3 NRU) e identifica

nuevas alertas de toxicidad.

El panel citbmico de ensayos de estrés oxidativo permite clasificar
correctamente un gran porcentaje de los compuestos en una variante del

sistema GHS adaptado a los datos de humano.

El panel citomico de ensayos de estrés oxidativo supera a los ensayos de
referencia de toxicidad in vivo e in vitro, principalmente en las clases de
elevada toxicidad, ademas de permitir distinguir con elevada sensibilidad

los compuestos considerados no toxicos.
Algunos de los ensayos del panel proporcionan resultados reproducibles

que pueden convertirse en herramientas de estudios de toxicidad in vitro

para la prediccién de la toxicidad aguda para los seres humanos.
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7. Los ensayos citomicos sobre lineas tumorales especificas de 6rganos no
han logrado predecir correctamente la toxicidad Organo-especifica.
Tampoco han detectado la toxicidad dependiente de biotransformacion
comparando dos lineas celulares hepaticas, una de ellas con capacidad

metabdlica.
8. Se han detectado transportadores multifarmacos en las cuatro lineas

celulares mediante gPCR, inmunofluorescencia y ensayos funcionales por

citometria de flujo.
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