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1. CONTEXTO REACH Y REGLAMENTO CLP.

Los actuales métodos regulados y aceptados para la determinacién de
toxicidad oral aguda se basan exclusivamente en la experimentacién
in vivo. El clasico ensayo de LD50 definida como “la dosis calculada
estadisticamente que se espera produzca la muerte del 50% de los
animales de un grupo experimental, se modific6 en 2002 con 3
métodos alternativos descritos por la Organizacion para la
Cooperaciéon Econémica y el Desarrollo (OCDE): TG 420
(Procedimiento de dosis fija), TG 423 (Método de las clases de
toxicidad aguda) aprobado y TG 425 (Procedimiento arriba y abajo)
(1-3). Estos métodos dan lugar, a una reduccién y refinamiento de la
metodologia para la estimacién de la toxicidad sistémica aguda oral.
La aplicaciéon del nuevo Reglamento REACH sobre productos
quimicos de la UE (4) y la séptima modificacién de la Directiva sobre
cosméticos (5) motivaron el desarrollo de ensayos alternativos maés

rapidos, éticos, baratos y cientificamente demostrados.

La entrada en vigor en enero de 2009
del Reglamento 1272/2008 sobre clasificacién, etiquetado y envasado
de sustancias y mezclas (Reglamento CLP) tuvo como objetivo
conseguir un funcionamiento eficaz del comercio de sustancias y
mezclas quimicas determinando cudles se deben de clasificar como
peligrosas e identificindolas adecuadamente para garantizar la salud

humana y del medio ambiente (6).
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El reglamento CLP introdujo en la Unién Europea un nuevo sistema
para clasificar y etiquetar productos quimicos basados en el Sistema
Globalmente Armonizado (GHS). El GHS es un sistema que se cre6
bajo la estructura de las Naciones Unidas para identificar los
productos quimicos peligrosos y para informar a los usuarios sobre
sus peligros. Para ello durante doce afios se desarrollaron criterios

armonizados de etiquetado y clasificacion (6).

El CLP modifica y deroga las Directivas sobre sustancias peligrosas
(67/548/CEE) y preparados peligrosos (1999/45/CE) y da prioridad
a la proteccion de los animales utilizados para la experimentacién y
otros usos cientificos, y deben de considerarse en primer lugar la
utilizacion de métodos distintos a la experimentacién animal para el
etiquetado y clasificacién de sustancias quimicas en el sentido de la
Directiva 2010/63/UE que tiene por objeto armonizar las leyes de los
Estados miembros para reducir al minimo el ndmero de animales de
experimentacién (7) . El CLP se rige por la Reglamento 900/2014 (8)
por el que se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el
Reglamento 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo
relativo al registro, la evaluacién, la autorizacién y la restriccién de

las sustancias y preparados quimicos (REACH) (4).

REACH regula la produccién y el uso de sustancias quimicas, y sus
potenciales impactos tanto sobre la salud humana como sobre el
ecosistema. Sus 849 péginas tardaron siete afios en ser elaboradas,

siendo descrito como la mas compleja legislaciéon de la historia de la
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Unién Europea y la mds importante en los tltimos 20 afios. Es hasta
la fecha la legislacion mas estricta reguladora de las sustancias
quimicas e impactard en las industrias a todo lo largo del planeta. El
Reglamento REACH entr6 en vigor en junio de 2007, mediante una
fase de implantacion que se extiende a lo largo de la siguiente década.
Cuando el Reglamento REACH se encuentre plenamente en vigor,
requerird que todas las empresas que fabriquen o importen sustancias
quimicas a la Unién Europea en cantidades superiores a una tonelada
al afio a que registren esas sustancias en una nueva Agencia Quimica

Europea con sede en Helsinki, Finlandia.

Alrededor de 143.000 sustancias quimicas comercializadas en la
Unién Europea fueron prerregistradas hasta la fecha tope del 1 de
diciembre de 2008. Aunque el prerregistro no era obligatorio,
otorgaba a los potenciales registrantes un plazo més extenso para el
trdmite de registrarse. El suministro de sustancias al mercado
europeo que no hayan sido prerregistradas o registradas es ilegal (en
lo que se conoce en el Reglamento REACH como "sin datos, no hay

mercado").

El Reglamento REACH también regula el uso continuado de las
'Sustancias Quimicas Muy Preocupantes' (abreviadamente SVHC, del
inglés Substances of Very High Concern) por su potencial impacto
negativo en la salud humana o en el ecosistema. Desde el 1 de junio
de 2011, la Agencia Quimica Europea debe recibir notificacién de la

presencia de SVHCs en articulos en los que la cantidad total usada
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sea mayor a una tonelada por afio y que la SVHC esté presente en
mas de un 0'1 % de la masa del objeto. Algunos usos de las SVHC
pueden estar sujetos a la autorizacién previa por parte de la Agencia
Quimica Europea, y las solicitantes de autorizacién tendrdn que
incluir planes para remplazar el uso de la SVHC por una alternativa
mas segura (0, si no existen alternativas seguras, la solicitante habra
de trabajar en conseguir una) - lo cual es conocido como 'sustitucién'.

A marzo de 2009 hay quince SVHCs.

El Reglamento REACH es aplicable a todas las sustancias quimicas
importadas o producidas en la UE, en contraste con el Acta de
Control de Sustancias Téxicas estadounidense que solo se aplica a las
sustancias quimicas que entran de nuevas en uso. La Agencia
Quimica Europea gestionard los aspectos técnicos, cientificos y

administrativos del sistema REACH.

Aparte de los potenciales costes para la industria y de la complejidad
de la nueva ley, el Reglamento REACH ha atraido también la
atenciéon dado su potencial para un incremento muy significativo de
la  experimentacion con animales en su propuesta. La
experimentacién animal con vertebrados se permite s6lo una vez por
sustancia y cuando no puedan ser utilizadas alternativas adecuadas.

El Centro Europeo para la Validaciéon de Métodos Alternativos
(ECVAM) que forma parte del Centro Comuin de Investigacion de la
Comision Europea se formé en 1991 y tiene un papel importante en la

evaluacién y validacién cientificas de métodos de ensayo alternativos
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como respuesta a la Directiva 2010/63/UE. La cudl en el articulo 13,
apartado 1 establece que « los Estados miembros velardn por qué no
se realice un procedimiento si la legislacién de la Unién reconoce otro
método u otra estrategia de ensayo para obtener el resultado

perseguido que no impliquen la utilizacién de un animal vivo » (7).

En la Directiva 2010/63/UE, en el apartado 2 del articulo 13 se
detalla como requisito para elegir entre diversos procedimientos, la
reduccion del nimero de animales asi como la disminucion del dolor,

sufrimiento, angustia o dafio duradero del animal (7).

La entrada en vigor del Reglamento REACH y CLP foment6 que la
Unién Europea financiara diferentes programas marco para
desarrollar estrategias in vitro para evaluar la seguridad de los
productos quimicos y reducir el ntiimero de animales y el coste
econémico. Entre otros programas se financié el proyecto EU FP6
AcuteTox, dirigido a disefiar una estrategia basada en ensayo de
citotoxicidad, biocinética, metabolismo y toxicidad érgano especifica

para predecir la toxicidad sistémica aguda oral.
Todos los ensayos de toxicidad tépica con animales han sido

reemplazados con éxito por métodos alternativos (9), (10), pero no ha

sido asi en el caso de la toxicidad quimica aguda sistémica.
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2. CONCEPTO DE TOXICIDAD AGUDA Y SISTEMICA.

La toxicidad aguda se define como "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 definiciéon se puede aplicar a
situaciones que ponen en peligro la vida, como la ingestién accidental

de sustancias, sobredosis o intento de suicidio.

En la toxicidad sistémica los efectos adversos se producen lejos del
lugar de entrada del téxico. Al contrario que la toxicidad local, donde
el efecto toxico de la sustancia se manifiesta en el primer lugar de

contacto con el sistema biolégico (ojos, vias respiratorias, piel...).

Muchas sustancias que producen toxicidad sistémica muestran
mayor efecto en uno o dos 6rganos, los cuales se denominan 6rganos
diana. Estos a menudo no son el sitio de mayor concentracién de la
sustancia toxica. Los 6rganos normalmente afectados por este tipo de
toxicidad por orden de frecuencia son el sistema nervioso central;
sistema circulatorio; sangre y sistema hematopoyéticos; o6rganos
como el higado, rifién, pancreas y piel. Musculos y huesos son

raramente tejidos diana para los efectos sistémicos.
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3. PRINCIPIO DE LAS TRES Rs: REDUCCION, REFINAMIENTO
Y REEMPLAZO.

El concepto de reposicién de animales se discutié por primera vez en
1957 por Charles Hume y William Russell (11). Russell y Burch (1959)
sugirieron algunas maneras de hacer los experimentos con animales
mas humanamente, que maés tarde se llamé como 3 Rs. Este enfoque
alienta el uso de un menor ntimero de animales es decir, "reduccién”
en el namero total de animales utilizados en un experimento. Con la
ayuda de un apoyo estadistico y una cuidadosa seleccion del disefio
del estudio se pueden producir resultados cientificos significativos en
un solo experimento. Por ejemplo, el cultivo de células in vitro es una
buena manera de detectar los compuestos en las primeras etapas de

la investigacion (12).

El uso de animales debe ser planificado y "refinado" cuidadosamente
de tal manera que el dolor y la angustia causada durante el
experimento deben ser minimizados. Enriquecer el entorno de la
jaula para el cuidado de los animales reduce la presiéon sobre éstos.
Los cientificos deben refinar las instalaciones de los animales para
que el dolor, la incomodidad y angustia durante la vida de los
animales y los procedimientos se reduzcan. Por otra parte, bajo la
tensién y el malestar provocado puede haber desequilibrios en los
niveles hormonales de los animales que lleven a fluctuaciones en los

resultados. Por lo tanto, los experimentos que deben ser repetidos
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provocan un aumento en el nimero de animales de experimentacion.
Asfi el refinamiento es necesario no sélo para mejorar la vida de los
animales de laboratorio, sino también para mejorar la calidad de la
investigaciéon (13). Por otra parte, si es posible, los animales
superiores deben ser sustituidos con metodologias alternativas y
organismos inferiores (14,15). El reemplazo de animales se define
como: "cualquier método cientifico empleando material no sensible
que puede reemplazar el uso de vertebrados conscientes en la
experimentaciéon animal" (11). Los animales se sustituyen, ya sea
mediante métodos que no implican ningtn animal (reemplazo
absoluto) o por aquellos que sélo utilizan las células o tejidos de
animales (reemplazo relativo). Muchas alternativas de reemplazo
implican técnicas in vitro, donde se realizan los estudios con células o
tejidos en cultivo. Si las células provienen de los seres humanos, es
reemplazo absoluto. Si provienen de animales, es reemplazo relativo.
Existen varias alternativas al uso de animales, como los modelos in
vitro, cultivos celulares, modelos informadticos y técnicas de andlisis

de imagen (16).

Los modelos in wvitro proporcionan la posibilidad de estudiar la
respuesta celular en un sistema cerrado, donde se mantienen las
condiciones experimentales, proporcionando informacién preliminar

para el resultado de un experimento in vivo.
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4. METODOS ALTERNATIVOS. MODELOS
COMPUTACIONALES.

Estos métodos proporcionan un medio alternativo para el anélisis de
drogas y compuestos quimicos. Presentan una serie de ventajas como
son, la eficiencia del tiempo, requieren menos mano de obra, y la

rentabilidad es mayor.

Los modelos computacionales se utilizan para predecir los posibles
efectos biolégicos, téxicos y el potencial quimico de un farmaco sin

diseccién de animales (17).

Solo las moléculas mdas prometedoras obtenidas de un cribado
primario se utilizan para la experimentaciéon in vivo. Por ejemplo,
para conocer el sitio de unién al receptor de un farmaco, la
experimentacién in vivo es necesaria. El software conocido como
Computer Aided Drug Design (CADD) se utiliza para predecir el
sitio de unién al receptor de un farmaco potencial. CADD trabaja
para identificar el sitio de unién y por lo tanto evita probables
ensayos in vivo de productos quimicos no deseados que no tienen

actividad biolégica (14).

Quantitative structure-activity relationships (QSARs) son técnicas
informéticas que pueden reemplazar a las pruebas con animales,

haciendo calculos sofisticados de la probabilidad de que una
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sustancia pueda ser peligrosa, basados en su similitud con las
sustancias existentes y el conocimiento de la biologia humana (18)

(19).

Este conjunto de técnicas informadticas reducen el ntimero total de
animales de experimentacién y logran los objetivos de Russel y de

Burche 3 Rs.

5. CONCEPTO DE CITOTOXICIDAD BASAL.

Bjorn Ekwall (1940-2000) toxicélogo sueco hizo contribuciones
pioneras en el campo de la toxicologia in vitro. En concreto, formulo
el llamado “concepto de citotoxicidad basal” (20), segtn el cual, el
dafio que producen las sustancias téxicas en el ser humano se debe a
la interferencia con las funciones comunes de todas las células

especializadas.

La toxicidad aguda sistémica suele resultar de la toxicidad a nivel
celular, es decir, de citotoxicidad. Esta, a su vez, se produce como
consecuencia de la interferencia de los téxicos con estructuras y/o
propiedades esenciales para la supervivencia, la proliferacién y la

funcién de las células.
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A partir de este concepto de citotoxicidad basal, Ekwall en 1983,
desarroll6 una clasificacion de la toxicidad dividida en tres categorias

(20).

a) Citoxicidad basal: afecta a una o varias de las estructuras y
procesos celulares clave, y todos los tipos celulares estudiados

muestran una susceptibilidad similar.

b) Citotoxicidad 6rgano-especifica: se produce cuando algunos tipos
de células diferenciadas son méas sensibles a los efectos de un téxico
particular que otras, como consecuencia de su transformacién, su
unién a receptores especificos o por su captaciéon dependiente de

mecanismos.

¢) Toxicidad extracelular: sucede cuando un producto quimico afecta
a la secrecion de sustancias desde las células o cuando funciones

extracelulares se ven afectadas.

6. DE LOS PROGRAMAS MEIC Y EDIT AL PROGRAMA
ACUTETOX.

El programa MEIC (Multicentre Evaluation of In vitro Cytotoxicity)
fue un programa internacional para evaluar la relevancia y fiabilidad

de los test in vitro para predecir la toxicidad aguda humana.
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El estudio fue iniciado por Bjorn Ekwall en 1989 y organizado por el

comité de la Sociedad Escandiva de Toxicologia Celular.

Durante 1989-1996, 97 laboratorios de todo el mundo se presentaron
voluntarios para testar los mismos 50 compuestos con sus propios
sistemas in vitro de manera totalmente gratuita y luego someter los

resultados al comité del programa MEIC.

Las referencias de los compuestos fueron seleccionadas por expertos
del Centro de Informaciéon de Envenenamientos Sueco. Las
referencias seleccionadas representaban diferentes clases de

compuestos con toxicidad humana variada.

Los objetivos y normas del programa junto a las primeras 50
referencias de los compuestos fueron publicadas por Wallum y

Ekwall en 1989 (21).

El estudio tenia tres objetivos, el primero de ellos era la evaluacién de
la relevancia de los test de citotoxicidad in vitro para predecir la
toxicidad humana aguda sistémica, basdndose en la correlacién de la
IC50 obtenida de los test de citotoxicidad con los datos de toxicidad
humana (22).

El segundo objetivo era evaluar los valores de LD50 de rata para
predecir la toxicidad humana aguda sistémica, y ademds comparar la

predictividad de los métodos in vitro con los métodos con animales.
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El altimo objetivo era construir una bateria de métodos in vitro con la
mejor prediccion para la toxicidad humana aguda sistémica (20), (23),

(24).

Con el fin de realizar una base de datos con las concentraciones en
sangre letales de humano, se cre6 el sub-proyecto MEMO. En dicho
proyecto se recogian las concentraciones en sangre letales tanto en
suero como en plasma, junto con la descripcién clinica y los casos
forenses por envenenamiento. Para la realizacién de la base de datos
se trabaj6é con diferentes centros de envenenamiento de diferentes
paises, ademads de incluir informacién de libros de texto, revistas y
bases de datos. La informacién recogida en el proyecto MEMO
constaba de: las dosis letales en humano, las concentraciones en
sangre letales y subletales procedentes de datos clinicos y forenses, el
tiempo entre la ingestién y la muerte, el 6rgano diana, el mecanismo
toxico de envenenamiento y la LD50 tanto para rata como para ratén

(22).

Cuando concluy6 el proyecto en febrero de 1996, 29 laboratorios
habian testado los 50 compuestos utilizando 67 ensayos citotéxicos.
Los resultados obtenidos de la evaluaciéon in vitro-in vivo fueron

publicados en ocho articulos en la revista ATLA.

En los primeros cuatro articulos se describen los métodos y presentan
los resultados de 67 ensayos in vitro en las 50 referencias de los

compuestos (25-28).
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La parte V contiene la base de datos de las LC50 en sangre de
humano de los 50 compuestos (26). Entendiendo como LC50 la
concentracién, obtenida por estadistica, de una sustancia de la que
puede esperarse que produzca la muerte, durante la exposicién o en
un plazo definido después de ésta, del 50% de los animales expuestos

a dicha sustancia durante un periodo determinado (29).

En los tres dltimos articulos se compar6 los valores de LD50 en rata
con los valores de LC50 en sangre de humano. Ademas se realiz6
una comparacién entre los valores de IC50 procedentes de 67 ensayos
in vitro para los 50 compuestos con los valores de LC50 de dosis
letales en humano (30), (31). Y se realizé una evaluacién estadistica de
los resultados usando un analisis de regresion lineal y de regresion de

minimos cuadrados parciales (PLS) (32).

Se obtuvieron correlaciones alrededor del 70% entre los valores de
citoxicidad basal in vitro y las concentraciones letales en sangre. A
pesar de los buenos resultados, el ensayo de citotoxicidad basal no
predecia completamente la toxicidad sistémica aguda, ya que
alrededor del 14% de los compuestos estaban mal clasificados (los

denominados outliers) (33), (32), (34).

Al finalizar el programa MEIC, Ekwall comenz6 en 1999 un nuevo
programa internacional multicentro llamado EDIT (Evaluation-
guided Development of New In vitro Test). El objetivo del programa

era ampliar la baterfa de ensayos obtenidos del programa MEIC,

INTRODUCCION GENERAL |20



anadiendo ensayos toxicocinéticos u 6rganos especificos (35). Por

desgracia, el programa no se terminé debido a la muerte de Ekwall.

Sin embargo gracias a programas como MEIC y EDIT que han
contribuido al desarrollo de ensayos de citotoxicidad in vitro, en los
altimos afios se han desarrollado nuevos proyectos internacionales
con el proposito 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.

En este contexto, el VI Programa Marco de la Unién Europea financié
el Proyecto Integrado ACuteTox. El Laboratorio de Citémica (Unidad
Mixta de Investigacion CIPF-UVEG) fue responsable del grupo de

trabajo: New cell systems, new endpoints.

El programa tuvo una duracién de 5 afios, desde 2005 a 2010 y en él
intervinieron 35 participantes, procedentes de 13 paises diferentes,
distribuidos en 10 grupos de trabajo como se muestra en la Figura 1.

El objetivo general del proyecto fue desarrollar una estrategia basada
tnicamente en ensayos in vitro e in silico lo suficientemente robusta
para reemplazar los métodos in vivo para determinar la toxicidad
sistémica aguda en humano. Ademds de clasificar los compuestos
dentro de las diferentes clases de toxicidad segun el reglamento CLP
y el GHS vy de esta manera reducir los costes y mejorar la validez

cientifica de los resultados.
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Los objetivos cientificos del proyecto, fueron:

a) Compilar, evaluar de forma critica y producir datos in vivo de

calidad para el andlisis comparativo.

b) Identificar los factores que modifican la correlacién entre la
toxicidad in vitro (concentracién) e in vivo (valores) y definir un

algoritmo capaz de explicarlos.

c) Explorar herramientas y sistemas celulares innovadores para
identificar nuevos puntos finales y estrategias que anticipen mejor la

toxicidad animal y humana.

d) Disefiar una estrategia sencilla, robusta y fiable de ensayos in vitro,
susceptible de robotizacién y asociada con el modelo predictivo de

toxicidad aguda.

Segiin el CLP las sustancias clasificadas como peligrosas se deben
envasar y etiquetar de acuerdo a su clasificacién. Para ello se utilizan
etiquetas y fichas de datos establecidas en el Reglamento n°
1907/2006 (4) y es el tnico instrumento de informacién para
consumidores y trabajadores. De esta manera todos se benefician de
una herramienta armonizada de comunicacién de peligros mediante
el etiquetado, como se explica en el Reglamento CLP (6).

Los criterios para clasificar las sustancias por su toxicidad aguda, se

basan en los valores de dosis letales. Segtin el rango estimado de
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LD50 la sustancia quimica se clasificard en una de las cuatro

categorias de toxicidad.

En la etiqueta de las sustancias o las mezclas que cumplan los
criterios de clasificacion para esta clase de peligro figuraran los
elementos de acuerdo con los pictogramas de peligro, las palabras de
advertencia, las indicaciones de peligro y los consejos de prudencia
que constituyen la informacién bésica del GHS tal como se presenta

en la Figura 2.

Segun el Reglamento CLP existe una clase més para los compuestos
con una LD50 superior a 2000 mg/L. A los cuales no se les asigna

ningtn pictograma de seguridad.

Otro de los objetivos principales del proyecto es la identificacién de
los factores que mejoren y optimicen la correlacion in vitro-in vivo
para la toxicidad sistémica aguda. Sin embargo cuando se utilizan los
ensayos in vitro existentes y se comparan con los valores de toxicidad

in vivo, un cierto nimero de compuestos son mal clasificados.

Los grupos de trabajo (WP) 1y 2 se ocuparon de generar la base de

datos in vivo e in vitro respectivamente.

En la WP1 se realiz6 una seleccion de las referencias de los
compuestos que se iban a utilizar y gener6 la base de datos in vivo.

Este grupo proporcioné al resto de grupos de trabajo los valores de
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dosis letal (LD50) en rata y ratén y los valores de concentracién letal
(LC50) determinados en sangre en casos de envenenamiento en
humanos. Los valores de LD50 y de LC50 estdn disponibles en la base
de datos del proyecto Acutoxbase (36) publicados (37), (34) para
permitir correlacionar y los resultados in vitro con los valores in vivo.

El objetivo de la WP2 fue definir los protocolos y criterios de
aceptacion para generar la base de datos (38). Los valores in vitro de
concentracién inhibitoria (IC50) se realizaron en la linea celular de
raton 3T3 y el ensayo de citoxicidad que se utiliz6é fue la Captacién
de Rojo Neutro (NRU) (39). Estos valores se utilizaron para la
identificacion de los compuestos mal clasificados (outliers) al
compararlos con los valores in vivo publicados. Los objetivos de las

demas WP se detallan en la figura 1.

WP1: Generation of an in vivo database and
establishment of a depository of reference WP2: Generation of an in vitre database

com — 2.1 Extension of the MEIC study
1 arafi 1 thy vivo database
11 Banarationofthain v i 2.2 Extension of the ECVAMACCVAM study

= ; )
g. 1.2 Evaluation of fn vivo data 2.3 The Fa32 approach
®
2 {irSriecinufimancacemlcls 2.4 Generation of the in vitro database
- 1.4 Acquisition, depositary and distribution of reference
£ % i g chemicals
7 z
E-%8
e 23
SSEE WPS5: {I)Role of ADE
cEx § .
SEs%58 4 ;
vITE WP3: Hterative amendment of the 5.1 Computer Izl pracickion
. £y § E WP4: New cell testing strategy | 5.2 Transport across the intestinal
2588 e e, tawe 3.1 Correlation i7 viradn vive, autlier barrier
3 dpoint i 5.2 The blood-brain barrier
80 & endpoinis =" identification and provision of AciBase 7
= LA | " e 5.3 Prediction of plasma and tissue
2 5552 3 T el s 3.2 Implementation of correction factors binding of chemicals
E 9| oo
22835 4.2 New endpoints 3.3 Definition of algorithms accounting for
8 § .; E the influence of alerts and comrectors pre- | WPE: {l}Role Of metabolism
£E28e 3.4 Anslysis of corrected data 6.1 Simple models for metabolism-
2 E_ 2 £ < dependent toxicity
TEEE 3.5 Provision of a robotic screening 8.2 New strategies to incorporate
$tcfa platfarm metabolic capablities into cell ines
ag o& £ 3 Computer-based predietion of
pEEw ] mstabaksm
% 2] -~ €4 integration of metabolism data
i . g WP8: Technical optimisation of inio toxicily screening
S ES : the amended testing strategy
ig = j WPT: (Il)Role of target organ
= 5 toxicity
? WP: Prevalidation of the testing strategy 7.1 Neurataxicity
7 e toxi
- 9.1 Acquisition and distribution of reference chemicals 2 hephiogaty
7.3 Hepatotoxicity
8 2 Detailed study plan for the prevalidation

9.3 Rewision of S50Ps

4 Testing

8.5 Reporting of raw data
9.6 Statistical analysis

Figura 1. Estructura del plan de trabajo del proyecto AcuteTox.
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Clasel Clase I Clase III Clase IV

Rango concentraciéon 0-5mg/L 5-50 mg/L  50-300mg/L  300-2000 mg/L
Pictograma del SGA % % %

Palabra de advertencia PELIGRO PELIGRO PELIGRO ATENCION
Indicacion depeligroyoppay MORTAL ~ TOXICO NOCIVO

en caso de ingestién

Figura 2. Esquema de la clasificaciéon de sustancias quimicas y el etiquetado
por su toxicidad segin el GHS. Se indica: el rango de concentracién
asignado a cada clase; los pictogramas; la palabra de advertencia y la
indicacién de peligro (6).
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Figura 3. Correlacién entre valores de toxicidad aguda in vivo en humanos
(concentracién letal LC50 en sangre) y de citotoxicidad basal in vitro
(concentracién inhibitoria IC50) determinada por el ensayo de captacién de
Rojo Neutro en células 3T3 (37). Los niimeros corresponden a la referencia
del compuesto usada en el proyecto AcuteTox. La linea continua representa
una correlacién 1:1 y la linea discontinua roja representa = la desviacién de
una unidad de logaritmo de la linea de correlacién 1:1, generando los limites
para la identificacién de outliers y alertas.
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7. LA CITOMETRIA DE FLUJO COMO ESTRATEGIA EN
TOXICOLOGIA IN VITRO.

7.1 CITOMETRIA DE FLUJO (CMF).

La CMF permite la medida simultanea de emisiones de fluorescencia
y dispersion de luz inducidas por la iluminacién adecuada de células
o particulas microscépicas en suspensiéon a medida que éstas fluyen
de una en una a través de un compartimento de deteccién (40). De
esta forma, la CMF es una poderosa metodologia citémica que
permite cuantificar simultdneamente varios pardmetros biologicos en
la misma célula a una velocidad de adquisicién de datos que alcanza

los miles de eventos por segundo.

El término «Citémica» (Cytomics) apareci6 por primera en 2001 (41) e
introducia a la CMF dentro del conjunto de disciplinas denominadas
«bmicas» como son la gendmica, proteémica o metabolémica (42). El
objetivo de la citémica es entender los sistemas celulares complejos,
estudiando el fenotipo molecular de la célula como resultado de la
interaccion del genoma y el ambiente extracelular (43) mediante el

anélisis célula a célula.

La CMF se ha convertido en una de las tecnologias analiticas de
fluorescencia mds avanzadas y que evoluciona mds rdpidamente. Con

respecto a otras —Omicas basadas en la fluorescencia, la CMF es
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ventajosa porque permite la cuantificacién simultdnea de multiples
pardmetros biolégicos sobre la misma célula o particula, a la vez que
miles de ellas son examinadas por segundo cuando desfilan de una
en una a través de un sistema adecuado de iluminacién (42). Como
consecuencia, un amplio abanico de tipos de poblaciones celulares
heterogéneas puede ser descrito mediante las propiedades
biométricas de sus componentes individuales. Por ello, una poblacién
celular no es descrita por la mera enumeracién de sus propiedades,
sino por su correlacién sobre cada célula individual, incrementando
asi su poder de discriminacién. Ademas, los resultados generados en
forma de matrices numéricas permiten definir nuevas correlaciones
internas, modificar la seleccién de subpoblaciones y correlacionar los
datos con otros descriptores biolégicos, evaluando el carécter
predictivo de la CMF (44), (45). 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 (43).

7.2 INSTRUMENTACION Y FUNCIONAMIENTO DE UN
CITOMETRO DE FLU]JO.

Los citémetros de flujo constan a grandes rasgos de un sistema de
fluidos, de un sistema 6ptico-electrénico y de un sistema informatico.
El sistema de fluidos esta constituido por el liquido que contiene la
suspension celular y el liquido envolvente que transporta las células.
Ambos liquidos son empujados por un sistema regulable de

presiones y entran en contacto en la cdmara de flujo, donde las
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células se introducen en el centro del fluido envolvente generdndose
un flujo laminar (46). Las células deben de cruzar
perpendicularmente, alineadas y de una en una a través del punto de
interrogacion, que es el punto donde el ldser y la muestra se cruzan y
el sistema Optico recoge la fluorescencia y la dispersién frontal (FS) y
lateral (SS) de la luz. Estas magnitudes son proporcionales al tamarfio
de la célula en el caso del FS a y su complejidad y granulosidad en el

caso del SS (47).

Como se muestra en la figura 4 la dispersién frontal y lateral
permiten diferenciar claramente, por ejemplo entre células vivas y

muertas.

La luz fluorescente procedente de las células marcadas pasa a través
de la luz del laser siguiendo el mismo camino que la luz del SS. Y
pasa directamente a través de unos filtros y espejos que dejan pasar

una determina longitud de onda hasta el detector apropiado (46).

Un filtro 6ptico es un dispositivo que transmite selectivamente un
intervalo de longitudes de onda, evitando el paso del resto de luz
fluorescente. Existen diferentes tipos de filtros:

Filtros de paso largo (Long Pass): transmiten luz por encima de un

valor de longitud de onda

Filtros de paso corto (Short pass): transmiten luz por debajo de un

valor de longitud de onda
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Filtros de paso de banda (Band pass): transmiten luz alrededor de

un valor de longitud de onda

Filtros de bloqueo (Blocking): transmiten toda la luz excepto

alrededor de un valor de longitud de onda

Filtros de densidad neutra (ND): reducen la intensidad total de la luz

transmitida.

La luz fluorescente una vez llega al detector es traducida en un pulso
eléctrico cuya drea, altura y anchura son directamente proporcionales

a la fluorescencia emitida (48).

Estas sefiales se amplifican multiplicindolas por un factor lineal o
logaritmico. En el caso de la dispersién frontal y lateral se suele
analizar de forma lineal mientras que la fluorescencia se analiza de

forma logaritmica.

Todos los pulsos son grabados y se pueden representar graficamente

en forma de histogramas o graficas de densidad de puntos.
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[Ungated] 5SS INT / FS INT

FSINT

Figura 4. Caracteristicas morfolégicas de la linea celular SH-SY5Y,
determinadas por los pardmetros citométricos de dispersién frontal (FS) y
lateral (SS)

Sistema elechidmico
e informatico

Sistema de Fluidos Sistema oplico ____

Invitrogen

Figura 5. Esquema general de un sistema de citometria de flujo. Imagen
adaptada de la pagina web de Invitrogen (www.invitrogen.com)
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8. NUEVAS TECNICAS Y PARAMETROS PARA LA
EVALUACION DE CITOTOXICIDAD

En la Estrategia Citomica In Vitro (ECIV) que se plantea en este
trabajo se van a cuantificar los siguientes parametros celulares:
Viabilidad Celular, Potencial de Membrana Plasmaética, Potencial de

Membrana Mitocondrial y Niveles de Calcio Intracelular.

8.1. MEDICION DE LA VIABILIDAD CELULAR POR
CITOMETRIA DE FLU]JO.

Cuando una célula se expone a un agente téxico sufre una serie

modificaciones en su membrana plasmaética y en su citoesqueleto.

En las células apoptoticas se reduce su volumen alrededor de un 30 y
un 50% (49) esa disminuciéon es provocada por la liberacion de
particulas del reticulo endoplasmatica que migran y se fusionan en la
membrana plasmatica, liberando su contenido al medio extracelular

(49).

Las células necréticas sufren un aumento en su volumen celular
provocado por la pérdida de control del flujo de iones, resultando en

la entrada masiva de agua dentro de la célula.

La integridad de la membrana citoplasmatica y el estado fisiolégico

de la célula son dos propiedades fundamentales para la medicién de
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la viabilidad celular. Cuando las células tienen las membranas
intactas son impermeables a moléculas cargadas, ademds de
mantener el gradiente citoplasmatica. Hecho que refleja el estado
fisiolégico de las células, ya que para mantener ese gradiente

intracelular de iones la célula necesita energia.

Para la medicién de la viabilidad celular en la ECIV se han utilizado
dos métodos: el ensayo de Captaciéon de Rojo Neutro (NRU) y el
ensayo de entrada de Yoduro de Propidio (PI). Ambos métodos
permitirdn el calculo de la IC50 (Concentracion Inhibitoria al 50%)
para cada compuesto en las tres lineas celulares, una vez calculada la
IC50 se procedera a la realizacién del ensayo citémico utilizando un

rango de concentraciones que ird desde la IC20 a la IC80.

El fluorocromo yoduro de propidio es incapaz de entrar en células
con su membrana intacta o con un metabolismo activo. Cuando la
célula tiene su membrana dafada el yoduro de propidio entra en el
nucleo y se intercala entre el ADN emitiendo una fluorescencia que el
citometro detecta a una longitud de onda aproximadamente de 620

nm.
El método del Rojo Neutro (3-amino-7-dimetilamino-2-metil fenazina

hidroclorido), se utiliz6 previamente para la identificaciéon de células

vivas en cultivos celulares (50).
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El Rojo Neutro se acumula en los lisosomas de las células viables no
dafiadas. Ademads, el Rojo Neutro absorbe la luz de manera 6ptima a
una longitud de onda de 540 nm y sus cualidades fotocolorimétricas
no varian por efecto de la luz, oscuridad y temperatura (37°C),

manteniéndose estable a través del tiempo.

8.2. BASES FISICO QUIMICAS DEL POTENCIAL DE
MEMBRANA PLASMATICA (AW).

Las permeabilidades de las membranas biolégicas a los iones como
H+, Na+, K+, Cl,, Ca?+, etc., se controlan mediante sistemas especificos
de transporte.. Las diferencias de carga que resultan a través de una
membrana bioldgica generan una diferencia de potencial eléctrico,
A¥Y = W(dentro)-W(fuera), donde AW se denomina potencial de

membrana (51).

Existen dos proteinas que son cruciales para generar y mantener el
potencial de membrana. La primera es la bomba de Na*-K+, que
bombea activamente Na* al exterior de la célula y K+ al interior, de
forma que la concentracion de K+ es superior en el interior,
sucediendo lo contrario para el Na+*. La otra proteina es un canal de
fuga de K+, este canal fluctiia en forma aleatoria entre los estados
abierto y cerrado independientemente de las condiciones presentes
en el interior o exterior de las células y cuando estdn abiertos
permiten el libre desplazamiento del K+. En una célula en reposo

estos canales representan los principales canales idnicos abiertos en la
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membrana plasmética. Esto determina que la membrana plasmaética
en reposo sea mucho mds permeable al K+ que a otros iones. Como
consecuencia de la salida neta de K+, el interior de la célula pasa a ser
eléctricamente negativo en relacion con el exterior. El potencial de
membrana resultante retarda el movimiento hacia fuera de la célula
del K+ a través del canal de fuga. Asi la tendencia del K+ a salir de la
célula a causa de su gradiente de concentracion se halla exactamente
equilibrada por la tendencia del K+ a entrar en la célula a causa de su
gradiente eléctrico (potencial de membrana). En este punto se alcanza
el potencial de membrana en reposo, y es en esta condiciéon de
equilibrio en la que el flujo de iones positivos y negativos a través de
la membrana plasmaética se encuentra exactamente equilibrado, por lo
que no se acumulard ninguna diferencia de carga adicional a través
de la membrana. En las células animales, el potencial de membrana
en reposo varia entre -20 y -200 milivoltios (mV) segtin el organismo
y el tipo celular considerados. Este parametro se expresa como valor
negativo debido a que el interior de la célula es negativo con respecto
al exterior (las cargas negativas intracelulares predominan

ligeramente con respecto a las positivas).

El potencial de membrana en reposo a través de la membrana
citoplasmética se estima frecuentemente mediante la ecuacién de

Goldman (52):

AY= ﬂ In Px [K+]i + Pna [Na+]i + Pq [Cl']e
F Px [K*]e+ PnNa [Na*]e + P [Cl‘]i
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Donde AW es el potencial de membrana, R la constante gaseosa
(8,314510 J/mol*K), T es la temperatura en grados Kelvin (K), F es la
constante de Faraday (9,6485309x 104 C/mol), [X]; es la concentracién
del i6n X en el interior celular, [X]e es la concentracién del i6n X en el
exterior celular, y Px es la permeabilidad de la membrana para el ién

X.

Puesto que el canal de fuga de K+ es ligeramente permeable al Na+,
algunos iones Na* penetran lentamente en la célula siguiendo su
gradiente electroquimico. Esta entrada neta de Na+ hace que el
interior de la célula quede cargado mds positivamente, y por
consiguiente, reduce el potencial de membrana y permite que mas
iones K+ abandonen la célula. Esto conduciria a la igualacion de las
concentraciones y a la desaparicién del potencial de membrana, pero
no es asi gracias a la bomba Na+-K+. Esta mantiene el gradiente de
concentracion de Na+y K+ través de la membrana, bombeando 3 iones
Na+ hacia el exterior y 2 iones K+ hacia el interior de la célula, con la

hidrélisis concomitante de ATP intracelular (53)

Después de una hiperpolarizaciéon de la membrana, la cual se define
como un incremento en la magnitud del AW, el valor de AW es maés
bajo que antes (por ejemplo: -150 vs -60 mV). Cuando se produce una
despolarizaciéon de la membrana, en el caso de mitocondrias o
bacterias la despolarizaciéon es completa cuando el AW va desde un
valor negativo a cero. Pero no es asi en el caso de la membrana

plasmaética, durante el potencial de accién de las células musculares o
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nerviosas el interior celular resulta transitoriamente positivo respecto
al exterior. De esta forma se asume AW en las células u organulos es
inicialmente negativo en el interior, una despolarizacién dejara el
interior menos negativo, y una hiperpolarizacién dejara el interior

mas negativo (54).

8.21 ESTIMACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
PLASMATICA MEDIANTE CITOMETRIA DE FLU]JO.

El Potencial de Membrana Plasmaética se ve afectada por compuestos
citotéxicos y juega un papel central en muchos procesos fisioldgicos,
incluidos la propagacion del impulso nervioso, la contraccién

muscular, sefializacion celular y entrada de iones a través de canales.

Para la determinaciéon del AW se utilizan marcadores lipofilicos
fluorescentes catiénicos o aniénicos. Conocidos como fluorocromos
distribucionales, éstos pueden atravesar la membrana f4cilmente
hasta que AW alcance el equilibrio. La distribucién intracelular y
extracelular del fluorocromo se mide por citometria de flujo, y se usa

para estimar el AW.

Cuando las células se han equilibrado con un indicador catiénico
(como es el caso de las cianinas), una despolarizacién de las células se
traduce como una reduccion en el AW, la cual causara una liberaciéon
del indicador al medio por parte de las células. Cuando se produzca
una polarizacién de las células se incrementara el AW, el cual

provocard la entrada de indicador a las células. Lo contrario sucedera
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cuando el indicador sea aniénico como es el caso de los oxonoles.
Estos ensayos distribucionales son adecuadas para la deteccion de
cambios lentos en el AW, éstos no se pueden utilizar para cambios
rapidos como ocurre en la propagacion de potenciales de accién en

tejidos como el musculo o los nervios.

Los oxonoles son fluorocromos cargados negativamente, la
concentracién intracelular se mantiene inferior que la concentracién
extracelular, de esta manera resulta menos téxico para la célula.
Ademds no se acumulan en los organulos. A parte no se ven
afectados por las bombas de eflujo. Por estas razones para la ECIV se
ha elegido el fluorocromo bis-(acido 1,3-dibutilbarbiturico) trimetino
oxonol, o DiBAC4(3) (DiBAC) es un fluorocromo aniénico lipofilico
excluido de la membrana plasmética por su potencial eléctrico
negativo. DIBAC se acumula en las células una vez se ha perdido o
diseminado el potencial eléctrico. Un incremento en la intensidad de
fluorescencia del DIBAC se asocia a la despolarizacion de la
membrana, mientras que una disminucién del DIBAC debido a la
salida del fluorocromo refleja una hiperpolarizacién de la membrana.
Ademas se excita y emite con los mismos filtros que se utilizan para
la fluoresceina (Aexcitacion @ 488 NM; Aemision @ 520-530nm). En la Figura 6

se muestra su estructura quimica.
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Figura 6. Estructura del fluororocromo oxonol bis(1,3-dibutilbarbiturico)
trimetine oxonol, DiBAC4(3). Adaptado de Practical Flow Cytometry.
Shapiro, 1994 (55).

8.3. HOMEOSTASIS DEL Ca>* EN CONDICIONES
FISIOLOGICAS.

El calcio esta implicado en numerosas funciones celulares como son
la contracciéon muscular, activador de exocitosis, glucégenolisis y
muerte celular, lo cual convierte el calcio en una diana celular a tener

en cuenta en Toxicologia In Vitro.

En condiciones de reposo, las células eucariotas mantienen la
concentracién intracelular del i6n calcio libre en el citosol muy baja.
La concentracién intracelular es unas 10.000 veces inferior a la del
mismo ién en el compartimento extracelular, ya que la mayor parte
del Ca?* de las células se encuentra unido a otras moléculas o
secuestrado en las mitocondrias y en otros organulos intracelulares.
Esto es debido a la existencia de un enorme gradiente de la

concentracion de Ca?+libre a través de la membrana plasmaética de las
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células, gradiente que tiende a impulsar al Ca?+ hacia el interior de la

célula (56).

Los estimulos extracelulares que conducen a liberacién del calcio
deben estar mediados por una sefial intracelular. Se observé que la
movilizacién de calcio y la tasa de recambio del fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP>) estaban estrechamente relacionados. El PIP; es parte
de un importante sistema de mensajeros secundarios, la cascada del
fosfoinositido. Dicha cascada media en la transmisién de numerosas
sefiales hormonales y produce hasta tres tipos de mensajeros

secundarios a través de la siguiente secuencia de acontecimientos:

¢ La unién de un agonista al receptor especifico de membrana, por
mediaciéon de la proteina G, Gp, activa al enzima integral de
membrana fosfolipasa C para que hidrolice el (PIP;) a inositol 1,4,5-

trifosfato (IP3) y sn-1,2-diacilglicerol (DAG).

e El IP3, hidrosoluble, actuando como un mensajero secundario,
difunde a través del citoplasma hasta el reticulo endoplasmatica (RE),
donde estimula la liberacién de calcio hacia el Ccitoplasma,
posiblemente a través de interacciones con un sistema de transporte

de calcio unido a RE.

¢ El calcio, a su vez, estimula una variedad de procesos celulares por

mediacién de la calmodulina y sus homélogos (51).
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Para mantener una baja concentracion de calcio intracelular,
cualquier entrada neta de calcio a través de la membrana plasmatica
debe estar compensada por una salida neta a través de esta
membrana. Esto se consigue gracias a una Ca?*-ATPasa, unida a la
membrana plasmadtica, que utiliza la energia de la hidrolisis del ATP
para bombear Ca2?* fuera de la célula. En algunas células, el Ca2+
también se expulsa activamente por otras bombas unidas a la
membrana plasmética que actian como transporte de intercambio
impulsados por Na+, acoplando la salida de Ca?+ a la entrada de Na+,

(53).

Las Ca?*-ATPasas unidas a las membranas posibilitan que RE capte
grandes cantidades de Ca2* del citosol en contra de un intenso
gradiente de concentracién. Las mitocondrias en cambio utilizan el
gradiente electroquimico a través de la membrana mitocondrial
interna, generado durante la fosforilaciéon oxidativa, para impulsar la

absorcion de Ca2+ procedente del citosol (51).

El mantenimiento de los niveles de Ca?* se consigue gracias a los
sistemas de transporte en la membrana plasmatica y en las
membranas de los diferentes orgdnulos subcelulares, asi como de la
union especifica de Ca2+ a diferentes proteinas citosélicas con distinto

grado de afinidad, como se resume en la Tabla 1 (56).

Un aumento de Ca2?+ intracelular (1-10 pM) mantenido durante

algunos minutos, es suficiente para provocar alteraciones
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metabdlicas, eléctricas y estructurales que conducen a la muerte
celular (56). Este aumento es debido al eflujo neto de Ca?+ través de la
membrana plasmatica y la liberacién de Ca?* de las mitocondrias y
del RE, como se muestra en la Figura 7, asi como de aumentos

inespecificos en la permeabilidad de membrana.

Este incremento activa varias enzimas, con efectos celulares
potencialmente deletéreos. Las enzimas que se activan por el calcio
incluyen ATPasas (aceleran la deplecion del ATP), fosfolipasas
(producen lesioén en la membrana), proteasas (rompen las proteinas
de membrana y citoesqueléticas), y endonucleasas (responsables de la
fragmentaciéon del DNA y la cromatina). Los niveles incrementados
de Ca?* intracelular también dan lugar a un hiperproducciéon de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. También provoca un
aumento en la permeabilidad mitocondrial y la pérdida del potencial
de membrana mitocondrial, desencadenando el evento conocido
como la transicién de la permeabilidad mitocondrial (TPM). Es un
poro transmembrana que permite la entrada de agua y solutos. Al
entrar gran cantidad de agua, la mitocondria se hincha y se agota el

ATP por detenerse su produccién, provocando la muerte celular (57)
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Tabla 1. Resumen de los mecanismos implicados en la homeostasis
intracelular de Ca?*.

1. TRANSPORTE DE Ca>* A TRAVES DE LA MEMBRANA
PLASMATICA.
Canales de Ca2*
Intercambiador de Na*/Ca?+

ATPasa dependiente de Ca2+

2. TRANSPORTE DE Ca* A TRAVES DE MEMBRANAS
INTRACELULARES
- ATPasa dependiente de en reticulo endopldsmico y
calciosomas
- Calsequestrina en cisternas terminales del reticulo
endopldsmico.
- Intercambiador Na+/Ca2* de la membrana mitocondrial.
- Transporte unidireccional dependiente del potencial de

membrana mitocondrial.

3. UNION DE POR PROTEINAS CITOSOLICAS
- Calmodulina
- Troponina C y Parvalbimina
- Sinexina y Calelectrinas

- Diferentes proteinas relacionada inmunolégicamente
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Figura 7. Fuentes y consecuencias del aumento de Ca?* citosélico en la
agresion celular. Adaptado de Robbins y Contran, Patologia estructural y
funcional (Vinay Kumar, Abul K. Abbas 2008)

831 ESTIMACION DE LOS NIVELES DE CALCIO
INTRACELULAR POR CITOMETRIA DE FLU]JO.

La citometria de flujo permite la aplicacién de fluorocromos a la
cuantificaciéon del Ca?* en suspensiones celulares o en particulas
individuales (58). La informacién obtenida permite estimar el
contenido medio de la poblacion vy, gracias al analisis

individualizado, la posible heterogeneidad de su distribucion.
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En los dltimos afios se han desarrollado una serie de fluorocromos
que sufren cambios en sus propiedades espectrales tras su unién a
iones Ca? En su mayoria, son derivados fluorescentes de los
quelantes clasicos de Ca?*, como el EGTA y BAPTA, modificados
quimicamente para mantener distintos grados de afinidad hacia los

iones de Ca2+y adquirir capacidad de emision de fluorescencia (59).

El Fluo-4 AM se utiliza como fluorocromo indicador del calcio
intracelular que revela muchos de los procesos dindmicos de
senalizacién del calcio. Fluo-4 AM es un derivado del EDTA, un
quelante del calcio. Su forma esterificada AM le permite atravesar la
membrana libremente, una vez retenido dentro de la célula por
accion de esterasas intracelulares se convierte en su forma activa
Fluo-4, que rdpidamente secuestra el calcio. Esta unién se refleja

como un aumento de la fluorescencia verde (525 nm).

8.4 LAS MITOCONDRIAS.

Desde hace tiempo, se sabe que en las mitocondrias se centran la
produccién de energia para la célula, genera alrededor del 95% del
ATP. Ademads juega un papel crucial en la oxidacién de 4cidos grasos,
homeostasis del calcio, sintesis de esteroides, termogénesis, muerte
celular programada y supervivencia celular. De ahi su importancia
como diana celular de diferentes xenobidticos y como anomalias en

su estructura y funcién estan relacionadas con diversas enfermedades
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8.4.1. LA MITOCONDRIA Y LA MUERTE CELULAR.

Los procesos que ocurren en las mitocondrias son esenciales para la
vida de las células. Son la fuente de energia para la célula, en ella se
sintetiza el ATP a partir de la glucosa y otros combustibles por medio
del Ciclo de Krebs. Por ello cualquier alteracién en las mitocondrias
resulta tan grave para célula, la gravedad de la lesion dependerd del
ndmero de mitocondrias afectadas. Cuando son pocas las
mitocondrias afectadas, la autofagia constituye el mecanismo
responsable de eliminar el dafio de estos orgdnulos. Cuando son
todas las mitocondrias las afectadas, la consecuencia es el
agotamiento del ATP con la resultante necrosis celular. Y por tltimo
cuando son muchas las afectadas el mecanismo que se activa es la
apoptosis. Resulta paraddjico que siendo tan importantes para la
supervivencia celular también participen en la muerte celular

programada o apoptosis.

8.4.2. IMPORTANCIA DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL (AWy).

Este es un pardmetro fisiolégico muy importante ya que estd
relacionado con la capacidad que tiene la célula para generar ATP en
la fosforilacion oxidativa, es un indicador de la salud celular.

La energia que requiere la célula la obtiene principalmente en forma

de ATP gracias a la fuerza protén motriz (Ap).
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La transferencia de electrones a lo largo de la cadena respiratoria
(desde el complejo I al IV) va acompafiada de un bombeo de protones
hacia el espacio intermembrana, esto da lugar a una distribucién
asimétrica de cargas (AWnm), donde el interior de las mitocondrias
queda cargado mds negativamente que el exterior. A la vez provoca
también una distribucién asimétrica de H+, el pH exterior es mas

acido que el interior (ApH).

El AWy, junto con el ApH da lugar a la fuerza protén motriz (Ap) que
se usa posteriormente para impulsar la sintesis de ATP, en la medida
que los protones fluyen pasivamente hacia la matriz, a través de la

subunidad Fo de la ATP Sintasa.

Mientras que Ap proporciona la fuerza bioenergética para conducir y
regular la produccion de ATP, el AW, componente de Ap
proporciona el gradiente de cargas para el secuestro del Ca2+
mitocondrial, regula la producciéon de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) (60) ademds de ser un regulador central en la

homeostasis celular (60), (61-64).

8.4.3. MEDICION DEL AWy POR CITOMETRIA DE FLUJO.

La determinacién del AW, indica el estado fisiolégico y funcional de

la mitocondria.

Los fluorocromos lipofilicos catiénicos como la tetrametilrodamina

metil ester (TMRM) miden directamente el AW, componente de Ap.
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Estos fluorocromos se acumulan en la mitocondria de forma
inversamente proporcional al AW, segtn la ecuaciéon de Nerst (61—

65).

Cuanto mds polarizada estd la mitocondria, més negativo es el AW,
El fluorocomo se acumulard mds en el interior de la mitocondria.
Cuando el potencial de membrana mitocondrial se pierde, se

produce la salida del fluorocromo de la célula.
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1. MATERIALES.

1.1 CULTIVOS CELULARES.

Las lineas celulares establecidas utilizadas para este estudio se
obtuvieron a partir de la Coleccién Europea de Cultivos Celulares

(ECACC):

-A-704. Linea celular derivada de un adenocarcinoma de rifién

humana

-SH-SY5Y. Linea celular derivada de un neuroblastoma humano

establecida a partir de una metastasis en hueso.

-HEPG2. Linea celular derivada de un carcinoma hepético humano

Figura 8. Fotografias con microscopio de contraste de fases de las lineas
celulares. (A): A-704; (B): SH-SY5Y; (C):HEPG2.

METODOLOGIA |51



1.2 MEDIOS DE CULTIVO.
1.2.1 MEDIOS DE CULTIVO RUTINARIOS.

Cultivo de células A-704 y HepG2: medio minimo esencial de Eagle
(EMEM) con sales de Eagle y bicarbonato sédico, sin L-Glutamina

(Sigma). Suplementado con:

- 10 % SBF inactivado por calor (Gibco).

- 1% aminodacidos no esenciales (Gibco).

- 2 mM Glutamina (Gibco).

- 100 UI/mL Penicillina y 100 pg/mL Estreptomicina (Gibco).

Cultivo de células SH-SY5Y: mezcla 1:1 de medio Dulbecco
modificado con Eagle y medio Ham F12 con Glutamax (Gibco)
suplementado de la misma manera que la linea celular A-704 y

HepG2.

1.2.2. MEDIOS DE CULTIVO PARA EL TRATAMIENTO CON
LOS COMPUESTOS.

Se utiliza el medio rutinario de cada linea celular suplementado con

suero bovino fetal al 5% en lugar de al 10%.
1.2.3. MEDIO DE CRIOPRESERVACION CELULAR.

El medio de criopreservaciéon consiste en una mezcla de SBF con un

10% del agente criopreservador dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma).
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1.3. COMPUESTOS DEL ESTUDIO.

Para este estudio se ensayaron 57 compuestos que abarcan las cinco
categorias de toxicidad segun el sistema globalmente Armonizado de
clasificacién y etiquetado de productos quimicos (GHS). Ademas
cubren diferentes usos genéricos como pesticidas, drogas y
compuestos industriales. Para ver la relacién de los 57 compuestos ir
a la tabla 9, donde también se especifica el nimero CAS y el niamero

asignado por Acutoxbase (36).

1.4. INSTRUMENTACION.

El analisis por citometria de flujo se llevo a cabo con los siguientes

citometros:

-  FC500 MCL Flow Cytometer (Beckman-Coulter, CA, USA),
equipado con dos laseres: 488nm y 635 nm y 5 detectores de
fluorescencia. Con Adquisicion manual o automadtica de

muestras con carrusel.

- FC500 MPL (Beckman-Coulter), equipado con un l4ser de
488nm. Con posibilidad de adquirir las muestras en diferentes

formatos (tubos o placas de pocillos).

Para la realizacion del ensayo de viabilidad de Captacion del Rojo
Neutro (NRU) se utilizé6 un lector de placas modelo Multi-Mode
Microplate Reader (Sinergy HT, Biotek), equipado con un filtro de
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540 nm para medir la absorbancia del colorante extraido por las

células viables (66).

2. METODOS.

2.1 MANTENIMIENTO Y CULTIVO CELULAR.
2.1.1. CRIOPRESERVACION DE LAS CELULAS.

Las células se almacenan en criotubos estériles en nitrogeno liquido,
usando DMSO como agente crioprotector. Para su criopreservacion
las células tripsinizadas se centrifugan a 200 x g y se resuspenden en
medio de criopreservacién. A continuacién, se alicuota 1.8 mL de
suspension celular en criotubos a una concentracién final de 1-1,5 x
105 células/mL. Los criotubos se colocan en un sistema de
congelacion gradual (Mister Frosty) y son mantenidas a -80°C
durante varias horas o durante toda la noche. Esto permite que la T*
disminuya aproximadamente 1°C /min. Finalmente, los criotubos se

almacenan en nitrégeno liquido.
2.1.2. DESCONGELACION CELULAR.

Se introduce cada criotubo en el bafio a 37°C y se transfiere su
contenido a un frasco de cultivo el cual contiene 10mL de medio de

cultivo rutinario ya atemperado.
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2.1.3. CULTIVO RUTINARIO.

Las células crecen en monocapa en frascos de 75 cm?, a 37°C, 90% =+
5% de humedad y 5.0% CO.. Las células son examinadas diariamente

con el microscopio de contraste de fases.

2.1.4. SUBCULTIVO CELULAR.

- Las monocapas celulares son tripsinizadas cuando la
confluencia alcanza el 60% y nunca por encima del 80%. Para
ello, hay que:

- Decantar el medio de cultivo.

Lavar dos veces con 3 mL de PBS libre de Ca?+ y Mg 2+.

- Afadir 3 mL de tripsina-EDTA 0,25 %.

- Incubar 5 minutos a 37°C, 90% * 5% de humedad y 5.0% CO»..

- Observar al microscopio que las células estén despegadas,
momento en que se afade 17 mL de medio de cultivo
rutinario para que el suero presente en el medio de cultivo
inactive la tripsina y proceder a repartir 10 mL a dos frascos

de 75 cm2.

2.1.5. CONTAJE CELULAR.

- Pipetear un volumen 50ul de la suspensién celular.
- Afadir la solucién colorante azul tripan al 0.4% en una

proporcioén 1:1 (v/v). En este caso 50ul y mezclar bien.

METODOLOGIA |55



Esperar 2 minutos (nunca més de 5 minutos). Mientras se
prepara la cdmara Neubauer.

Mezclar nuevamente la suspension justo antes de pipetear y
depositar la cantidad suficiente entre el cubre y el porta para
cubrir completamente la cuadricula (~10 pL). Evitar poner en
exceso. Colocar la cdmara en el microscopio y contar las
células. Las células muertas son aquellas que aparecen tefiidas
de azul.

El ntimero de células contadas debe ser de 100 al menos. Si es
superior a 400 diluir la muestra y volver a contar.

De las células que toquen las lineas de la cuadricula se
contardn tnicamente las que toquen las lineas superior y linea
izquierda.

No contar las células que toquen los bordes inferiores y
derechos.

Calcular el ntiimero de células de la suspensiéon teniendo en
consideracion que el volumen de cada cuadrante es de 0.1ul y
el factor de dilucién 1/2 de azul tripan.

Para expresar el resultado en mililitros la formula a aplicar

sera:

Células/mL= Media del nimero de células en los cuatro

cuadrantes x 104 x 2 (inversa de la dilucién).
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2.1.6. SIEMBRA DE LOS CULTIVOS CELULARES EN PLACAS
DE 96 POCILLOS.

- Una vez determinado el ntmero celular, se prepara una
suspension de 1 x 105 células/mL en medio de cultivo

rutinario con 10% SBF.

- Seinocula 200 pL a cada pocillo (concentracién final de células

por pocillo 2 x10%).

- Se incuba la placa de 96 pocillos a 37°C, 90% * 5% de
humedad y 5.0% CO,, durante 24 horas. En este momento y
tras descartar el medio de cultivo rutinario se reemplaza por
200 pL de medio de cultivo que contiene 5% de SBF, con la

concentracion adecuada de cada compuesto a ensayar.

2.2. PREPARACION DE LOS COMPUESTOS.

Para la preparacién de las correspondientes soluciones de trabajo, se
tuvo en cuenta las propiedades de solubilidad de los compuestos a

estudiar.

2.2.1. COMPUESTOS SOLUBLES EN DMSO (e.j: Digoxina,
Pentaclorofenol (PCP) y acetaminofeno (AAP).

- Preparar una solucion madre del compuesto en DMSO

concentrada 200x.
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Hacer diluciones seriadas en DMSO a partir de la solucién

200x, aplicando el factor de dilucién que proceda.

Realizar una diluciéon 1/100 en medio de cultivo de cada una

de las diluciones realizadas previamente.

Anadir 100 pL de medio de cultivo con 5 % SBF a cada pocillo
sembrado con células.

- Anadir 100 pL de cada dilucién. De esta forma, los compuestos
tendrdn la concentracion deseada, en la que el solvente serd del

05%v/v.

2.2.2. COMPUESTOS SOLUBLES EN MEDIO DE CULTIVO (e.j.
sodio dodecilsulfato (SDS), HgCl2, Isopropanol).

- Preparar una solucién madre del compuesto concentrada 2

veces en medio de cultivo con el 5 % de SBF.

Hacer diluciones seriadas, aplicando el factor de dilucién que

proceda.

Anadir 100 UL de medio de cultivo con el 5 % SBF a cada

pocillo sembrado con células.

Anadir 100 pL de cada dilucién. De esta forma los compuestos

tendrén la concentracion final deseada.

2.2.3. FACTORES DE DILUCION APLICADOS.

El factor de dilucién aplicado en los ensayos de viabilidad (ver figura
10) es de 0,1 a partir de la concentracion de compuesto més alta que

se puede disolver.
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En el caso de los Ensayos Funcionales los factores de dilucién

aplicados son: 3.16, 2.15, 1,47 y 1,21.

2.3. TRATAMIENTO CON LOS COMPUESTOS.

Después de sembrar las placas de 96 pocillos se incuban durante 24
horas a 37°C, 90% * 5% de humedad y 5.0% CO,, para que las células
se adhieran correctamente, se incorporan los compuestos durante 24
horas en las lineas celulares SH-SY5Y y HepG2. En la linea celular A-

704 el tratamiento con los compuestos es de 48 horas.

Segtn se realicen los ensayos de viabilidad o los Ensayos Funcionales
la disposiciéon de la placa de 96 pocillos varia, como se observa en la
figura 9. También se describe el ensayo que se realizard con cada
conjunto de pocillos, tal como se describe con mds detalle en la Figura

10.

Los pocillos mas externos de la placa se rellenan tinicamente con
medio de cultivo para mantener las mismas condiciones de humedad

en todos los pocillos con células.
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Figura 9. Esquema del cronograma de los experimentos y la disposicién de
los compuestos en la placa de 96 pocillos para el tratamiento con las células.

A) Ensayos de Viabilidad (EV);

B) Ensayos Funcionales (EF). NRU:

Captacién de Rojo Neutro, PI: Yoduro de Propidio, PMP: Potencial de
Membrana Plasmética, MMP: Potencial de Membrana Mitocondrial, Ca2+:

Niveles de Calcio Intracelular, C1: Concentracién m
C8: Concentracién mds baja de compuesto.
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2.4. ESTRATEGIA CITOMICA IN VITRO (ECIV).

La Estrategia Citomica In vitro (ECIV) se divide en dos tipos de

ensayos: de viabilidad (EV) y funcionales (EF), tal como se describe

en los apartados siguientes y se visualiza en la figura 10. Todos los

ensayos se realizaron en los 57 compuestos en las tres lineas celulares.

AV

ESTRATEGIA CITOMICA IN VITRO

(ECIV)
ENSAYOS
ENSAYOS DE VIABILIDAD (EV) \ ENSAYOS FUNCIONALES (EF) \
INDICADOR DE TOXICIDAD INDICADOR | DE TOXICIDAD
IC50 EC50

LINEAS CELULARES

|

RENAL
A704

|

NEURONAL
SH-SY5Y

|

HEPATICA i
HepG2 |

Figura 10. Esquema descriptivo de los ensayos y las lineas celulares que
forman parte de la Estrategia Citémica In vitro (ECIV).
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2.4.1 ENSAYOS DE VIABILIDAD (EV).

Para la determinacién del indicador de toxicidad IC50, definido como
la concentraciéon de téxico que produce el 50% de muerte celular se
realizan los ensayos de: a) Yoduro de Propidio (PI) y b) Captacién del
Rojo Neutro (NRUL) que forman el Ensayo de Viabilidad.

La nomenclatura para el ensayo de NRU realizado en nuestro
laboratorio, con los 57 compuestos en las tres lineas celulares bajo las
mismas condiciones que el resto de ensayos de la ECIV es NRUj, para
que no haya confusién con los valores tedricos de IC50 del ensayo

NRUT proporcionados por la WP1 (37).

Los 57 compuestos fueron probados con ocho concentraciones por
experimento y tres repeticiones por concentracién en cada una de las
tres lineas celulares seleccionadas. Cada experimento se repitié tres

dias diferentes.

2.4.1.1. ENSAYO DE YODURO DE PROPIDIO (PI).

- Transferir los 200 pL de cada pocillo de la placa a tubos de
polipropileno. El sobrenadante contiene células necréticas y
apoptoticas despegadas de la monocapa.

- Lavar cada pocillo con 50 uL. de PBS libre de Mg 2+ y Ca 2*.

- Recoger el sobrenadante al correspondiente tubo de

polipropileno.
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- Anfadir 50 pL de tripsina-0.25% EDTA (Gibco) 5 minutos a
37°C.

- Recoger el tripsinizado en los tubos que contienen el medio de
cultivo con los compuestos y el PBS.

- Anadir 100 pL de solucion PI (15 pM) a los 300 pL de
suspension celular. La concentracién final del fluorocromo es
de 3,75 uM.

- Incubar a 37 °C en oscuridad durante 5 minutos.

- Analizar inmediatamente en el citometro de flujo FC500
(Beckman-Coulter, Brea, CA) excitando a 488 nm y emitiendo

a 635 nm.

2.4.1.2. ENSAYO DE CAPTACION DE ROJO NEUTRO (NRUy)

El ensayo de rojo neutro se basa en la inclusién del colorante no
toxico Rojo Neutro por los lisosomas de las células viables. Las
células muertas con sus membranas celulares dafiadas no lo retienen,

excluyendo el colorante al medio de cultivo.

Preparaciéon de las soluciones de trabajo.

Solucién Stock de Rojo Neutro de 11mM (SIGMA).
Solucién de Rojo Neutro en medio de cultivo: la concentracién final
de rojo neutro es de 110 uM en medio de cultivo suplementado con

5% de SBF. La solucién se debe filtrar con un filtro de 0,45 pm de
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diametro para evitar la formacién de cristales. La solucién se debe
mantener a 37°C antes de afiadirla a las células.
Solucién de Etanol/Ac Acético. La soluciéon de fijacion se prepara con
las siguientes proporciones:

- 1% Solucién de 4cido acético glacial.

- 50% Etanol

- 49% HO

Procedimiento.

Lavar las células con 150 uL. de PBS. Descartar el PBS y afiadir

la solucién de Rojo Neutro e incubar a 37°C, 90% * 5% de

humedad y 5.0% CO; durante una hora.

- Después de la incubacién se descarta el medio con rojo neutro
y se lavan las células con 150 uL de PBS

- Seretira el PBS.

- Anadir solucién de fijacion.

- Lectura en un lector de placas midiendo la absorbancia a

540nm de cada pocillo de la placa.

2.4.2. ENSAYOS FUNCIONALES.

Para determinaciéon del indicador de toxicidad EC50 que es la
concentracién en molar de téxico que produce el 50% de la intensidad

de fluorescencia mdéxima detectada entre un intervalo de
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concentraciones comprendidas entre la IC20 y la IC80, se realizan 3

€nsayos:

A. Niveles de calcio intracelular (Ca?+). Se mide utilizando el
fluorocromo Fluo-4 AM (se excita a 488 nm y emite a 525 nm).

B. Potencial de membrana plasmatica (PMP). Se mide
utilizando el fluorocromo bis-(acido 1.3-dibutilbarbiturico)
trimetino oxonol, o DiBAC4(3) (Dibac) (se excita a 488 nm y
emite a 525 nm).

C. Potencial de membrana mitocondrial (MMP). Se mide
utilizando el fluorocromo tetrametilrodamina metil ester
(TMRM) (se excita a 488 nm y emite a 625 nm). Este ensayo

se midi6 dnicamente en la linea celular HepG2.

Los 57 compuestos fueron probados con cinco concentraciones por
experimento y tres repeticiones por concentracién en cada una de las
tres lineas celulares seleccionadas. Cada experimento se repitié tres

dias diferentes.

2.4.2.1. PREPARACION DE LOS FLUOROCROMOS.

Las concentraciones stock y final, el solvente, casa comercial y
referencia de los fluorocromos se muestran en las Tablas 2 y 3 para
cada linea celular. La solucion stock de los fluorocromos utilizados se

almacena en un congelador a -80°C.
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2.4.2.2. TINCION CELULAR.

- Transferir los 200 pL de cada pocillo de la placa al tubo de

polipropileno correspondiente.
- Lavar cada pocillo con 50 uL de PBS libre de Mg 2+ y Ca 2+.

- Recoger el sobrenadante al tubo de polipropileno

correspondiente.

- Anfadir 50 pL de tripsina-0.25% EDTA (Gibco) 5 minutos a
37°C.

- Recoger el tripsinizado en los tubos que contienen el medio de

cultivo con los compuestos y el PBS.

- Anadir 100 pL de solucién del fluorocromo a los 300 pL de
suspension celular. Las concentraciones finales de cada

fluorocromo estan indicadas en las tablas 3 y 4.

- Incubar a 37 °C en oscuridad durante 15 minutos (para los
fluorocromos DIBAC, TMRM) y 30 minutos en el caso del
Fluo-4.

- Analizar inmediatamente en el citometro de flujo.

2.4.3. CONTROLES POSITIVOS.

Para evaluar la validez de los procedimientos de analisis citémico de

los diferentes parametros indicadores de citotoxicidad, se disefiaron
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controles positivos basados en el tratamiento de los cultivos celulares
con compuestos quimicos de acciéon conocida sobre cada uno de los

pardmetros en estudio.

A. MEDICION DE CALCIO INTRACELULAR

Control positivo. Las células se incubaron durante 30 minutos a 37 °C
con Fluo4-AM, a continuacién se trataron durante 5 minutos con el

ionoéforo de calcio ionomicina 70 uM.

B. MEDICION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
PLASMATICA.

Control positivo: las células se incubaron durante 15 minutos a 37 °C
con el fluorocromo DiBAC, se después se trataron con 10 uM del

ionéforo gramicidina durante 5 minutos.

C. MEDICION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL.

Control positivo: las células se incubaron con TMRM durante 20

minutos a 37 °C, a continuacién se trataron con 20 pM del

desacoplante mitocondrial FCCP.
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Tabla 2. Fluorocromos utilizados en la ECIV en las lineas celulares A-704 y
SH-SY5Y

A704Y SH-SY5Y

Fluorocromo Referencia Casa' Solvente Csiock  C Final
Comercial

DiBAC4(3) B-438 Invitrogen DMSO 1mM 03uM

FLUO-4 F-14201 Invitrogen DMSO 05mM 0,5uM

TMRM T-668 Sigma DMSO 1mM 150nM

PI P-4170 Sigma HO 15mM 3,75uM

Tabla 3. Fluorocromos utilizados en la ECIV en la linea celular HepG2.

HEPG2
Fluorocromo Referencia Casa' Solvente Csiock  C Final
Comercial
DiBAC4(3) B-438 Invitrogen DMSO I1mM 375nM
FLUO-4 F-14201 Invitrogen DMSO 05mM 0,25uM
TMRM T-668 Sigma DMSO 1 mM 150 nM
PI P-4170 Sigma H,O 1,5mM 3,75uM
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2.5. ANALISIS DE RESULTADOS.

2.5.1. CALCULO DEL INDICADOR DE TOXICIDAD IC50.

Después del tercer dia de experimentos, tal como se muestra en la

Figura 9.A, se procede a determinar el indicador de toxicidad IC50.

La IC50 es la concentraciéon de téxico que produce el 50% de muerte
celular medida con los ensayos de viabilidad de PI y NRU.. La IC50
se calcula mediante el programa informatico Phototox, como se

muestra en la figura 14.

La desviaciéon estdndar en porcentaje (DS%) de las intensidades de
fluorescencia media de los controles y de cada una de las dosis no

debera ser superior al 15%.

Una vez calculada la IC50 para un compuesto se procede a la

determinacion de la EC50.

2.5.2. CALCULO DEL INDICADOR DE TOXICIDAD EC50.

En el octavo dia de experimento, después de sembrar las células y
tratarlas con el compuesto como se muestra en la figura 9, se procede
a determinar el indicador de toxicidad EC50. Para ello, se deben

calcular los siguientes pardmetros:

Media aritmética: de las intensidades de fluorescencia media de los

controles y tratados.

METODOLOGIA |69



Desviacion Estandar (DS): de las intensidades de fluorescencia

media de los controles y de cada una de las dosis.

Desviacién Estindar (%): la desviacién estdndar en porcentaje de las
intensidades de fluorescencia media de los controles y de cada una de

las dosis.

MIF50: es el la mitad de la intensidad de fluorescencia méxima

observada en un rango de concentraciones desde una IC20 a una

IC80.

RATIO: es el cociente entre el valor de intensidad de fluorescencia
media de los tratados y el valor de intensidad de fluorescencia media

del basal.

RMFI50: es la mitad del valor méaximo del ratio.

EC50 RMFI: es la concentracién en molar de téxico que produce el
50% de la intensidad de fluorescencia maxima detectada entre un
rango de concentraciones desde una IC20 a una IC80, es decir, desde
la concentracién a la cual esta inhibida el 20% de la poblacién hasta la
concentracion que se inhibe el 80% de la poblacién. La EC50 se
calcula con el programa GraphPadPrism6 o Microsoft Office Excel

2007.

Una vez se han calculado los pardmetros que se muestran en la Tabla

4 se puede calcular el valor MIF50, en este caso seria de 20,12 que
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corresponde a la mitad de la intensidad de fluorescencia maxima
observada, en este caso 40,24. El valor de RMFI 50 se calcula de la
misma manera pero teniendo en cuenta tnicamente los valores de

ratio, en este ejemplo seria de 2,14 (la mitad de 4,27).

Para el célculo de EC50 RMFI se necesita hacer la representacion
grafica como se muestra en la Figura 15 y calcular la ecuacién de la
curva. Una vez estd calculada la ecuacion de la curva, se sustituyen
las x por el valor de RMFI 50 para obtener el logaritmo de la
concentracion en milimolar de téxico que produce el 50% de la
intensidad de fluorescencia méxima. El dltimo paso sera realizar el
antilogaritmo y cambiar las unidades de EC50 RMFI de milimolar a

molar.

Los criterios de aceptacién para admitir como vélido el experimento

para el cdlculo de la EC50 o de la IC50 para un compuesto son:

-Viabilidad celular: los controles deben ser superior o igual al 80% de
células vivas determinadas por PI o por morfologia en los
histogramas biparamétricos de Forward Scatter (FS) vs Side Scatter

(S9).

-Desviacién estindar en porcentaje de las intensidades de
fluorescencia media debe ser inferior al 15 % tanto en los controles
como en el rango de concentraciones de cada compuesto desde la

IC20 a la IC80 con las que se tratan las células.
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2.5.3. CALCULO DE LOS INDICADORES DE TOXICIDAD LOEC.

Definimos el indicador de toxicidad LOEC, como la concentracion
con efecto minimo observado. Para cada compuesto obtenemos 8
valores de LOEC, los indicadores fueron calculados mediante el

programa Microsoft Office Excel 2007.

-1 valor de LOEC-ECIV: concentracién con efecto minimo observado
entre todos los ensayos que forman parte de la Estrategia Citémica In
vitro (ECIV), tanto de los Ensayos de Viabilidad (EV), como de los

Ensayos Funcionales (EF).

-1 valor de LOEC-EF: concentracion con efecto minimo observado de

los Ensayos Funcionales que forman parte de la ECIV.

-1 valor LOEC- ECIV y 1 valor LOEC-EF para cada una de las tres
lineas celulares que forman parte de la ECIV. La nomenclatura ser4 el

nombre de la linea celular seguido de LOEC-ECIV o LOEC-EF.

2.5.4. CALCULO DE LOS COEFICIENTES DE DETERMINACION.

Los valores de LC50 en sangre determinados en casos de
envenenamientos en humano (37), valores proporcionados por la

WP1 del proyecto AcuteTox, se correlacionaron con:

- Los valores de IC50 in vitro del test de Captacion de Rojo Neutro
(NRUT) por la linea celular 3T3, fibroblastos murinos (37).

- Los valores LD50 in vivo de rata y raton (34).
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-Los valores de IC50 y EC50 de la ECIV.

El coeficiente de determinacién (R?), el cual es igual a la fraccién de la
varianza que es compartida por ambos parametros, fue calculado
haciendo la raiz cuadrada del coeficiente de correlacién de Pearson
(r). El ajuste de la curva se realizé por regresion lineal (método de
minimos cuadrados) usando el programa GraphPadPrism 6 (La Jolla,
CA). Las unidades con las que se trabajo fueron el logaritmo de la
concentraciéon en Molar. El ndmero asignado a cada compuesto
procede de Acutoxbase (36), la base de datos del proyecto AcuteTox.

Tal como se muestra en la Tabla 6.
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Figura 11. Ejemplo del célculo de la IC50 mediante el programa Phototox.
Impresiéon de pantalla donde se muestra la curva representando los valores
para la determinacién de la IC50 y las diferentes concentraciones del
tratamiento con los valores correspondientes de absorbancia del ensayo de
viabilidad in vitro de Captacién de Rojo Neutro.

File:  DIETHYLEMNE_GLYCOL_MF.txt
Path: W:AACUTE 4447045 C50_NR_PI
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Figura 12. Ejemplo del célculo de la ecuacién de la curva para el posterior

célculo de la EC50 RMFI mediante Microsoft Office Excel 2003. Se representa
RMEFI en el eje de abscisas y el logaritmo de la concentraciéon milimolar del
compuesto en el eje de ordenadas.
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Tabla 4. Ejemplo del célculo del promedio, ratio, DS y porcentaje de la DS de
la intensidad media de fluorescencia de cada una de las concentraciones
probadas para un compuesto de ejemplo (dcido 2,4-diclorofenoxiacético,
DPA) midiendo el parametro celular de potencial de membrana en la linea
celular SH-SY5Y. Pardmetros necesarios para el cdlculo de la EC50 RMFL

Rango de concentraciones en molar de DPA

Contro 4,65E-
1 1,00E-03 2,16E-03 03 1,00E-02
10 22,3 21,5 35,2 43,8
10,1 21,8 21,3 36,4 445
10,3 19,5 20,3 36 47,8
9,76 19,3 17,2 35,8 47,2
9,95 21,8 19,6 27,5 33,8
8,31 18,1 21 26,7 37,2
7,51 21,8 20,2 26,3 38,7
8,98 22,4 20,2 33,4 35,2
9,86 20,2 20,8 30,4 34
Promedio 9,42 20,80 20,23 31,97 40,24
Ratio 1,00 2,21 2,15 3,39 4,27
DS 0,95 1,56 1,29 4,26 5,63
%DS 10,1 7,49 6,36 13,34 14

Tabla 5. Ejemplo de los valores de MIF 50, RMFI 50, EC50 RMFI y DS en
porcentaje (la mds alta del rango de concentraciones) en la linea celular SH-
SY5Y con el tratamiento durante 24 horas con 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(DPA) midiendo el pardmetro celular de potencial de membrana plasmatica.

SH-SY5Y DPA PMP
MIF 50 RMFI50 EC50 RMFI  SD (%)
20,12 2,14 1,23E-03 14
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Tabla 6. Valores tedricos de toxicidad aguda in vivo y de toxicidad basal in
vitro utilizados para realizar las correlaciones con los ensayos de la ECIV.

:':‘:‘::Z:s: Compuesto Ntimero CAS ~ 3T3 NRUIC50 (M) Humano LC50 (M) Rata LD50 (M) Ratén LD50 (M)
1 "Acctaminofeno 103-902 331604 2,19E.03 T77E-02 TA2E03
2 Acido acetilsalicilico 50-78-2 4,37E-03 6,31E-03 8,80E-03 8,51E-03
3 Monohidrato de sulfato de atropina 5908-99-6 1,23E-04 2,00E-06 1,02E-03 8,77E-04
4 Cafeina 58-08-2 8,32E-04 5,13E-04 1,43E-03 1,18E-03
5 Carbamazepina 298-46-4 4,57E-04 1,62E-04 1,37E-02 8,82E-03
6 Colchicina 64-86-8 1,20E-07 6,46E-08 ND 4,41E-05
7 Cicloheximida 66-81-9 1,05E-06 ND 6,40E-06 3,17E-04
8 Diazepam 439-14-5 1,66E-03 3,24E-05 ND 1,48E-03
9 Digoxina 20830-75-5 6,61E-04 4,17E-08 ND ND
10 Alcohol isopropilico 67-63-0 6,31E-02 1,15E-01 8,44E-02 ND
11 Malathion 121-75-5 1,32E-03 1,86E-06 3,86E-03 3,62E-03
12 Cloruro de mercurio (II) 7487-94-7 1,58E-05 1,95E-05 1,95E-04 1,10E-04
13 Pentaclorofenol 87-86-5 1,91E-04 8,32E-04 4,07E-04 5,34E-04
14 Fenobarbital 50-06-6 2,69E-03 3,63E-04 9,76E-04 1,04E-03
15 Lauril sulfato de sodio 151-21-3 1,62E-04 ND 5,81E-03 ND
16 Valproato de sodio 1069-66-5 1,00E-02 6,31E-03 5,16E-03 5,10E-03
17 5-fluorouracilo 51-21-8 5,01E-05 2,04E-04 ND ND
18 Benceno 71-43-2 2,29E-01 ND 6,72E-02 ND
19 tert-butilhidroper6xido 75-91-2 6,17E-05 ND 6,53E-03 ND
20 Acrilaldehido (acroleina) 107-02-8 8,51E-04 ND ND ND
21 Cadmio (II) cloruro 10108-64-2 2,24E-06 8,71E-07 8,32E-04 ND
23 Pireno 129-00-0 1,91E-03 ND ND ND
28 Clorhidrato de amiodarona 19774-82-4 2,63E-05 1,12E-05 ND ND
29 Clorhidrato de verapamilo 152-11-4 7,24E-05 6,17E-06 ND ND
30 Rifampicina 13292-46-1 1,02E-04 1,55E-04 2,18E-03 ND
31 Clorhidrato de tetraciclina 64-75-5 8,32E-04 ND ND 7,64E-03
32 Clorhidrato Orfenadrina 341-69-5 1,12E-04 2,29E-05 ND ND
33 Nicotina 54-11-5 3,24E-03 7,94E-06 4,80E-04 3,90E-04
34 Lindano 58-89-9 5,37E-04 1,05E-06 5,42E-04 7,22E-04
37 Etanol 64-17-5 1,48E-01 1,58E-01 2,72E-01 1,89E-01
38 Paration 56-38-2 2,14E-04 2,24E-06 2,88E-05 4,84E-05
39 Diclorvos 62-73-7 1,70E-04 2,00E-04 2,91E-04 4,31E-04
40 Fisostigmina 57-47-6 1,02E-04 ND ND ND
41 Glufosinato de amonio 77182-82-2 7,59E-03 1,02E-02 8,49E-03 2,20E-03
42 Cis-diammineplatinum 15663-27-1 5,62E-06 2,09E-05 ND ND
43 Dietilenglicol 111-46-6 1,29E-01 ND 1,84E-01 2,26E-01
44 Dibromuro diquat 85-00-7 4,17E-05 2,82E-04 7,32E-04 ND
45 Ocratoxina A 303-47-9 6,61E-05 ND 5,60E-05 1,38E-04
46 Ciclosporina A 59865-13-3 4,17E-05 6,03E-07 ND ND
47 17a-etinilestradiol 57-63-6 2,29E-05 ND ND ND
48 Fluoruro de sodio 7681-49-4 1,91E-03 5,75E-04 3,84E-03 2,55E-03
51 Dimetilformamida 68-12-2 7,24E-02 5,89E-03 5,68E-02 6,27E-02
53 Clorhidrato de amitriptilina 549-18-8 2,29E-05 4,57E-06 1,30E-03 7,01E-04
54 Etileno glicol 107-21-1 4,17E-01 3,16E-02 1,35E-01 1,60E-01
55 Metanol 67-56-1 NE 7,76E-02 3,04E-01 2,28E-01
57 Cloruro de sodio 7647-14-5 7,24E-02 5,37E-02 7,14E-02 8,76E-02
60 Sulfato de litio 10377-48-7 1,55E-02 5,62E-03 ND ND
63 Clorhidrato de propranolol 318-98-9 5,37E-05 1,12E-05 ND 1,32E-03
64 Tri6xido de arsénico 1327-53-3 1,35E-05 5,89E-06 4,63E-04 5,34E-04
66 Sulfato de talio 7446-18-6 1,58E-05 8,13E-06 4,26E-05 ND
67 Warfarina 81-81-2 8,13E-04 1,55E-04 5,51E-05 2,06E-03
76 Hidrato de cloral 302-17-0 1,12E-03 6,61E-04 4,35E-03 ND
77 Acido 24-diclorofenoxiacético 94-75-7 1,35E-03 3,72E-03 1,71E-03 1,66E-03
80 Estricnina 57-24-9 6,46E-04 7,59E-06 3,89E-05 ND
91 Selenato de sodio 13410-01-0 1,78E-04 2,57E-05 ND ND
92 Acetonitrilo 75-05-8 2,09E-01 1,51E-03 9,60E-02 ND
9 Bitartrato de epinefrina 51-43-4 1,91E-04 ND ND ND

ND, no dato; NE, no efecto.
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2.5.5. CALCULO DE LAS CURVAS ROC.

Las curvas ROC (acréonimo de Receiver Operating Characteristic) se
utilizan en un contexto clinico, con un sistema de clasificacién binario
(bien diagnosticado, mal diagnosticado). Pero se puede aplicar al
campo de la toxicologia sustituyendo mal diagnosticado por mal

clasificado y bien diagnosticado por bien clasificado.

El primer paso es realizar las tablas de contingencia para definir los
verdaderos positivos (VP) y los falsos positivos (FP). La razén de VP
indica hasta qué punto el Ensayo Citémico es capaz de detectar o
clasificar correctamente los compuestos positivos (muy téxicos). La
razén de FP define cudntos compuestos se clasifican como positivos

(muy t6xicos) siendo incorrectos.

La razén de VP equivale a la sensibilidad de la prueba y se representa
en el eje de las abscisas y la razén de FP equivale a 1-Especificidad de
la prueba y se representa en el eje de ordenadas. En el espacio ROC
los puntos en las coordenadas (0,1) corresponden a una clasificacién
perfecta, ningtn falso negativo. La diagonal divide el espacio ROC y
se denomina la linea de no discriminacién, los puntos que quedan en
la parte izquierda superior representan los puntos que clasifican
mejor que al azar y los que quedan por debajo de la diagonal los que

clasifican peor que al azar (Figura 13).
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El CLP o Reglamento CLP es el nuevo reglamento europeo sobre
clasificacién, etiquetado y envasado de sustancias y mezclas
quimicas. La legislacion introduce en la Unién Europea un nuevo
sistema llamado "Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacién
y Etiquetado de Productos Quimicos (GHS), aborda la clasificacion de
los productos quimicos por tipos de riesgo y se proponen elementos
de comunicacién de peligro armonizadas, incluidas las etiquetas y

fichas de datos de seguridad, (portalreach.info).

Mediante el programa estadistico SPSS se calcul6 el area por debajo
de la curva (AUC) (67) como indicador de qué ensayo de la ECIV
junto con el ensayo de NRUr y los valores de LD50 en rata y ratéon
clasificaban mejor los 57 compuestos segtin las clases establecidas por

la GHS.

Se calcul6 un indice del AUC para cada clase y uno mas agrupando
las clases 1y 2, ya que estas dos clases segtin el reglamento GHS
llevarian la misma etiqueta informativa en el exterior del compuesto.
El pictograma de la calavera, la palabra mortal como tipo de riesgo en

caso de ingestién y peligro como la palabra de sefializacion.

Se realizaron un andlisis total de 6 curvas ROC como se mostrard en

el apartado de resultados.

-El paso previo para el calculo de AUC fue cambiar las unidades de
IC50 y EC50 de la ECIV y las LD50 en el caso de los test in vivo en rata

y ratén, de molar a unidades de peso por litro o kilogramo.
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- Se ordenaron los 45 compuestos (de los 57 compuestos presentados
por el proyecto AcuteTox solo hay disponibles datos bibliograficos de
LC50 de 45) por orden creciente de LC50, ya que el objetivo es ver
como clasifica la ECIV, el test de NRUr y los test in vivo de rata y
ratén los 45 compuestos comparado con los valores de toxicidad
aguda en humano. Por esta razén se toman como referencia los
valores de LC50 en sangre determinados en casos de
envenenamientos en humano (37), de esta manera se clasificaron los

compuestos segtin el GHS tal como se muestra en la Tabla 7.

Figura 13. Espacio ROC con un ejemplo de cuatro puntos. El punto C
corresponderia al ensayo que mejor clasifica, seguido de los puntos A, By C.
Imagen adaptada de la pagina web de Invitrogen (www.wikipedia.com).
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Tabla 7. Valores de LC50 en sangre determinados en casos de
envenenamientos en humanos y distribuidos en las clases de toxicidad
aguda segtin el GHS, con la informacién que debe ir asociada a la etiqueta.

Inform'acu’m en Clase Ntimero en Compuesto LC50 (mg/L)
la etiqueta Acutoxbase
6 Colchicina 0,026
9 Digoxina 0,033
21 Cadmio (II) cloruro 0,160
34 Lindano 0,305
& 11 Malathion 0,615
I 38 Paration 0,652
46 Ciclosporina A 0,725
[0-5] 64 Tri6xido de arsénico 1,165
mg/L 33 Nicotina 1,288
3 Monohidrato de sulfato de atropinal 1,386
PELIGRO . R
53 Clorhidrato de amitriptilina 1,435
80 Estricnina 2,537
29 Clorhidrato de verapamilo 3,028
63 Clorhidrato de propranolol 3,319
MORTAL R
66 Sulfato de talio 4,103
91 Selenato de sodio 4,855
12 Cloruro de mercurio (II) 5,294
42 Cis-diammineplatinum 6,269
32 Clorhidrato Orfenadrina 7,005
& 28 Clorhidrato de amiodarona 7,650
11 8 Diazepam 9,213
48 Fluoruro de sodio 24,163
PELIGRO [5-50] 17 5-fluorouracilo 26,563
mg/L 5 Carbamazepina 38,323
MORTAL 39 Diclorvos 44,091
67 Warfarina 47,755
92 Acetonitrilo 62,132
& 14 Fenobarbital 84,318
111 4 Cafeina 99,598
44 Dibromuro diquat 102,054
PELIGRO [50-300] 76 Hidrato de cloral 109,279
mg/L 30 Rifampicina 127,468
TOXICO 13 Pentaclorofenol 221,532
1 Acetaminofeno 330,790
51 Dimetilformamida 430,445
I\ 60 Sulfato de litio 618,013
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético 821,241
CUIDADO [300-2000] 16 Valproato de sodio 1048,651
PERJUDICIAL| mg/L 2 Acido acetilsalicilico 1136,985
54 Glicol etileno 1962,826
41 Glufosinato de amonio 2027,757
Vv 55 Metanol 2487,096
>2000 57 Cloruro de sodio 3138,414
mg/L 10 Alcohol isopropilico 6900,403
37 Etanol 7301,603
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2.5.6 ANALISIS POR AGRUPAMIENTO JERARQUIZADO
(CLUSTERING).

Para proceder a la distribucién de los datos de toxicidad en forma de
array y valorar su utilidad en la clasificacién de los toxicos se ha
utilizado los programas “Cluster” y “Treeview”. Ambos disponibles

en http:/ /rana.lbl.gov /EisenSofware.htm.

Se han clasificado los 45 compuestos de los que se disponia datos

bibliogréficos frente al ensayo citomico en las tres lineas celulares.

Los compuestos testados se han distribuido en cinco clases de
toxicidad por el Global Harmonization System (GHS), basandonos en
los datos de LC50 en sangre determinados en casos de
envenenamientos en humano, tal como se muestra en la tabla

anterior.

Transformacion de los resultados antes del anélisis de datos

- Para establecer el grado de toxicidad de los compuestos
utilizando la clasificacion GHS, es necesario transformar los

valores de 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

transformacién en logaritmo de base diez.
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- Se ordenaron los compuestos por orden creciente de LC50 en
sangre determinados en casos de envenenamientos en

humano.

- Los valores negativos representan los compuestos mds
toxicos, el cero los compuestos intermedios, y finalmente, los
valores positivos los menos téxicos o no téxicos. Basdndonos
en esto el color rojo se aplica al més téxico, el amarillo para los
intermedios y el verde para los menos toéxicos. El blanco

representa los téxicos que no tienen efecto.

- Usando la clasificacién de toxicidad anteriormente descrita, la
matriz de datos aparece con las cinco clases con diferente
gradacion de color. Si existiera una correlacién de los datos
perfecta, la clase I seria totalmente roja, la clase II naranja, la
clase IIl amarilla y finalmente la clase IV y V de menos a mds

verde.

Como se representa a continuacién, la distribuciéon de los 45
compuestos seglin el orden creciente de su toxicidad, donde se
observa la escala de color donde se distinguen las cinco clases. Se han
incluido los compuestos con el nimero asignado por el proyecto

AcuteTox.
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Clase I Clase IT Clase IIT Clase IV Clase V

6 9 21 34 11 38 46 64 33 3 53 80 29 63 66 91|12 42 32 28 8 48 17 5 30 67]92 14 4 44 76 30 13| 1 51 60 77 16 2 54|41 55 57 10 37]

Figura 14. Escala de color de la distribucién de los 45 compuestos segin el
orden creciente de su toxicidad, con los limites de las cinco clases GHS
tomando como referencia los valores de LC50 en sangre determinados en
casos de envenenamientos en humanos.
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OBJETIVOS







El objetivo dltimo de esta tesis es el de proporcionar métodos
citbmicos, como alternativa in vitro al animal de laboratorio para
mejorar el valor predictivo de los ensayos de citotoxicidad basal y
dependiente de biotransformacién mediante la puesta a punto de

procedimientos miniaturizados de cultivo celular.

Los objetivos concretos son:

1. Optimizar una Estrategia Citémica In vitro (ECIV) de alto
contenido basada en la citometria de flujo automatizada para
el andlisis in vitro en células de origen humano, susceptible de
ser adaptado a robotizacion y al andlisis bioinformético de los

resultados.

2. Aplicar la ECIV al andlisis cuantitativo in vitro de la

citotoxicidad de diferentes compuestos.

3. Validar la ECIV mediante la correlacién de los valores de
citotoxicidad obtenidos en este trabajo de investigacién con
los valores de citotoxicidad obtenidos con ensayos in vitro de

toxicidad basal.
4. Evaluar la capacidad predictiva de toxicidad humana aguda

in vivo del ensayo citémico in vitro mediante su aplicacién a

una serie de compuestos en los que la correlaciéon entre la
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toxicidad in vivo e in vitro ha sido previamente investigada en

estudios multicéntricos.
5. Disminuir el ntmero de compuestos mal clasificados
(outliers) que resultan al correlacionar los valores de toxicidad

in vivo e in vitro.

6. Evaluar la capacidad de ECIV para clasificar los compuestos

dentro de las clases estipuladas por el reglamento GHS.
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RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL







1. DETERMINACION DE LOS INDICADORES DE TOXICIDAD
1C50, EC50 Y LOEC MEDIANTE LA ESTRATEGIA CITOMICA IN
VITRO (ECIV).

En la Tabla 8 se indican los valores de IC50 o EC50 de los compuestos
de estudio, determinados mediante la aplicacién del conjunto de
ensayos integrados en la ECIV. Tras realizar cada ensayo tres veces
por triplicado, todos los valores de IC50 o EC50 que se obtuvieron en

la ECIV presentaron una desviacion estandar menor del 15%.

Por razones de su baja toxicidad intrinseca o su limitada solubilidad,
en ciertos compuestos y para ciertos parametros no fue posible llegar
a establecer dichos indicadores numéricos de citotoxicidad, tras
analizar un amplio rango de concentraciones. Asi, en la Tabla 8, los
valores precedidos del simbolo > indican la concentracién maés alta
que fue posible estudiar en los compuestos, sin haber observado

ningun efecto significativo en el ensayo que se realiz6.

La forma de establecer estos valores de citotoxicidad mediante la
ECIV es diferente, segtin se refiera a Ensayos Funcionales o Ensayos
de Viabilidad. En los primeros, la capacidad de la citometria de acotar
de forma selectiva subpoblaciones celulares de interés, permite
restringir el andlisis a células vivas, incluso en condiciones de
tratamiento que provocan la muerte celular. En el Ensayo de

Viabilidad con PI, solamente se cuantifica el porcentaje de células
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vivas o muertas. Por ello, la ECIV aporta dos valores afiadidos a la
toxicologia in vitro:

a) Resolucién temporal: permite detectar fendmenos que ocurren
antes de que la célula muera, ya que se producen en células atn
viables.

b) Resolucién mecanistica: permite comparar cuantitativamente los
indicadores de toxicidad para los parametros funcionales y para la
muerte celular, de acuerdo a la idea de que los pardmetros
funcionales que precedieran a la muerte celular mostrarfan una
respuesta mas sensible al téxico (IC50 o EC50 del Ensayo Funcional
menor que IC50 o EC50 del Ensayo de Viabilidad), mientras que
aquellos pardmetros modificados por efecto de la muerte celular o no
implicados secuencialmente en su induccién, presentarian valores de
IC50 o EC50 muy similares a los de los Ensayos de Viabilidad.

El amplio conjunto de valores que muestra la Tabla 8 es imposible de
analizar de forma individual y en detalle, no siendo, ademads, ese tipo
de estudio descriptivo el objetivo de este trabajo. Sin embargo, a
grandes rasgos, estos resultados apoyan estas hipodtesis. Un claro
ejemplo lo proporciona el compuesto lauril sulfato de sodio (SDS,
compuesto #15), un detergente catiénico que produce la muerte
celular de forma inmediata e inespecifica por rotura de la membrana
plasmatica y que, por dicho mecanismo se utiliza como control
positivo de muerte celular en numerosos ensayos de viabilidad.
Como puede verse en la Tabla 8, los valores de IC50 para este
compuesto son practicamente idénticos en todos los Ensayos

Funcionales y de Viabilidad y, ademds, para todas las lineas celulares,
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como cabria esperar de un compuesto citotoxico que actta a través de
un mecanismo osmotico. Por el contrario, encontramos numerosos
ejemplos en los que los Ensayos Funcionales determinan valores de
IC50 o EC50 de hasta varios 6rdenes de magnitud inferiores a los
determinados por los Ensayos de Viabilidad, destacando el caso

extremo de la digoxina (#9).

En cuanto a la aplicabilidad practica de la ECIV en estudios de
Toxicologia In Vitro, cabe considerar que el ensayo de la ECIV mas
sensible serfa aquel que permita calcular un mayor nimero de
indicadores de toxicidad, ya sean IC50 o EC50. Como se observa en
la Tabla 8, el ensayo del potencial de membrana plasmatica (PMP) en
la linea celular A.704 es el mdas sensible entre los Ensayos
Funcionales, con un 75% de compuestos en los que se pudo

determinar el valor del indicador de toxicidad.

Respecto a los Ensayos de Viabilidad, los mas sensibles son el ensayo
colorimétrico de captacion de Rojo Neutro (NRU) y el ensayo
citémico de exclusién del yoduro de propidio (PI) en la linea celular
SH-SY5Y, también con un porcentaje del 75% de compuestos con
indicador de toxicidad calculado. Por el contrario, el ensayo de
niveles intracelulares de Ca?+ en la linea celular HepG2 es el ensayo
menos sensible, ya que es el que obtiene menos indicadores de
toxicidad, con un total de 20 valores de EC50 y 37 compuestos sin

efecto a la concentracién mdaxima probada. En la Figura 15 se
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representan los ensayos, ordenados de menor a mayor sensibilidad,

para facilitar la comprension de los datos presentados en la Tabla 8.

Considerando la ECIV en su totalidad, tan sélo en tres compuestos, el
benceno (#18), el pireno (#23) y cloruro de sodio (#57) no ha sido
posible determinar ninguno de los indicadores de toxicidad IC50 o

EC50.

Con respecto al indicador de toxicidad LOEC, la concentracién con
efecto minimo observado, la ECIV en su conjunto ha permitido
determinar al menos un valor del indicador de toxicidad LOEC en 54
de los compuestos, exceptuando al cloruro de sodio (#57), el benceno
(#18) y el pireno (#23). La linea celular que permite establecer mas
valores de LOEC es HepG2, seguida de SH-SY5Y vy, por dltimo,
A704. Considerando tinicamente el conjunto de Ensayos Funcionales,
las tres lineas presentan una sensibilidad similar, ya que permiten
determinar la LOEC de 46 compuestos utilizando A704 y HepG2, o 44
compuestos con la linea SH-SY5Y. Igualmente, en el caso de los
Ensayos de Viabilidad, el nimero de compuestos para los que se
pudo determinar la LOEC asciende a 46, como se muestra en la Tabla

9.

Al integrar todos los resultados presentados en las Tablas 8 y 9, se
pone de manifiesto que con la ECIV no se pudo cuantificar ningtin
indicador de toxicidad (IC50, EC50 o LOEC) tan sélo en tres de los 57

compuestos de la biblioteca en estudio, concretamente benceno (#18),
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pireno (#23) y cloruro de sodio (#57). Por otra parte, también resulta
evidente que la ECIV completa (Ensayos Funcionales + Ensayos de
Viabilidad) es mejor que los Ensayos Funcionales o los Ensayos de
Viabilidad por separado para poder proporcionar un indicador
cuantitativo de toxicidad in vitro de los productos quimicos, paso
necesario para poder iniciar los estudios de prediccién de toxicidad in

vivo en humanos o animales.

En estudios anteriores de nuestro laboratorio se habia desarrollado
un ensayo funcional por citometria de flujo con células ttibulo renales
expuestas a toxinas nefrotdxicas a concentraciones sub-letales (68).
Los resultados sugerian que el ensayo citomico funcional detectaba
cambios tempranos en el proceso de la toxicidad, reflejando una
ventaja frente a otros métodos de cuantificacién de muerte celular a
punto final (69). Ademds los datos obtenidos por CMF en
nefrotoxicidad eran consistentes respecto a los obtenidos por
microscopia confocal, otra poderosa técnica citémica, en un
laboratorio independiente (68), (70). En estos primeros estudios de
prueba de concepto, que utilizaron tres lineas celulares y tres
compuestos quimicos nefrotéxicos, se definieron las bases para
utilizar la CMF como estrategia integrada con otras herramientas

analiticas para un estudio toxicolégico.

La primera aportacion del presente estudio a la Toxicologia In Vitro
ha sido la aplicacién de la CMF como estrategia tinica, normalizada y

sistemdtica, para establecer un método in wvitro alternativo de
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valoracién de riesgo quimico de una biblioteca relativamente grande
(57 compuestos) en tres lineas celulares derivadas de tres 6rganos
diana diferente, analizando tanto la citotoxicidad basal como los
pardmetros funcionales afectados. Ademads, el desarrollo de
protocolos de miniaturizaciéon (formato de placa de 96 pocillos) de los
respectivos ensayos citdbmicos se ha mostrado como muy
reproducible, con coeficientes de variacion intra- e interensayos muy
bajos (<15%), lo que permite implementar procedimientos facilmente
automatizables y transferibles a otros laboratorios dotados de
sistemas de citometria de flujo, cada vez mas frecuentes en el entorno

de la Biologia Celular y la Biotecnologfia.

HepG2 SH-SY5Y = HepG2 HepG2 HepG2 A704 HepG2 SH-SY5Y A704 A704 SH-SYSY | SH-SYSY A704
Ca?* PMP MMP Pl PMP Pl NRU, Ca?* NRU_ Ca?* Pl NRU, PMP
n=37 n=31 n=30 n=26 n=26 n=23 n=21 n=20 n=20 n=15 n=14 n=14 n=14

SENSIBILIDAD

Figura 15. Ensayos de la ECIV ordenados de menor a mayor sensibilidad.

RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL | 96



Tabla 8. Valores en concentracién Molar (M) de los indicadores de toxicidad

IC50 y de EC50 en la Estrategia Citémica In Vitro (ECIV).
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Tabla 9.Valores de los indicadores de toxicidad LOEC en la Estrategia
Citémica In Vitro (ECIV).

Nimer INDICADORES DE TOXICIDAD LOEC DE LA ECIV
COMPUESTOS Amloxb:se LOEC LOEC EF AT04 LOEC A704 LOEC SH-SY5Y SH-SY5Y LOEC | HepG2 LOEC HepG2 LOEC
ECIV ECIV EF LOEC ECIV EF
Acetaminofeno 1 1,90E-03 | 1,90E-03 | 1,90E03 | 190E-03 | 1,78E02 | 1,86E-02 1,10E-02 1,10E-02
17a-etinilestradiol 47 350E-06 | 350E06 | 674E06 | 674E06 | 3,50E06 | 3,50E-06 7,80E-05 7,80E-05
5-fluorouracilo 17 6,55E-06 | 6,55E-06 | 237E-03 | 237E03 | 6,23E-05 | 6,23E-05 6,55E-06 6,55E-06
Acetonitrilo 2 3,47E-02 | 1,59E-01 | 5,12E-01 512E-01 | 1,59E-01 1,59E-01 3AVE-02 3,84E-01
Acido 2,4-diclorofenoxiacético 77 7,03E-05 | 7,03E-05 | 7,03E-05 | 7,03E-05 | 1,23E-03 | 1,23E-03 7,09E-04 7,09E-04
Acido acetilsalicilico 2 6,99E-04 | 6,99E-04 | 6,99E-04 | 6,99E-04 | 1,20E-02 NE 1,55E-02 NE
Acrilaldehido (acroleina) 20 4,07E-05 NE 4,07E-05 NE 6,61E-05 NE 7,59E-05 NE
Alcohol isopropilico 10 800E-04 | S00E-04 | 3,40E-02 | 340E-02 | 2,00E-02 | 2,00E-02 8,00E-04 8,00E-04
Benceno 18 NE NE NE NE NE NE NE NE
Bitartrato de epinefrina 9% 9,66E-05 | 9,66E-05 | 2,82E04 | 3,04E04 | 9,66E05 | 9,66E-05 1,70E-04 1,70E-04
Cadmio (II) cloruro 21 240E-07 | 240E07 | 398E06 | 255E05 | 575E06 | 575E-06 240E-07 2,40E-07
Cafeina 4 1,06E-03 | 1,06E-03 | 1,06E03 | 1,06E03 | 7,03E03 | 7,03E-03 1,70E-03 1,70E-03
Carbamazepina 5 4,50E-04 | 4,50E-04 NE NE 4,50E-04 | 4,50E-04 NE NE
Cicloheximida 7 8,80E-06 | 880E06 | 889E06 | §80E06 | 185E04 | 185E04 3,72E05 4,40E04
Ciclosporina A 46 295E-07 | 2,95E07 | 659E07 | 659E07 | 295E07 | 2,95E-07 1,50E-05 1,50E-05
Cis-diammineplatinum 42 1,67E-06 | 1,67E-06 | 146E-05 | 146E-05 | 1,67E-06 | 1,67E-06 1,86E-04 2,23E-04
Clorhidrato de amiodarona 28 125E-05 | 1,25E05 | 4,19E05 | 4,19E05 | 1,25E05 | 1,25E-05 5,13E-05 5,47E-05
Clorhidrato de amitriptilina 53 120E-07 | 1,20E-07 | 1,20E-07 | 1,20E-07 | 832E-06 NE 3,32E-05 3,32E-05
Clorhidrato de propranolol 63 4,65E-06 | 4,65E06 | 4,65E-06 | 4,65E-06 | 1,81E05 | 181E05 1,66E-04 2,04E-04
Clorhidrato de tetraciclina 31 2,30E-04 | 2,30E-04 NE NE NE NE 2,30E-04 2,30E-04
Clorhidrato de verapamilo 29 842E-06 | 8A2E-06 | 842E-06 | 842E-06 | 4,58E-05 | 4,58E-05 148E-05 1,48E-05
Clorhidrato Orfenadrina 32 878E-07 | 878E07 | 3,17E-05 | 3,17E-05 | 878E07 | 878E07 7,50E-05 7,50E-05
Cloruro de mercurio (IT) 12 157E-05 | 1,57E-05 | 1,95E-05 | 321E05 | 1,57E05 | 157E-05 4,90E-05 4,90E-05
Cloruro de sodio 57 NE NE NE NE NE NE NE NE
Colchicina 6 4,48E-07 | 448E07 | 1,87E.05 | 1,87E-05 | 358E03 | 3,58E03 448E07 4,48E-07
Diazepam 8 610E-05 | 6,10E-05 | 6,24E-05 | 624E-05 | 1,0E-04 | 1,10E-04 6,10E-05 6,10E-05
Dibromure diquat 44 119E-05 | 1,19E-05 | 1,99E-05 | 1,99E-05 | 1,19E05 | 1,19E-05 2,29E04 3,81E-04
Diclorvos 39 198E-05 | 1,98E-05 | 1,98E-05 | 198E05 | 1,82E04 | 3,15E-04 1,20E-04 3,80E-04
Dietilenglicol 43 4,64E-04 | 464E-04 | 393E-01 | 3,93E-01 | 4,64E04 | 4,64E04 5,37E-01 6,11E-01
Digoxina 9 6,90E-10 | 6,90E-10 | 3,00E-06 | 3,00E-06 | 530E-09 | 530E-09 6,90E-10 6,90E-10
Dimetilformamida 51 1,62E-01 | 1,85E-01 | 1,62E-01 NE 1,88E-01 | 1,88E-01 1,85E-01 1,85E-01
Estricnina 80 3,50E-05 | 3,50E-05 | 260E-04 | 2,60E-04 | 997E05 | 9,97E-05 3,50E-05 3,50E-05
Etanol 37 1,97E-01 | 1,97E-01 | 1,12E+00 | 1,23E+00 | 1,97E-01 1,97E-01 1,08E+00 1,08E+00
Etileno glicol 54 6,76E-01 | 676E-01 | 676E-01 | 676E-01 | 1,38E+00 NE 140E+00 | 1,40E+00
Fenobarbital 14 1,10E-03 | L10E-03 | 1,74E-03 | L74E-03 | 7,24E-03 NE 1,10E-03 1,10E-03
Fisostigmina 40 487E-04 | 487E04 | 487E04 | 487E-04 | 794E04 | 122E03 3,20E-03 3,20E-03
Fluoruro de sodio 48 5,92E-05 | 592E-05 | 592E-05 | 592E-05 7,14E-05 7, 14E-05 242E-03 2,42E-03
Glufosinato de amonio 41 631E-04 | 631E-04 | 631E-04 | 631E-04 | 1,43E-03 | 143E-03 NE NE
Hidrato de cloral 76 432E-04 | 432E04 | 145E03 | 6,03E-03 | 432E04 | 432E04 1,33E03 1,33E-03
Lauril sulfato de sodio 15 580E-05 | 580E-05 | 1,30E-04 | 1,30E-04 | 1,60E04 | 1,60E-04 5,80E-05 5,80E-05
Lindano 34 1,50E-04 | 1,50E-04 NE NE NE NE 1,50E-04 1,50E-04
Malathion 11 8,00E-06 | 8,00E-06 NE NE S,00E-06 | 800E-06 8,00E-04 8,00E-04
Metanel 55 1,05E-01 | 554E-01 | 237E+00 | 2,37E+00 | 5,54E-01 5,54E-01 1,05E-01 NE
Monohidrato de sulfato de atropina 3 336E-05 | 3,36E-05 | 3,36E-05 | 336E05 | 2,57E-04 | 2,57E-04 1,61E-04 1,61E-04
Nicotina 33 1,26E-03 | 1,26E-03 | 2,74E-03 | 2,74E-03 | 1,26E-03 1,26E-03 1,43E-03 143E-03
Ocratoxina A 45 2,00E-06 | 2,00E-06 | 2,00E-06 | 2,00E-06 | 147E-05 | 147E-05 3,76E-05 3,76E-05
Paratién 38 1,70E-04 | 1,70E-04 NE NE NE NE 1,70E-04 1,70E-04
Pentaclorofenol 13 2,65E-05 | 2,65E-05 | 265E-05 | 265E05 | 1,30E04 | 1,30E-04 7,00E-05 7,00E-05
Pireno 23 NE NE NE NE NE NE NE NE
Rifampicina 30 2,42E-05 | 242E-05 NE NE 432605 | 432605 242E-05 2,42E-05
Selenato de sodio 91 2,57E-05 | 141E-03 | 3,31E-04 | 141E03 | 257E05 3,03E-03 6,31E-04 NE
Sulfato de litio 60 3,57E-03 | 357E-03 | 3,57E-03 | 357E03 | 1,26E02 | 2/13E-02 4,68E-02 4,68E-02
Sulfato de talio 66 1,36E-04 | 1,36E-04 | 1,36E-04 | 1,36E-04 | 1,26E-03 NE 6,92E-04 NE
tert-butilhidroperéxido 19 823E-08 | 823E08 | 1,12E-06 | 1,12E-06 | 823E08 | 823E08 3,80E-06 3,80E-06
Triéxido de arsénico 64 536E-06 | 5,36E-06 | 536E-06 | 536E-06 | 3,80E-05 NE 9ATE05 9,47E-05
Valproato de sodio 16 9,79E-04 | 9,79E-04 | 9,79E-04 | 9,79E-04 NE NE 1,70E-02 1,70E-02
Warfarina 67 220E-05 | 2,20E-05 | 2,20E05 | 220E05 | 2,57E04 | 257E-04 NE NE
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2. EVALUACION DE LA CAPACIDAD PREDICTIVA DE LA
ESTRATEGIA CITOMICA IN VITRO.

Tras haber establecido los valores numéricos de los indicadores de
toxicidad in vitro (IC50, EC50 y LOEC) aplicando la ECIV a la
biblioteca de compuestos, se procedié a evaluar su valor predictivo
de toxicidad humana in vivo. Para ello, siguiendo los procedimientos
de validaciéon utilizados en diferentes estudios multicéntricos
similares a este trabajo (28), se compararon los valores de toxicidad
in vitro presentados en el apartado 1, con los valores de referencia
de LC50 en humanos, publicados por los grupos de la Work Package
1 del Proyecto AcuteTox (37).

Los valores de IC50 y EC50 de la ECIV se compararon
exclusivamente con los valores de LC50 en humanos, ya que los
estudios multicéntricos de referencia han demostrado que los valores
de IC50 obtenidos a partir de ensayos in vitro se correlacionan mejor
con los valores de LC50 que con los valores de LD50 (71). Una serie
de factores biocinéticos podrian explicar esta mejor correlacién,
incluyendo la toxicidad Organo-especifica y a la absorcion,

distribucién y metabolismo del compuesto (72).

Para comparar el valor predictivo de la ECIV con la capacidad de
prediccién de ensayos in vitro de referencia, se establecié también la
correlacién de los valores de LC50 humana con los valores de IC50

del ensayo de captacién del Rojo Neutro por fibroblastos murinos 3T3
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(NRUT), previamente publicados por los grupos de la Work Package
2 del proyecto AcuteTox (37).

Por ultimo, para poder comparar la capacidad predictiva de la ECIV
con la de los ensayos de toxicidad in vivo, los valores de referencia de
LD50 en rata y ratén, publicados por los grupos de la Work Package
1 del Proyecto AcuteTox (34) se correlacionaron de la misma forma

con los valores de LC50 en humanos.

2.1 CORRELACION DE LOS VALORES DE LOS INDICADORES
DE TOXICIDAD IN VITRO DE LA ECIV CON LOS VALORES
DE REFERENCIA DE LC50 EN TOXICIDAD HUMANA IN VIVO.

En estadistica, el coeficiente de correlacién de Pearson es el indice que
puede utilizarse para medir el grado de relacién de dos variables
siempre y cuando ambas sean cuantitativas. En el caso de una
regresion simple, como es el de nuestras comparaciones, el mejor
coeficiente para determinar la calidad predictiva del modelo es el
coeficiente de determinacién (R?), el cuadrado del coeficiente de

correlacion de Pearson.

Los indicadores de toxicidad IC50 y EC50 para los 13 ensayos de la
ECIV y los indicadores de toxicidad LOEC fueron correlacionados
con los valores de LC50 para obtener los valores de R?, tal como se

muestra en la Tabla 10. No fueron incluidos en el estudio estadistico
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de correlacién los valores sefialados con el signo > en la Tabla 8, ni

tampoco los compuestos sin efecto (EF) de la Tabla 9.

Como se muestra en la Tabla 10, tan sélo los indicadores IC50/EC50
de los ensayos HepG2-NRU;, SH-SY5Y-NRUL y A704-PMP, asi como
el valor de LOEC en la linea SH-SY5Y, presentan coeficientes de
determinacién inferiores a los obtenidos con el ensayo in vitro de
referencia 3T3-NRUr, al compararlos con las correspondientes LC50
en humanos. Los 17 valores restantes de los indicadores de toxicidad
proporcionados por la ECIV mejoran los coeficientes R2 del ensayo de
referencia de citotoxicidad in vitro (3T3-NRUt) en su comparacién con

la toxicidad humana in vivo.

Con respecto a los valores de referencia de toxicidad in vivo en rata
(LD50), se pudo comprobar que ocho de los indicadores de toxicidad
generados por los ensayos de la ECIV mejoran los coeficientes R? de
toxicidad in vivo de referencia en rata, en concreto los valores de
IC50/EC50 de los ensayos A704-Ca2+, A704-PI y A704-NRUy, y los
valores LOEC generados por la ECIV total y la ECIV en la linea
HepG2, por el conjunto de Ensayos Funcionales de la ECIV (EF), y
por los Ensayos de Viabilidad (EV) en las lineas HepG2 y A.704.

Por dltimo, con respecto a los valores de referencia de toxicidad in
vivo en ratén (LD50), sus coeficientes R2 son mejorados por los valores

IC50/EC50 de los ensayos SH-SY5Y-PI, HepG2-PI y HepG2-PMP.

RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL | 103



El establecimiento de la significacién estadistica de las diferencias
observadas entre los coeficientes R2 de las diferentes correlaciones in
vitro/in vivo e in vivo/in vivo resumidas en la Tabla 10, presenta
dificultades derivadas de la diferencia del tamafio poblacional entre
los diferentes indicadores de toxicidad manejados, ya que no todos
los conjuntos de datos que se comparan contienen el mismo ntimero
de datos para el mismo ntimero de compuestos. Asi, en el caso de la
toxicidad humana in vivo, inicamente estdn disponibles los valores
de LC50 en 45 compuestos, mientras que en el caso de toxicidad
murina in vivo, sélo se han determinado hasta el momento los valores
de LD50 para 33 compuestos en el caso de la rata y para 28

compuestos en el ratén.

Para superar esta dificultad se compararon los R? utilizando el
paquete estadistico “Psych” (73), en lenguaje R (74). Mediante este
paquete se ha aplicado un test estadistico que compara las
correlaciones entre los valores de referencia y los valores generados
por la ECIV, indicando si la correlacion es significativamente mejor
en alguno de los casos. El programa examiné la diferencia entre dos
correlaciones, considerando tres variables: X, Y, Z., siendo (X) los
valores de LC50 en humanos, (Y) los valores de IC50 del ensayo
NRUT, los valores LD50 en rata o los valores en LD50 de ratén y (Z)
los valores de los indicadores de toxicidad generados por la ECIV.
Por ejemplo, se analiz6 si la correlacion XY (LC50 vs IC50 NRUr) era
diferente de la correlacion XZ (LC50 vs IC50 A704-PI) y si esta

diferencia era estadisticamente significativa. De esta manera se
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compararon todos los indicadores de toxicidad de la ECIV con los
valores de referencia in vitro e in vivo. Los valores de significacion
estadistica (p) obtenidos en las diferentes comparaciones fueron en
todos los casos superiores a 0,05. Este resultado indica que la
capacidad predictiva de la ECIV y de sus ensayos no es
significativamente diferente de las capacidades predictivas de los
ensayos de referencia de toxicidad in vivo e in vitro, a pesar de que,
como se ha mostrado en la Tabla 10, en bastantes casos, los
coeficientes R? de nuestros ensayos son claramente mejores que los

de los valores de referencia.

La significacion estadistica depende tanto del tamafio de la muestra
como de la varianza existente entre los valores a comparar. En este
estudio, a pesar de tener un tamafio muestral relativamente grande,
la diferencia entre los valores a comparar es muy pequeia (al tratarse
de correlaciones su valor esta en el intervalo [0,1]) ya que los valores

de correlaciéon son muy parecidos entre ellos.

En otros grupos de investigaciéon donde se ensayaron los mismos
compuestos obtuvieron coeficientes de determinacién de 0,51 con el
ensayo de unidades formadoras de colonias de granulocitos y
monocitos, que tampoco resulté estadisticamente significativo (75) y
de 0,63 mediante la medida de la produccién de citoquinas in vitro
utilizando células mononucleadas de sangre periférica (PBGM) (72),
pero tnicamente correlacionando 28 compuestos de los 57 a analizar.

En este caso también utilizaron la LOEC en un total de 5 ensayos.
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Con respecto a otros estudios toxicolégicos de envergadura similar, el
nuestro puede ser comparado con el programa multicéntrico MEIC,
ya comentado en el apartado de Introduccién (Clemedson et al
1996.b.). En dicho programa se establecieron los indicadores de
toxicidad in vitro (EC50) de diez ensayos celulares de toxicidad aguda
(24h) con lineas humanas para una biblioteca de 50 compuestos, y se
compararon sus correspondientes indicadores de referencia de
toxicidad in vivo en humanos (71) y roedores y con datos de
farmacocinética (76) En este estudio se demostr6 que la ECS50
promedio de los diez ensayos con los 50 compuestos predecia mejor
(R2 = 0,74, un valor similar al obtenido en nuestra ECIV) la LC50 en
humanos que los indicadores de toxicidad in vivo en roedores ((R2 =
0,60-0,66). Hay que destacar que la prediccién in vitro-in vivo mejord
notablemente al utilizar un algoritmo basado en las propiedades de
permeabilidad de la barrera hemato-encefélica (77), del que nosotros

no hemos dispuesto en nuestro trabajo.
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Tabla 10. Coeficientes de determinacién de Pearson (R? entre los valores de los
indicadores de toxicidad de la ECIV y los datos teéricos respecto a la LC50 de
humano (37).

LINEA INDICADOR DE
ENSAYO n R?
CELULAR/ESPECIE TOXICIDAD

HepG2 EC50 PMP 22 0,771
HepG2 IC50 PI 24 0,708
SH-SHY5Y IC50 PI 35 0,696
RATON LD50 In Vivo 28 0,650
HepG2 LOEC ECIV 41 0,643
HepG2 LOEC EF 37 0,626
A704/SH-SY5Y/HepG2 LOEC ECIV 44 0,626
A704/SH-SY5Y /HepG2 LOEC EF 44 0,603
A704 IC50 NRUL 29 0,596
A704 IC50 PI 27 0,595
A704 LOEC ECIV 39 0,594
A704 EC50 Ca’* 35 0,592
RATA LD50 In Vivo 33 0,591
SH-SHY5Y EC50 Ca?t 31 0,588
SH-SHY5Y EC50 PMP 22 0,580
HepG2 EC50 MMP 20 0,580
HepG2 EC50 Ca?t 14 0,579
SH-SHY5Y LOEC ECIV 41 0,575
A704 LOEC EF 38 0,5612
3T3 IC50 NRUr 44 0,561
A704 EC50 PMP 35 0,559
SH-SHY5Y IC50 NRUL 35 0,558
HepG2 IC50 NRUL 28 0,557
SH-SHY5Y LOEC EF 35 0,5328
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2.2. EVALUACION DE LA CORRELACION INTERNA ENTRE
LOS INDICADORES DE TOXICIDAD IN VITRO
PROPORCIONADOS POR LOS ENSAYOS DE LA ECIV Y POR
LOS ENSAYOS NO CITOMETRICOS DE VIABILIDAD.

La obtencién de indicadores cuantitativos de toxicidad LOEC para
cada uno de los ensayos de la ECIV en casi todos los compuestos,
ademds de permitir evaluar su capacidad predictiva de toxicidad
humana, permite establecer la correlaciéon entre los diferentes
Ensayos de Viabilidad y entre éstos y los Ensayos Funcionales.
Mediante el disefio de gréficas de regresiéon entre los valores de
LOEC de los diferentes ensayos (Figuras 16, 17, 18 y 19) se puede, por
una parte, estimar la coherencia interna, la redundancia o la aparente
inconsistencia entre los ensayos de la ECIV. Por otra parte, y de mds
interés para nosotros, dichas correlaciones permiten mostrar las
caracteristicas diferenciales del andlisis toxicolégico por CMF tal y
como se plantea en nuestro estudio, es decir, seleccionando la
poblaciéon de células vivas para la cuantificacion de pardmetros

funcionales.

La primera comparacion se establecié entre los resultados del ensayo
in vitro de referencia NRUrt, que se determina sobre cultivos de
fibroblastos murinos 3T3, y el ensayo homologo de captacién del Rojo
Neutro adaptado en nuestro laboratorio (NRUL) para su aplicacién a
las tres lineas del presente estudio (Figura 16). El andlisis de la

correlacién en un total de 44 compuestos, muestra una correlacién
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positiva entre los valores de toxicidad de ambos ensayos, como cabia
esperar, con s6lo 7 compuestos fuera del intervalo de confianza de la
correlacion perfecta, de los que la mayoria aparecen menos toxicos en
nuestro ensayo interno (NRUL) que en el ensayo de referencia

(NRUfr).

Sin embargo, y contrariamente a lo esperable, el coeficiente de
determinaciéon no es muy elevado (R?2 = 0,58), indicando cierta
discrepancia entre ambos ensayos. El comportamiento en esta gréfica
del compuesto de referencia, lauril sulfato sédico (#15), detergente
empleado como control positivo de muerte celular por necrosis (36),
demuestra que dicha discrepancia no se debe a problemas
metodolégicos: este compuesto presenta una correlacion perfecta
entre ambos ensayos, situdndose en una posiciéon central, sobre la
misma linea de regresion 1:1. La explicacién de la discrepancia habria
que buscarla, probablemente, en la diferente sensibilidad de las lineas
celulares humanas, con respecto a los fibroblastos murinos del ensayo

de referencia.

Este resultado sugiere que no es recomendable establecer
correlaciones entre los datos de toxicidad generados por el ensayo de
referencia (NRUT) y los ensayos in vitro realizados con otras lineas

celulares a la hora de validar los resultados de éstos tltimos.

Mucho mds coherente resulté la comparacién entre el ensayo
citémico de viabilidad con PI y el ensayo de Captacién del Rojo
Neutro adaptado (NRUp) a las tres lineas celulares de nuestro

estudio. Como muestra la Figura 17, la correlaciéon entre ambos
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ensayos para 43 compuestos es practicamente perfecta (R2 = 0,85) y
genera una recta de regresion casi superponible con la linea de
regresion perfecta. Ademads, s6lo tres compuestos quedan fuera del
intervalo de confianza de la linea de regresién. De nuevo, el control
positivo lauril sulfato sédico se muestra en una posicién central en la

correlacion.

Estos datos confirman que el ensayo citémico con PI y el ensayo
standard de viabilidad (NRUL) son totalmente consistentes cuando
se utilizan las mismas lineas celulares, lo que valida el andlisis
citomico de viabilidad como herramienta en la cuantificaciéon de
toxicidad in vitro. Hay que tener en cuenta, ademds, que si un
laboratorio dispone de sistemas de CMF multiparamétrica, el ensayo
citomico con PI es mds rdpido que el ensayo de NRU y permite
multiplexar la cuantificacion de viabilidad con otros parametros
funcionales, estimados con fluorocromos compatibles 6pticamente

con PI.

Las correlaciones entre el ensayo citémico de viabilidad con PI y los
Ensayos Funcionales de la ECIV, calculadas en las Figuras 18 y 19
para un total de 44 compuestos, muestran coeficientes de
determinacién mds bajos que el de la excelente correlaciéon entre el
ensayo citomico de viabilidad con PI y el ensayo NRU.. La
correlacién entre el ensayo del potencial de membrana plasmatica
(PMP) y el ensayo de captacién de PI presenta una R?2 = 0,61 (Figura
18), con 11 compuestos fuera del intervalo de confianza, de los que 10

presentan mads toxicidad en el ensayo de PMP. Con respecto a la
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correlacion entre el ensayo del Ca?+ libre intracelular y el ensayo de
captacion de PI, ésta presenta una R? de 0,48 (Figura 19), con 15
compuestos fuera del intervalo de confianza, de los que 12 presentan

mas toxicidad en el ensayo de Ca?* libre intracelular.

Esta aparente baja correlacion entre los ensayos citémicos de
viabilidad y los funcionales no es de cardcter metodolégico, como una
vez més lo demuestra el compuesto de control positivo, lauril sulfato
soédico, que en estas correlaciones también se sittia de forma central
en la recta de correlacion perfecta. La explicacién del resultado deriva
de la especial forma en que los pardmetros funcionales se determinan:
analisis citomico especifico de las células viables, identificadas por
sus caracteristicas de morfologia y exclusion del colorante de células
muertas (PI). El hecho de que los valores minimos de concentracién
con efecto (LOEC) sobre los pardmetros funcionales sean menores
que los valores de concentracién con efecto de muerte celular para
algunos compuestos, indica que en dichos casos el pardmetro
funcional se comporta como un indicador mds temprano de toxicidad
y su alteraciéon antecede a la entrada de la célula en el proceso de
muerte, detectada por la captacion de PI. Las células afectadas
tempranamente por los compuestos toxicos (menores LOEC de
Ensayos Funcionales) podrian poner en marcha procesos adaptativos
o compensatorios que les permitirian retrasar su muerte (mayores
LOEC de ensayo de PI). Estos resultados tampoco contradicen los
conocimientos existentes acerca del valor establecido del PMP y del
Ca?+ libre intracelular como marcadores tempranos de citotoxicidad

(56).
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Nuestros datos, por el contrario, muestran el interés de la CMF para
detectar fenémenos tempranos de toxicidad celular y posibles
cambios adaptativos mediante la selecciéon de células viables, en un
entorno de muerte celular que, ademds, puede ser cuantificada
simultdneamente al andlisis de los procesos funcionales que la
preceden. Es evidente que esta aproximaciéon metodoldgica es mucho
mas informativa que las determinaciones tipicas de la Toxicologia In
Vitro (IC50 basada en la letalidad) e, incluso, que los analisis
bioquimicos o metabdlicos realizados con técnicas que no discriminan
la subpoblacion de células vivas (gendmica, proteémica o

metabol6émica).

Al aplicar el panel de citotoxicidad no se observa una mejora en el
numero de compuestos outlier, no se identificé ninguna alerta y la
clasificacién de los compuestos segtun las clases de GHS tampoco
mejord respecto al test de 3T3 o los test in vivo en rata y ratén ;Esto

sucede por el tipo de ensayo o por las lineas celulares que utilizamos?

En el contexto del Proyecto AcuteTox, se realiz6 un andlisis
estadistico independiente, comparando los 8 ensayos de citoxicidad
basal aplicados en el Proyecto a la misma biblioteca de 57 compuestos
estudiados en este trabajo .Nuestros ensayos de entrada de yoduro de
propidio (PI) (78) en las tres lineas establecidas derivadas de 6rganos
diana se incluyeron en el andlisis. Para los ensayos de PI, las curvas
de concentracién-respuesta fueron sorprendentemente similares entre

los tres experimentos diferentes realizados para cada linea de célula.
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Dada la baja variabilidad en la respuesta, se evaluaron en un andlisis

conjunto.

Los dos principales cluster que se identificaron indicaron que los
ensayos de MTT (79) y NRU (66) proporcionan informacién similar
que diferia de la proporcionada por el ensayo de punto final de PI. A
partir de los principales sub-clusters se confirmaba la similitud entre
los dos sistemas celulares hepéticos (cultivo primario de rata y
HepG2) con el ensayo de MTT, mientras que existian diferencias
obvias entre el ensayo de 3T3 MTT y los dos sistemas celulares
hepaticos. Con el ensayo de MTT, las células hepaticas primarias no
identificaron selectivamente hepatotdxicos especificos,
probablemente debido al hecho de que los efectos hepatotdxicos

inducidos son crénicos en lugar de agudos (80).

La agrupacion de los resultados obtenidos de la aplicaciéon del
analisis jerarquico de clisteres de los 29 compuestos neurotéxicos y
de los 17 hepatotéxicos no mostré diferencias significativas en la
agrupacion de los ocho ensayos de citotoxicidad en comparacién con
el observado para el conjunto completo de 57 sustancias quimicas.
Por tanto, no se revel6 toxicidad especifica de tejido. En otros
estudios (Lin & Will 2012), se probaron distintos compuestos
hepatotdxicos, cardiotoxicos y nefrotéxicos en tres lineas celulares de
organos especificos (HepG2, H9¢c2 y NRK-52E) utilizando el ensayo
de ATP como sustituto de la viabilidad celular. Los autores

concluyeron que la toxicidad 6rgano-especifica no se puede predecir
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con precisién, siendo la farmacocinética esencial para la evaluacién

de la toxicidad del compuesto.

Los resultados mostraron que el tipo de ensayo parece tener mayor
influencia sobre el resultado de la clasificacion y correlacion,

independientemente del origen de las células utilizadas.

Se puede concluir, por tanto, que los Ensayos de Viabilidad no son
los métodos mds adecuados para agrupar y clasificar compuestos, asi
como para identificar toxicidad 6rgano especifica. Pero si fue ttil
incluirlos en nuestra estrategia para determinar las dosis citotxicas
para cada compuesto y poder realizar el panel citémico en un rango

de viabilidad celular entre un 20 y un 80%.
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Figura 16. Correlacion (R?=0,58) entre los valores de IC50 mediante el ensayo
NRUT en las células 3T3 y los valores de LOEC mediante el ensayo de NRUL
de la ECIV en las tres lineas celulares.
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Figura 17. Correlacién (R?=0,85) entre los valores de LOEC mediante el
ensayo NRUL y los valores de LOEC mediante el ensayo de PI de la ECIV en
las tres lineas celulares.
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Figura 18. Correlacién (R?=0,61) entre los valores de LOEC mediante el
ensayo PMP y los valores de LOEC mediante el ensayo de PI de la ECIV en
las tres lineas celulares.
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Figura 19. Correlacién (R?=0,48) entre los valores de LOEC mediante el
ensayo PMP y los valores de LOEC mediante el ensayo de PI de la ECIV en
las tres lineas celulares.
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2.3. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LA ECIV PARA
CORREGIR COMPUESTOS OUTLIERS Y DETECTAR ALERTAS
DE TOXICIDAD IN VITRO.

El anglicismo outlier se puede traducir como valor extremo o valor
excepcional, el valor que se aleja del grupo principal (por ejemplo, la
nube de puntos en graficos de dispersion). En el contexto toxicolégico
de nuestro estudio, se identifican como outliers aquellos compuestos
que se alejan de una correlacién estadisticamente aceptable entre los
valores de referencia de LC50 en sangre en humanos y la IC50 del
ensayo in vitro de referencia NRUT en células 3T3, presentados en la
Figura 3. En nuestro estudio hemos establecido una distinciéon segtn
si el compuesto se aleja de la recta de regresién y su intervalo de
confianza por presentar una IC50 tanto mayor como menor que la
LC50. De esta manera, podemos establecer un criterio que diferencia

entre outliers y alertas.

Consideramos un compuesto como outlier cuando su IC50 en el
correspondiente ensayo in vitro (ensayo de referencia o ECIV) es
mayor que la LC50 de referencia, al menos en una unidad de
logaritmo. Es decir, dicho compuesto resulta menos téxico in vitro
que in vivo, por lo que el correspondiente ensayo in vitro podria

subestimar la toxicidad del compuesto.

Consideramos un compuesto como alerta cuando su IC50 en el
correspondiente ensayo in vitro (ensayo de referencia o ECIV) es
menor que la LC50 de referencia, al menos en una unidad de

logaritmo. El compuesto en cuestién resulta mds téxico in vitro que in
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vivo. Estrictamente, una alerta no deja de ser un valor que se aleja de
la nube de puntos y no entra en el rango de una buena correlacién, en
el sentido de que el correspondiente ensayo in vitro podria subestimar
la toxicidad del compuesto. Por el contrario, esta discrepancia puede
resultar de gran relevancia toxicolégica, ya que sugiere que el ensayo
in vitro correspondiente detecta la toxicidad antes de que se observe
in vivo. En el caso concreto de los Ensayos Funcionales de la ECIV, y
gracias a la selecciéon citométrica de poblaciones celulares vivas
(Figuras 4 y 10) se determinan pardametros celulares que se ven
afectados antes de que se produzca la muerte celular. Que un
compuesto tenga una IC50 inferior a la LC50 es indicativo de que se
detecta un dafio celular antes de observar un efecto letal sobre la

célula.

Al comparar los valores de IC50 y LC50 de referencia, procedentes de
la informaciéon generada en el Proyecto AcuteTox, tal como se
muestra en la Figura 3, aparecen sélo 13 compuestos clasificables
como outliers y ninguno como alerta. Para evaluar comparativamente
la capacidad de nuestros ensayos y de la ECIV en general para
corregir outliers e identificar alertas, se ha procedido a comparar el
nimero de compuestos que aparecen como outliers o como alertas en
cada uno de los ensayos, utilizando la IC50/EC50 como indicador, asi
como el conjunto de la ECIV en cada linea celular, mediante el
indicador de toxicidad LOEC. Se han comparado todos los ensayos
de la ECIV y los valores de LD50 en rata y ratéon con los valores de

LC50 en humanos.
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Para facilitar la visualizacién e interpretaciéon de estos datos, se ha
disefiado un diagrama de colores (Tablas 11 y 12) en el que se ha
asignado el color rojo a los compuestos clasificados como outliers (es
decir, con valores de IC50, EC50 o LD50 > LC50). A los compuestos
clasificados como alertas (es decir, con valores de IC50, EC50 o LD50
< LC50) se les asigno el color naranja y, por dltimo, a los compuestos
que entraban dentro de los limites de confianza de la recta de
regresion, se les asigné el color verde. El color blanco indica que el

compuesto no mostré efecto en ningtin ensayo.

En la Tabla 11 se observa como los valores de IC50 en los ensayos de
viabilidad en las tres lineas celulares de nuestro estudio no reducen el
ndamero total de outliers con respecto al test in vitro de NRUr ni a los
test in vivo en rata y ratéon. No es asi en el caso de los Ensayos
Funcionales, que reducen el nimero de outliers y ademds detectan
alertas. Cabe destacar el ntimero de compuestos sin efecto,
especificamente en el ensayo de calcio intracelular en HepG2, donde
el tamafio poblacional es de 14 compuestos con efecto, de los 44 que

se comparan con 3T3.

En la Tabla 12 donde se muestran los valores de los indicadores de
toxicidad LOEC, se observan resultados similares a los de la Tabla 11.
Se comprueba que los valores de LOEC de los ensayos de viabilidad
en las tres lineas celulares no reducen el ntmero de outliers,
identificando 16 outliers en el caso de las lineas A-704 y SH-SY5Y y 19

outliers con la linea HepG2.
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Como se ha indicado, en el ensayo de referencia in vitro (NRUr en
células 3T3), 13 compuestos de nuestra biblioteca de xenobidticos
fueron identificados como outliers. Para evaluar especificamente en
cudles de estos 13 compuestos los valores de LOEC de los ensayos de
la ECIV mejoran la predicciéon de la toxicidad, se han superpuesto
graficamente las rectas de regresiéon correspondientes a la correlacion
de las LC50 humanas con los valores de IC50 del ensayo NRUT y con
los valores de LOEC en el conjunto total de ensayos de la ECIV
(Figura 20.A) o con los valores de LOEC en el subconjunto de
Ensayos Funcionales de la ECIV (Figura 20B). Como puede verse, los
ensayos de la ECIV lograron mejorar la correlacién de un total de 11
de los 13 outliers del ensayo NRUrt y los resultados fueron muy
similares al considerar la ECIV total o s6lo los Ensayos Funcionales

de la misma.

Cinco outliers fueron corregidos completamente: diazepam (#8),
malatién (#11), clorhidrato de verapamilo (#29), ciclosporina (#46) y
estricnina (#80). En otros cinco outliers: atropina (#3), nicotina (#33),
lindane (#34), paration (#38) y acetonitrilo (#92) se mejord la
correlaciéon con la toxicidad in vive. Por dltimo el compuesto
digoxina (#9) pasa de ser outlier en el ensayo NRUr a considerarse
como alerta en la ECIV. Sélo para los compuestos dimetilformamida
(#51) y etilenglicol (#54) la prediccién de la toxicidad fue mejor con el
ensayo de NRUT en las células 3T3.
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Como se observa en la Figura 20B, la tnica diferencia entre la
capacidad predictiva de los valores LOEC entre la ECIV y los Ensayos
Funcionales se advirti6 en el compuesto acetonitrilo donde el valor de
LOEC en Ensayos Funcionales empeoraba la prediccién de toxicidad
con respecto al valor LOEC de la ECIV, pero atn asi mejoraba la
prediccion que se observa con el ensayo de NRUr. Estas
observaciones sugieren que los Ensayos de Viabilidad (PI y NRUy)
son menos predictivos que los ensayos de punto final que miden
pardmetros relacionados con la funcionalidad de la célula, como son
el calcio intracelular y el potencial de membrana plasmatica y

mitocondrial (Ensayos Funcionales).

Resultados similares se han publicado en estudios realizados en
paralelo en laboratorios independientes dentro del proyecto
ACuteTox (75). El ensayo de hematotoxicidad basado en la formacién
de colonias de granulocitos y monocitos (CFU-GM), consiguié
correlacionar de forma correcta 5 de los 13 compuestos outlier en el
ensayo NRUr en las células 3T3: diazepam (#8), digoxina (#9),
clorhidrato de verapamilo (#29), dimetilformamida (#51), y estricnina
(#80). A diferencia a nuestro estudio el ensayo CFU-GM pudo
correlacionar la dimetilformamida (#51) pero no el malatién (#11),

que la ECIV si consigue.

Otro grupo del proyecto ACuteTox aplic el ensayo de la medida de
la produccién de citoquinas in vitro utilizando células mononucleadas

de sangre periférica y consigui6é correlacionar los compuestos

RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL | 121



diazepam (#8), digoxina (#9), malatiéon (#11) y clorhidrato de
verapamilo (#29). La ciclosporina (#46) se identific6 como alerta y se
mejord la correlacion para estricnina (#80), atropina (#3) y paratién
(#38) (72). Por otra parte, los grupos de investigacion de la Work
Package 1 del proyecto ACuteTox compararon los valores de IC50 de
seis ensayos in vitro de citotoxicidad basal. El ensayo de NRU en las
células 3T3, NHK y Fa32, el ensayo de proteina total en las lineas
HepG2 y Fa32 y el ensayo de punto final de ATP con la linea celular
HL-60. Cuando se correlacionaban los 6 ensayos simultdneamente
con los valores de LD50 de humano se obtenia una alta correlacién
(R2= 0,83). En cambio, cuando se correlacionaba cada ensayo
individualmente, ciertos compuestos se desviaban en mds de un
orden de magnitud con respecto a los valores de LD50 y ademas
existia gran variabilidad entre los ensayos. Los valores de LOEC de
la ECIV han conseguido correlacionar de manera correcta algunos de
estos compuestos, como colchicina (#6), 5-Fluorouracilo (#17) y
digoxina (#9), pero son los Ensayos Funcionales y no los Ensayos de
Viabilidad los que lo logran. Como se observa en la Tabla 11, la
colchicina (#6) muestra una buena correlacién con los valores de
LC50 en el ensayo HepG2-MMP. En el caso de la digoxina (#9) son
los ensayos SH-SYS5Y-PMP y HepG2-Ca?* los que cuantifican una
toxicidad in vitro del mismo orden que los valores en humano y los

ensayos HepG2-PMP y MMP logran detectarla como alerta.

En el caso de la correlacion entre los valores de toxicidad en rata

(LD50) y los valores de toxicidad humana (LC50), un total de 12
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compuestos de nuestra biblioteca de xenobidticos resultaron
identificados como outliers, definidos como aquellos compuestos que
mostraban un valor de LD50 (34) de al menos una unidad de
logaritmo de diferencia en la recta de regresién con los valores de
LC50 (37) en humanos. Para evaluar especificamente en cudles de
estos 12 compuestos los valores de LOEC de los ensayos de la ECIV
mejoran la prediccién de la toxicidad humana por la toxicidad en
rata, se han superpuesto gréficamente las rectas de regresion
correspondientes a la correlacion de las LC50 humanas con los
valores de LC50 del ensayo de toxicidad in vivo en rata y con los
valores de LOEC en el conjunto total de ensayos de la ECIV (Figura
21A) o con los valores de LOEC en el subconjunto de Ensayos

Funcionales de la ECIV (Figura 21B).

Al correlacionar los valores de LD50 en rata con los valores de LC50
en humanos, los valores LOEC de la ECIV (Figura 21A) logran
correlacionar correctamente 7 de los 12 compuestos outliers:
carbamazepina (#5), malatién (#11), cloruro de mercurio (II) (#12),
cloruro de cadmio (II) (#21), rifampicina (#30), clorhidrato de
amitriptilina (#53) y triéxido de arsénico (#64). En otros 4 outliers:
atropina (#3), nicotina (#33), lindano (#34) y acetonitrilo (#92), la
ECIV mejora la correlacién respecto a los valores de LD50, aunque no
consigue corregirlos totalmente. Por dltimo, se identifica al
compuesto clorhidrato de amitriptilina (#53) como alerta. El tinico de
los 12 outliers donde la LD50 de rata se acerca mds que la LOEC de la
ECIV al valor de LC50 de humano es el paration (#38).

RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL | 123



Como se observa en la Figura 21B los valores LOEC del subconjunto
de Ensayos Funcionales logran predecir mejor la toxicidad que los
valores LOEC de la ECIV total, ya que de los 12 outliers, tinicamente
en el caso del acetonitrilo (#92) la IC50 obtenida con la ECIV
completa se acerca més a la recta de regresiéon que la EC50 obtenida

por los Ensayos Funcionales.

En el caso de la correlacién entre los valores de toxicidad en ratén
(LD50) y los valores de toxicidad humana (LC50), un total de 13
compuestos de nuestra biblioteca de xenobidticos resultaron
identificados como outliers, definidos como aquellos compuestos que
mostraban un valor de LD50 (34) de al menos una unidad de
logaritmo de diferencia en la recta de regresién con los valores de
LC50 (37) en humanos. Para evaluar especificamente en cudles de
estos 13 compuestos los valores de LOEC de los ensayos de la ECIV
mejoran la prediccion de la toxicidad humana por la toxicidad
murina, se han superpuesto graficamente las rectas de regresion
correspondientes a la correlacion de las LC50 humanas con los
valores de LC50 del ensayo de toxicidad in vivo en ratén y con los
valores de LOEC en el conjunto total de ensayos de la ECIV (Figura
22A) o con los valores de LOEC en el subconjunto de Ensayos

Funcionales de la ECIV (Figura 22B).

De los 13 outliers generados al correlacionar los valores de LD50 en
raton con los valores de LC50 en humanos, la ECIV logra

correlacionar 8 outliers de manera correcta: carbamazepina (#5),
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colchicina (#6), diazepam (#8), malatiéon (#11), clorhidrato de
propanolol (#63), trioxido de arsénico (#64) y warfarina (#67).
Ademds, la ECIV detecta una alerta, correspondiente al compuesto
clorhidrato de amitriptilina (#53), como se muestra en la Figura 22A.
No se observé diferencias entre las mejoras introducidas en la
correlacion por la ECIV en total o por el subconjunto de sus Ensayos

Funcionales.

Como se mostré en la comparacion del valor predictivo de la LD50 de
rata, los Ensayos Funcionales de la ECIV predicen mejor la toxicidad
humana que los ensayos de viabilidad, consiguiendo reducir el
numero de outliers y detectando alertas respecto a los valores de

LD50 in vivo en ratdn.

De los 57 compuestos analizados, 11 son menos téxicos en rata y
raton que en los ensayos in vitro NRUr en las células 3T3 y los
ensayos de la ECIV. Los cinco compuestos outliers: atropina (#3),
nicotina (#33), lindano (#34), paratién (#38) y acetonitrilo (#92) no se
correlacionan de forma correcta al compararlos con las LC50 de
humano ni con los ensayos in vitro ni con los ensayos in vivo en rata y
raton. A la vista de los resultados, la ECIV consigue mejorar la
prediccion de la toxicidad de los compuestos outliers tanto
compardndolos con el test in vitro con las células 3T3 como con los
test in vivo en rata y ratéon. Ademds de correlacionar estos

compuestos, identifica una serie de compuestos como alertas, detecta
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la toxicidad a concentraciones mds bajas que las que se dan en

humano.

Por dltimo, con el fin de evaluar especificamente la capacidad de cada
uno de los Ensayos Funcionales y las lineas celulares incluidas en la
ECIV para corregir la correlacién de los outliers y/o identificar
alertas, en la Figura 23 se representan las correlaciones de los valores
de EC50 de los ensayos funcional de la ECIV con los valores de LC50

en humanos.

La linea celular A704, de adenocarcinoma renal, es la que mayor
ndmero de alertas identifica, con un total de 6 compuestos indicados
como alertas. De ellos, los compuestos Pentaclorofenol (#13),
Glufosinato de amonio (#41), Dibromuro diquat (#44) y Clorhidrato
de amitriptilina (#53) son identificados con el ensayo de PMP vy los
compuestos Pentaclorofenol (13), Diclorvos (39), Acido 24-
diclorofenoxiacético (#77) lo son con el ensayo de calcio intracelular.

La linea HepG2, de hepatoma humano permite identificar como
alerta el pentaclorofenol (#13), un compuesto clasificado como
hepatotéxico (81), tanto en el ensayo de Ca?t intracelular como el
ensayo de potencial de membrana mitocondrial (MMP). El ensayo de
potencial de membrana plasmédtica permite detectar como alertas la
digoxina (#9), que era un compuesto outlier para el ensayo in vitro
de referencia, ademds del alcohol isopropilico (#10) y el 5-

fluorouracilo (#17).
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En cuanto a la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, el
ensayo de PMP ha permitido identificar como alertas a los
compuestos clorhidrato de orfenadrina (#32) y dibromuro diquat
(#44), y con el ensayo de Ca2* intracelular ha identificado como alerta
al cis-diaminoplatino (#42), ambos clasificados como compuestos

neurotdxicos (81).
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Tabla 11. Diagrama de colores para definir los compuestos outliers (rojos),
alertas (naranjas) y los correlacionados correctamente (verdes) por la ECIV y
por los valores de referencia respecto a la toxicidad aguda en humano. Al
final de la tabla de colores se hace un resumen con el coeficiente de
correlacién (R?), el nimero de compuestos con efecto (n), el ntimero de
outliers (N° Outliers ) y el nimero de alertas (N° Alertas) para cada ensayo.

REFERENCIA ESTRATEGIA CITOMICA IN VITRO (ECIV)
A-704 SH-SY5Y HepG2

N° 3T3 Ratén Rata
Acutoxbase RNU, PI PMP Ca* [RNU, PI PMP Ca* |RNU, PI PMP Ca®* | MMP

1

2

3

4

5

6

8

9

10

11

12

13

14

16

17

21

28

29

30

32

33

34

37

38

39

41

42

44

46

48

51

53

54

55

57

60

63

64

66

67

76

77

80

91

2

R 056 065 059 | 06 059 05 059 [ 05 07 058 059 | 05 071 077 058 058

n 44 28 33 29 27 35 35 35 3 22 31 28 24 2 14 20
N°Outliers | 13 13 12 19 14 13 12 16 20 7 9 18 15 10 6 7
N° Alertas | 0 0 0 0 0 4 3 0 0 2 1 0 0 3 1 2
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Tabla 12. Diagrama de colores para definir los compuestos outliers (rojos),
alertas (naranjas) y los correlacionados correctamente (verdes) de los valores
de LOEC de la ECIV respecto a la toxicidad aguda en humano. Al final de la
tabla de colores se hace un resumen con el coeficiente de correlacién (R2), el
numero de compuestos con efecto (n), el niimero de outliers (N° Outliers ) y
el nimero de alertas (N° Alertas) para cada ensayo.

LOEC
e 3 LINEAS A-704 SHSY-5Y HEPG2
Acutexbase[“pepy [ gF ECIV | EF ECIV | EF ECIV | EF
1
2
3
4
5
6
8
9
10
11
12
13
14
16
17
21
28
29
30
2
33
34
37
38
39
41
2
44
46
48
51
53
54
55
57
60
63
64
66
67
76
77
80
91
2
RZ
n
N° Outliers 8 10 12 12 10 8 13 12
N° Alertas 11 10 6 6 3 3 4 4
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Figura 20. Correlacién entre los valores de LC50 humana, los valores de IC50 del
ensayo NRUrt (indicados mediante un circulo) y los valores de LOEC (indicados
mediante un triangulo) de los 13 compuestos identificados como outliers por el
ensayo NRUT en las células 3T3. A) Valores de LOEC-ECIV; B) Valores de LOEC-EF.
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Figura 21. Correlacién entre los valores de LC50 humana, los valores de LD50 en rata
(indicados mediante un circulo) y los valores de LOEC (indicados mediante un
triangulo) en los 12 compuestos identificados como outliers por el ensayo in vivo en
rata. A) Valores de LOEC-ECIV; B) Valores de LOEC-EF.
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Figura 22. Correlacién entre los valores de LC50 humana, los valores de LD50 en
ratén (indicados mediante un circulo) y los valores de LOEC (indicados mediante un
triangulo) en los 13 compuestos identificados como outliers por el ensayo in vivo en
ratén. A) Valores de LOEC-ECIV; B) Valores de LOEC-EF.

RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL | 132



A) 2 B) 2
1 1
- N 7.
g g - ot Ry
g2 72 i
g g il
o - o WA E
Z z g
< -4 < 4 7
= 2
S 5 =]
T T
g K § r
=7 ”os o6 et
-8 -8
94 9
-10 . -10
10 9 8 -7 6 5 4 3 -2 4 0 1 2 10 9 -8 -7 6 5 4 3 2 41 0 1 2
c) EC50 A-704 CALCIO Log (M) D) EC50 A-704 PMP Log (M)
" 1
., S 0 4
! B @ F%
o D .
8s g
% 4 % “ 32"
- Q
= =5 e
= 5
= :
8 8
9 a7 g
=74+ o
68 as -9
8 - 10
s I 6 5 4 3 2 A4 0 10 9 8 -7 6 5 4 3 2 4 0 1
E) EC50 SH-SY5Y CALCIO Log (M) F) EC50 SHSY-5Y PMP Log (M)
1
4 i, b3t 1 -
o2 g o = & L]
N Raa =Y ] I AT
o3 RV 4 o 07530 LI
b4 . o1, = §
e A £ il o
<33
3s o2t 2 593 i
2 "o 3 Pecr 11
0 34
g , G
A Y (L
9 8 7 6 5 4 3 2 4 0 1 10 9 8 7 -6 5 4 3 2 4 0 1

EC50 HEPG2 MMP Log (M)

EC50 HEPG2 PMP Log (M)

Figura 23. Correlacién entre los valores de EC50 de los EF con los valores de LC50 de
humano. (A) A-704 Ca 2+ vs LC50, (B) A-704 PMP vs LC50 (C) HEPG2 MMP vs LC50.
(D) HEPG2 PMP vs LC50. (E) SH-SY5Y Ca 2+ vs LC50, (F) SH-SY5Y PMP vs LC50.
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2.3.1. VALOR DE LAS LINEAS CELULARES DERIVADAS DE
ORGANOS DIANA CON RESPECTO A LOS CULTIVOS
PRIMARIOS.

Las lineas celulares son muy utilizadas como modelos in vitro en
estudios toxicolégicos. Presentan grandes ventajas como son la vida
media casi ilimitada, el crecimiento continuo, fenotipo estable, facil
disponibilidad, condiciones de cultivo sencillas y estandarizables
entre laboratorios. La robustez conferida al ensayo y la capacidad de
transferencia (80) fueron las caracteristicas decisivas para

incorporarlas a la estrategia de nuestro estudio.

Muchas sustancias no son téxicas originalmente sino a través de
derivados surgidos por su metabolizacién en el higado, y algunas
sustancias téxicas in vitro pueden ser detoxificadas por enzimas
hepaticos. Un gran inconveniente es que las células de hepatoma
humano expresan actividades de biotransformacién en un grado muy
limitado, e incluso si lo hacen, los niveles son muy bajos, con relacién
a la del higado adulto normal. Los niveles de disminucién de la
actividad se encuentran particularmente para las reacciones del
citocromo P450 involucradas en el metabolismo oxidativo de los

fdrmacos y xenobidticos.
Utilizando cultivos primarios las alteraciones inherentes a la

transformacién de las lineas celulares no entran en juego, en cambio

la gran desventaja es la gran variabilidad entre donantes.
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Para nuestro estudio la desventaja fundamental de utilizar cultivos
primarios fue el encarecimiento en costes, hubiera sido inviable
trabajar con cultivos primarios por no poder expandir las células y la

necesidad de sembrar un nuevo explante en cada experimento.

En estudios més recientes de nuestro laboratorio para el desarrollo de
un proyecto coordinado con la industria farmacéutica (Proyecto
Melius, http://www .noscira.com/historia.php) se puso a punto una
estrategia citomica que incluia el uso de cultivos primarios. El
objetivo del Proyecto Melius fue la bisqueda de biomarcadores y
técnicas que permitieran una mejor prediccion de la seguridad y de la
toxicidad de nuevos fdrmacos antes de comenzar su desarrollo clinico
en humanos. La estrategia citémica inclufa un conjunto de anélisis
citémicos de estrés oxidativo, un ensayo convencional de toxicidad in
vitro (MTT) y un ensayo por bioimagen de alto contenido en
miniatura (InCell Analyzer1000), en hepatocitos de disponibilidad
comercial, aislados de tres especies diferentes: humanos, mono

Cynomolgus y rata (82), (83).
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3. ANALISIS DE LA POTENCIA DE LA ECIV PARA CLASIFICAR
LOS COMPUESTOS DE ACUERDO CON LOS CRITERIOS DEL
SISTEMA GHS.

3.1 APLICACION DE UNA ESTRATEGIA BASADA EN LA
BIOINFORMATICA PARA LA ORDENACION DE LOS
COMPUESTOS QUIMICOS EN CLASES DE TOXICIDAD
HUMANA SIMILARES A LAS DEFINIDAS POR EL SISTEMA
GHS.

El nuevo reglamento europeo CLP sobre clasificacién, etiquetado y
envasado de sustancias y mezclas quimicas ha introducido en la
Union Europea el sistema global GHS de clasificaciéon de compuestos
segun su posible riesgo de toxicidad para los seres humanos. Como
se ha descrito en el apartado de Introduccién, el sistema GHS aborda
la clasificacién de los productos quimicos que pueden acceder al
organismo por ingestion, segiin su riesgo de toxicidad aguda in vivo,
estableciendo diferentes categorias basadas en los valores de LD50 en

rata (36).

Para determinar si los indicadores de toxicidad in vitro definidos por
la ECIV pueden ser de relevancia para establecer un sistema de
clasificacion toxica, en consonancia con los criterios del sistema GHS,
se ha procedido a establecer la capacidad de cada ensayo para
clasificar correctamente un compuesto en su clase de toxicidad,

definida por los intervalos del sistema GHS. Dado que el presente
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estudio experimental se ha realizado sobre lineas celulares de origen
humano, se han adaptado las categorias del sistema GHS, basadas en
las LD50 en rata, a intervalos equivalentes, transformados por los
valores de LC50 en humanos. Esta transformacién ha supuesto que
s6lo se ha podido abordar la clasificacién de los 45 compuestos (de la
biblioteca de 57 xenobidticos estudiados inicialmente en este trabajo),
para los que se encuentran disponibles los valores de referencia

bibliogréficos de LC50 en humanos.

Para evaluar la capacidad de clasificaciéon de los ensayos de la ECIV,
comparandola con la de otros ensayos de referencia de toxicidad in
vitro (NRUr) e in vivo (ensayos de LD50 en rata y en ratén), se ha
seguido una estrategia basada en herramientas bioinformaéticas y
algoritmos matemdticos. La gran cantidad de datos a comparar es
dificil de analizar e integrar para su comprensién y aprovechamiento
(“data mining”). Por ello, hemos aplicado en nuestro estudio la nueva
herramienta del agrupamiento jerarquizado, como método de gran
relevancia para la extraccion de informaciéon de matrices de datos

masivos.

En la préactica, se ha creado una matriz de datos, con los ensayos
individuales dispuestos en filas y los compuestos individuales
dispuestos en columnas. A continuacién, se ha ordenado
jerdrquicamente la matriz de datos mediante el software
bioinformatico empleado, disponiendo los 45 compuestos por su
orden creciente de LC50, es decir, de més toxicos a menos tdxicos.

Esta ordenacion se ha visualizado mediante una escala de colores,
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que va desde el color rojo para los compuestos més téxicos, al color
verde, para los menos téxicos. De esta manera al comparar con las
LC50 en humanos los valores de IC/EC50 obtenidos en los ensayos in
vitro, o los valores de LD50 de los ensayos animales in vivo, se puede
observar rdpidamente, por las coincidencias o discrepancias en el
color qué compuestos producen valores de IC50, EC50 o LD50 mas
préoximos a sus correspondientes LC50 en humanos. Si aparecen
compuestos identificados por el correspondiente ensayo con el color
verde en una columna de LC50 de color rojo (clase 1), dichos
compuestos estaran mal clasificados por el ensayo en cuestion y se
identificardin como outliers. Pero si aparecen compuestos
identificados por color rojo en columnas de LC50 de baja toxicidad,
identificados por el color verde (clase 4 y 5) se estardn identificando

como alertas y podrian revelar vias de toxicidad.

Como se observa en la Figura 24, al tomar como referencia los valores
de LC50 en humanos (Sjostrom et al. 2008), los compuestos aparecen
clasificados segtin los criterios del sistema GHS, tal como se ha
mostrado en la Tabla 7 del apartado de Metodologia. A partir de este
tnico anélisis se puede obtener informacién directa sobre los
compuestos correctamente correlacionados, asi como sobre los
compuestos identificados como outliers o alertas. Por otra parte, y
como se comentard més adelante, este tipo de andlisis basado en la
Bioinformdtica permite andlisis mds especificos, centrados en
subpoblaciones de compuestos (por ejemplo, outliers) o en aspectos

mecanisticos (por ejemplo, procesos de toxicidad érgano-especifica).
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Figura 24. Ordenacion de los compuestos del estudio segiin su valor
creciente de LC50. Se muestran en rojo los compuestos mas téxicos; en verde
los compuestos menos téxicos y en blanco los compuestos sin efecto. En las
columnas se colocan los compuestos y en las filas los valores de IC/EC50 de
los 25 test del Ensayo Citémico, las IC50 del test in vitro NRU por 3T3, las
LD50 de los test in vivo en rata y ratén y las LC50 de humano.
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3.2. VALIDACION ESTADISTICA DE LA ORDENACION DE
LOS COMPUESTOS QUIMICOS EN CLASES DE TOXICIDAD
HUMANA SIMILARES A LAS DEFINIDAS POR EL SISTEMA
GHS.

La primera aproximacién estadistica a esta forma de ordenar los
datos toxicolégicos es comparar la capacidad de clasificacion correcta
por parte de la ECIV con la proporcionada por el resto de ensayos de

referencia de toxicidad in vivo e in vitro.

Un modelo de clasificacién es una funcién que permite decidir cudles
de un conjunto de datos estan relacionados o no por pertenecer a un
mismo tipo o clase. El resultado del clasificador o del diagnéstico
puede ser un ntiimero real (valor continuo), en cuyo caso el limite del
clasificador entre cada clase debe determinarse por un valor umbral
(por ejemplo, para determinar si la toxicidad in vitro de un compuesto
quimico se encuentra dentro de los limites de las clases de toxicidad
definidos por el sistema GHS), o puede ser un resultado discreto que
indica directamente una de las clases (por ejemplo, si la toxicidad in
vitro de un compuesto quimico permite clasificarlo correctamente
dentro de la correspondiente categoria GHS). Para este tipo de
determinacién hemos aplicado el concepto de curvas ROC. Las
curvas ROC (acréonimo de Receiver Operating Characteristic) se

desarrollaron durante la Segunda Guerra Mundial como un sistema
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para evaluar la eficacia en la detecciéon de objetos enemigos en

campos de batalla mediante pantallas de radar (84).

El andlisis ROC se aplica frecuentemente en Medicina en contextos de
diagndstico clinico o de estudios epidemiolégicos. Por ejemplo, para
comparar dos pruebas diagnoésticas distintas, se recurre a las curvas
ROC, ya que es una medida global e independiente del punto de

corte.

El indicador més utilizado en muchos contextos es el area bajo la
curva ROC o AUC. Este indice se puede interpretar como la
probabilidad de que un clasificador ordene un resultado positivo
elegido aleatoriamente mejor que un resultado negativo. Se puede
demostrar que el drea bajo la curva ROC es equivalente a la Prueba
de Mann-Whitney, una prueba no paramétrica aplicada a dos

muestras independientes.

La comparacién entre dos pruebas se realiza mediante la
comparacién de sus respectivas AUC de ambas pruebas. Este drea
posee un valor comprendido entre 0,5 y 1, donde 1 indica un valor
diagndstico perfecto y 0,5 es una prueba sin capacidad
discriminatoria diagnoéstica. Asi, por ejemplo, si el AUC para una
prueba diagnéstica es de 0,75 significa que existe un 75% de
probabilidad de que el diagnoéstico realizado a un enfermo sea maés
correcto que el de una persona sana escogida al azar. En una

comparaciéon entre pruebas diagnodsticas o, como en nuestro caso,
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entre ensayos de clasificacion de toxicidad, la prueba o ensayo mejor,

seria el que presente un AUC mayor.

En nuestro contexto, se ha reemplazado el sistema de clasificacién
binario tipico (bien diagnosticado/mal diagnosticado), por un
sistema binario adecuado a la clasificaciéon de riesgo de toxicidad
quimica en humanos, basado en el sistema GHS. Para ello se
introducen los conceptos toxicolégicos experimentales de compuesto
bien clasificado en su clase téoxica GHS por el ensayo de toxicidad
(Verdaderos Positivos, o VP), compuestos alerta en el ensayo de
toxicidad (Falsos Positivos o FP), compuestos outliers en el ensayo de
toxicidad (Falsos Negativos o FN) y compuestos bien clasificados
como no téxicos por el ensayo de toxicidad (Verdaderos Negativos o
VN). De esta forma, la informacién que van a proporcional las curvas
ROC mediante la determinaciéon de los indices AUC es la
probabilidad que tiene un ensayo en concreto de clasificar el
compuesto en la clase correcta segtn el Reglamento GHS. La razén
de VP equivale a la sensibilidad de la prueba y se representa en el eje
de las abscisas y la razén de FP equivale a 1-Especificidad de la
prueba y se representa en el eje de ordenadas. En el espacio ROC los
puntos en las coordenadas (0,1) corresponden a una clasificacién
perfecta, ningtn falso negativo. La diagonal divide el espacio ROC y
se denomina la linea de no discriminacién, los puntos que quedan en
la parte izquierda superior representan los puntos que clasifican
mejor que al azar y los que quedan por debajo de la diagonal los que

clasifican peor que al azar.
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Una de las dificultades a la hora de analizar las curvas ROC de
nuestros resultados fue que los datos bibliogréficos para los valores
de LC50 (humano) y de LD50 (rata y ratén) no estaban disponibles
en los 57 compuestos a analizar. Por ello, al comparar los ensayos de
la ECIV con el ensayo normativo in vitro de RNUr se consideraron
Unicamente los 45 compuestos para los que se encontraban
disponibles los valores de LC50. Por otra parte, para comparar los
ensayos de la ECIV con los valores de LD50 en rata y ratéon se
tuvieron que eliminar del andlisis los compuestos en los que no
estaban disponibles los valores de LC50 o de LD50. En la Tabla 6 se
detallan los valores disponibles en humano, en rata y ratéon. De esta

forma, se realizaron 3 andlisis comparativos de curvas ROC.

321 COMPARACION DE LA ECIV CON EL ENSAYO
NORMATIVO IN VITRO NRUt EN CUANTO A LA CAPACIDAD
DE CLASIFICACION DE COMPUESTOS SEGUN SU
TOXICIDAD EN HUMANOS MEDIANTE LOS CRITERIOS GHS.

En este primer andlisis para un total de 45 compuestos (Tabla 13), el
ensayo NRUr en las células 3T3 muestra los indices de AUC mas
bajos (0,559-0,635) para la clasificacién correcta en cada una de las
clases 1-4 de las categorias GHS de riesgo adaptadas a los valores de
toxicidad en humanos. Por el contrario, el indice AUC para la

clasificacion en la clase 5 de toxicidad alcanza un valor (0,964) muy
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cercano al valor 1, indicando una excelente capacidad de clasificacién.
Los resultados de este andlisis se entienden en la préctica como que el
ensayo in vitro NRUTr tiene, por ejemplo, un 55,9% de probabilidades
de clasificar correctamente un compuesto quimico de la clase 1,
mientras que hay una probabilidad del 95,7% de que dicho ensayo

clasifique correctamente un compuesto de la clase 5.

En el reglamento GHS de etiquetado de compuestos quimicos, las
clases 1 y 2 comparten el pictograma de riesgo (una calavera), la
palabra de sefalizacion (peligro) y la calificacién cualitativa de riesgo
por ingestiéon (mortal). Cuando se consideran en conjunto las clases
1+2 se puede observar que el indice AUC mejora (0,743) los indices
AUC para las clases individuales 1 o 2, pero no se acerca al valor

excelente de la clasificacion por el ensayo NRUTr para la clase 5.

Con respecto a los ensayos de la ECIV, los indices AUC se comportan
de forma similar a los indices del ensayo NRUr, en cuanto a la mejor
capacidad de clasificacion para la clase 5 que para las clases
individuales 1 a 4, asi como la mejor clasificaciéon para las clases 1+2
que para cada una de ellas por separado. La mejor capacidad de
clasificacion es la que proporciona el valor de LOEC para el conjunto
de Ensayos Funcionales de la ECIV, que supera incluso (AUC=0, 964)
al mejor valor del ensayo NRUr (AUC=0,957). Igualmente, al
considerar las clases 1+2 juntas, tanto el valor de LOEC de la ECIV
completa (AUC=0,811) como el del conjunto de Ensayos Funcionales

(AUC= 0,791) superan la capacidad de clasificacién del ensayo de
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NRUTr. La consideracién de los valores de LOEC para la ECIV en cada
una de las lineas celulares por separado mejora la del conjunto total
de la ECIV. No es asi para los Ensayos Funcionales en cada linea
individual, que no mejoran la del conjunto de las tres lineas. Por
altimo, los valores de IC50/EC50 de cada ensayo en cada linea
presentan indices de AUC mads bajos que los correspondientes indices
de los ensayos agrupados por linea o por ECIV. Se mantiene la
tendencia a clasificar mejor los compuestos en la clase 5 y la mejoria
de clasificacién de las clases 1+2 con respecto a la clasificaciéon en
cada una de dichas clases por separado. La Tabla 13 muestra en
resumen los ensayos de la ECIV que mejoran la clasificacion de los

compuestos con respecto al ensayo NRUT.

Para los compuestos de mayor toxicidad (clase 1), el 52% de los
ensayos de la ECIV presentan una probabilidad mayor que el ensayo
NRUTr de clasificar el compuesto de forma correcta. En la clase 2 se
reduce a un 28,5% la probabilidad de clasificarlo. Los compuestos que
pertenecen a las clases 3 y 4 se clasifican mejor utilizando el ensayo
de NRUT en las células 3T3. En la clase 5, correspondiente a los
compuestos no téxicos, tnicamente los valores de LOEC de los
Ensayos Funcionales mejoran la probabilidad del 95,7% que obtiene
el ensayo NRUT, como se observa en la Tabla 14. Pero es en la
clasificacion de esta clase donde se obtienen indices AUC mas altos.
Aunque éstos no superan los del ensayo de referencia in vitro, se
comprueba que el 90% de los ensayos de la ECIV clasificarfan un

compuesto de la clase 5 con una probabilidad mayor del 70%.
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Estos resultados confirman que los indicadores de toxicidad LOEC de
los Ensayos Funcionales, son los que mayor valor predictivo y de
clasificacion alcanzan dentro de la ECIV. Alcanzando un indice de
determinacion (R?) ligeramente superior al ensayo de NRUr en las
células 3T3, reduciendo y mejorando un mayor ntimero de outliers y
clasificando mejor que el ensayo de NRUr los compuestos de la clase

1,5, ylaclase 1+ 2.

Es importante resaltar que la ECIV alcanza su mayor capacidad de
clasificacién correcta en los compuestos agrupados en la clase de
toxicidad 5 del sistema CLP, que incluye los compuestos con una
toxicidad aguda en humanos (LD50) superior a 2000 mg/Kg, es decir,
compuestos quimicos no téxicos a los que no se asigna ningtn
pictograma ni mensaje de seguridad. El hecho de que la ECIV parece
identificar con mds eficacia los compuestos no toéxicos apoya su
inclusién en las estrategias integradas para la prediccion de toxicidad
aguda humana (85), concretamente en las primeras etapas
experimentales, para poder descartar los compuestos no téxicos y no
someterlos al conjunto total de ensayos y célculos que requiere la

aplicacion de la estrategia completa.
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Tabla 13. Valores de AUC para cada clase definida por la GHS. Ademds se muestra
un indice de AUC agrupando las clases 1 y 2, que coinciden en el pictograma
(calavera), la palabra de sefializacién (peligro) y tipo de riesgo en caso de ingestién
(mortal).

CLASE 1 CLASE 2 CLASE 3 CLASE 4 CLASE 5 CLASE 1+2
0-5 mg/L 5-50 mg/L  50-300 mg/L 300-2000 mg/L >2000 mg/L  0-50 mg/L

TEORICOS NRU;-3T3 0,559 0,614 0,654 0,635 0,957 0,743
ECIV

LOEC 0,692 0,536 0,622 0,558 0,863 0,811
EF 0,661 0,536 0,609 0,571 0,964 0,791

A4 LOEC-ECIV 0,667 0,679 0,479 0,519 0,895 0,748
LOEC-EF 0,531 0,593 0,564 0,447 0,895 0,608
LOEC-ECIV

SH.SY5Y 0,539 0,579 0,479 0,447 0,889 0,690
LOEC-EF 0,594 0,579 0,506 0,551 0,827 0,620
LOEC-ECIV

HEPG2 0,577 0,557 0,609 0,558 0,907 0,710
LOEC-EF 0,531 0,593 0,506 0,447 0,870 0,608
NRU, 0,531 0,557 0,551 0,461 0,725 0,570
PI

A704 0,531 0,621 0,577 0,434 0,725 0,615
Ca™* 0,639 0,679 0,551 0,506 0,888 0,717
PMP 0,622 0,664 0,434 0,590 0,845 0,755
NRU, 0,594 0,579 0,447 0,564 0,788 0,620
PI

SH.SYSY 0,500 0,529 0,622 0,434 0,775 0,635
Ca** 0,591 0,593 0,590 0,519 0,782 0,704
PMP 0,480 0,529 0,408 0,487 0,720 0,575
NRU, 0,531 0,621 0,492 0,447 0,713 0,570
PI 0,531 0,571 0,590 0,474 0,663 0,596

HEPG2 Ca™* 0,563 0,507 0,474 0,487 0,613 0,570
PMP 0,514 0,514 0,538 0,545 0,770 0,601
MMP 0,563 0,493 0,603 0,461 0,670 0,589
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Tabla 14. Resumen de los ensayos de la ECIV que mejoran la clasificacion de los
compuestos segtn las clases del reglamento GHS, comparado con el ensayo NRUT

en las células 3T3.

PELIGRO

MORTAL

PELIGRO

MORTAL

PELIGRO

MORTAL

Sin pictograma
Sin palabra de sefializaciéon

Sin tipo de peligro

CLASEI [0-5] mg/L

CLASEII [5-50] mg/L

CLASE 1+2 [0-50] mg/L

CLASE V >2000 mg/L

LOEC-ECIV A704_LOEC-ECIV LOEC-ECIV LOEC-EF
LOEC-EF A704 PI LOEC-EF

A-704_LOEC-ECIV  |A704 Ca2+ A-704_LOEC-ECIV
SH-SY5Y_LOEC-EF |A704 PMP A-704 PMP

HEPG2_LOEC-ECIV |HEPG2 NRUL

A704 Ca2* HEPG2 PI

A704 PMP

SH-SY5Y NRUL
SH-SY5Y Ca2+
HepG2 Ca2+
HepG2 MMP

3.2.2 COMPARACION DE LA ECIV CON EL ENSAYO DE
TOXICIDAD IN VIVO EN RATA EN CUANTO A LA
CAPACIDAD DE CLASIFICACION DE COMPUESTOS SEGUN
SU TOXICIDAD EN HUMANOS MEDIANTE LOS CRITERIOS
GHS.

El segundo andlisis comparativo, con un total de 33 compuestos para
los que se dispone de los valores de LC50 en humano y de LD50 en
rata, se dirige a evaluar qué ensayos de la ECIV logran clasificar
mejor o peor que el test in vivo en rata con respecto a la toxicidad

aguda en humano.
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Como se deduce de la Tabla 15, el 95% de los ensayos de la ECIV
tienen una probabilidad mayor que el test in vivo en rata de clasificar
de manera correcta los compuestos de la clase 1. Los compuestos
pertenecientes a la clase 2 también son clasificados con una
probabilidad mayor que el test in vitro en rata por un 62% de los
ensayos de la ECIV. De la misma forma que pasaba al comparar los
indices de AUC con ensayo de NRUr en las células 3T3, las clases 3 y
4 son las que peor clasifica la ECIV. En el caso concreto de la clase 3,
el dnico ensayo que tiene un indice de AUC mayor que el obtenido
por el ensayo in vivo en rata es el ensayo de yoduro de propidio en
SH-SY5Y, con un valor de 0,695. Con respecto a la clase 5, mientras
que la LD50 en rata tiene una probabilidad del 81% de clasificar
correctamente un compuesto en esta clase, ningtin ensayo de la ECIV
alcanza dicho valor, pero mas de la mitad de los ensayos (52%)
obtienen un indice AUC superior o igual a 0,7. Por otra parte, el 33%
de los ensayos de la ECIV clasifican los compuestos incluidos en las
clases conjuntas 1+2, con una probabilidad mayor que la alcanzada

utilizando las LD50 en rata.
La Tabla 16 resume los ensayos de la ECIV que mejoran la

clasificacion de los compuestos con respecto al ensayo de toxicidad in

vivo en rata.
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Tabla 15. Valores de AUC (tomando los valores de los 33 compuestos con datos
bibliograficos disponibles en humano y rata) para cada clase definida por la GHS. Y
un indice de AUC agrupando las clases 1 y 2, que coinciden en el pictograma
(calavera), la palabra de sefializacién (peligro) y tipo de riesgo en caso de ingestion
(mortal).

CLASE1 CLASE2 CLASE3 CLASE 4 CLASE5 CLASE 1+2
0-5mg/L  5-50 mg/L  50-300 mg/L 300-2000 mg/L >2000 mg/L  0-50 mg/L

TEORICOS LD50 RATA 0,500 0,546 0,651 0,639 0,811 0,633
ECIV

LOEC 0,613 0,457 0,580 0,500 0,746 0,761
EF 0,600 0,646 0,604 0,491 0,804 0,611

A0 LOEC-ECIV 607 0,629 0,456 0,444 0,757 0,683
LOEC-EF 0,550 0,664 0,604 0,463 0,696 0,606
LOEC-ECIV

SH.SY5Y 0,535 0,446 0,437 0,463 0,586 0,583
LOEC-EF 0,600 0,646 0,571 0,454 0,786 0,611
LOEC-ECIV

HEPG2 0,550 0,457 0,599 0,565 0,757 0,650
LOEC-EF 0,550 0,664 0,571 0,426 0,679 0,606
NRU, 0,550 0,682 0,604 0,463 0,679 0,572

A704 PI 0,550 0,682 0,624 0,426 0,696 0,633
ca™ 0,578 0,646 0,547 0,426 0,839 0,644
PMP 0,628 0,646 0,404 0,611 0,721 0,678
NRU, 0,600 0,646 0,500 0,472 0,750 0,611
PI

SH.SY5Y ) 0,500 0,546 0,695 0,407 0,732 0,633
Ca™* 0,578 0,464 0,585 0,528 0,632 0,606
PMP 0,457 0,446 0,365 0,500 0,596 0,483
NRU, 0,550 0,664 0,571 0,426 0,679 0,606
PI 0,550 0,600 0,624 0,481 0,607 0,567

HEPG2 Ca™ 0,550 0,464 0,462 0,500 0,589 0,539
PMP 0,500 0,429 0,547 0,546 0,632 0,511
MMP 0,500 0,529 0,624 0,444 0,579 0,606
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Tabla 16. Resumen de los test del Ensayo Citémico que mejoran la clasificacion de
los compuestos segtin las clases del reglamento GHS, comparados con el test in vivo

en rata (LD50).

PELIGRO

MORTAL

PELIGRO

MORTAL

PELIGRO

TOXICO

PELIGRO

MORTAL

CLASEI [0-5] mg/L

CLASE II [5-50] mg/L

CLASE III [50-300] mg/L

CLASE 1+2 [0-50] mg/L

LOEC-ECIV
LOEC-EF
A704_LOEC-ECIV
A704_LOEC-EF
SH-SY5Y_LOEC-ECIV
SH-SY5Y_LOEC-EF
HEPG2_LOEC-ECIV
HEPG2_LOEC-EF
A704 NRUL

A704 PI

A704 Ca™*

A704 PMP

SH-SY5Y NRUL
SH-SY5Y PI
SH-SY5Y Ca®*
HepG2 NRUL
HepG2 PI

HepG2 ca™*

HepG2 PMP

HepG2 MMP

LOEC-ECIV
A704_LOEC-ECIV
A704_LOEC-EF
SH-SY5Y_LOEC-EF
HepG2_LOEC-EF
A704 NRUL

A704 PI

A704 Ca**

A704 PMP
SH-SY5Y NRUL
SH-SY5Y PI
HepG2 NRUL
HepG2PI

SH-SY5Y PI

LOEC-ECIV
A704_LOEC-ECIV
HepG2_LOEC-ECIV
A704 PI

A704 Ca**

A704 PMP
SH-SY5Y PI
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3.2.3 COMPARACION DE LA ECIV CON EL ENSAYO DE
TOXICIDAD IN VIVO EN RATON EN CUANTO A LA
CAPACIDAD DE CLASIFICACION DE COMPUESTOS SEGUN
SU TOXICIDAD EN HUMANOS MEDIANTE LOS CRITERIOS
GHS.

El tercer andlisis con un total de 28 compuestos se dirige a evaluar
qué ensayos de la ECIV logran clasificar mejor o peor que el test in

vivo en ratén con respecto a la toxicidad aguda en humano.

De los datos de la Tabla 17, se deduce que los ensayos de la ECIV
obtienen mejores indices de AUC con respecto a los alcanzados por el
test in vivo en ratén en las clases 1y 2. Asi, en la clase 1 el 52% y en la
clase 2 el 71% de los ensayos de la ECIV clasifican mejor los
compuestos que el test in vivo en ratén. Sin embargo, y como sucedia
en las comparaciones anteriores, en las clases 3 y 4 se obtienen
mejores resultados con el test in vivo. En la clase 5 solo 2 ensayos
mejoran a las LD50 en ratén, pero en general se obtienen buenos
resultados y el 62% de los ensayos de la ECIV logran clasificar de
forma correcta con una probabilidad superior al 70% los compuestos
de dicha clase.

La Tabla 18 muestra en resumen los ensayos de la ECIV que mejoran
la clasificacién de los compuestos con respecto al ensayo de toxicidad

in vivo en raton.
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Tabla 17. Valores de AUC (tomando los valores de los 28 compuestos con datos
bibliograficos disponibles en humano y ratén) para cada clase definida por la GHS. Y
un indice de AUC agrupando las clases 1 y 2, que coinciden en el pictograma
(calavera), la palabra de sefializacién (peligro) y tipo de riesgo en caso de ingestién
(mortal).

CLASE1 CLASE2 CLASE 3 CLASE 4 CLASE 5 CLASE 1+2
0-5mg/L  5-50 mg/L  50-300 mg/L 300-2000 mg/L >2000 mg/L  0-50 mg/L

TEORICOS LD50 RATON 0,500 0,538 0,880 0,697 0,813 0,600

LOEC ECIV 0,699 0,553 0,713 0,500 0,833 0,856
EF 0,556 0,598 0,460 0,470 0,792 0,628

A4 LOEC-ECIV 0,614 0,659 0,587 0,455 0,750 0,756
LOEC-EF 0,500 0,598 0,460 0,432 0,708 0,595
LOEC-ECIV

SH-SY5Y 0,503 0,538 0,360 0,455 0,667 0,628
LOEC-EF 0,556 0,621 0,460 0,470 0,771 0,595
LOEC-ECIV

HEPG2 0,556 0,553 0,527 0,561 0,875 0,695
LOEC-EF 0,500 0,598 0,480 0,477 0,646 0,595
NRU, 0,500 0,621 0,460 0,455 0,667 0,562

- PI 0,500 0,621 0,627 0,432 0,708 0,633
Ca** 0,585 0,659 0,607 0,432 0,854 0,690
PMP 0,640 0,682 0,440 0,598 0,729 0,762
NRU, 0,556 0,621 0,460 0,492 0,750 0,595
PI

SH.SY5Y 0,500 0,538 0,607 0,409 0,729 0,600
Ca** 0,529 0,538 0,440 0,515 0,750 0,595
PMP 0,474 0,432 0,380 0,500 0,563 0,562
NRU, 0,500 0,621 0,460 0,477 0,646 0,562
PI 0,500 0,561 0,627 0,477 0,625 0,567

HEPG2 Ca** 0,500 0,561 0,460 0,477 0,604 0,495
PMP 0,500 0,477 0,360 0,538 0,729 0,533
MMP 0,556 0,492 0,627 0,477 0,708 0,628
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Tabla 18. Resumen de los ensayos de la ECIV que mejoran la clasificacion de los
compuestos segiin las clases del reglamento GHS, comparados con el test in vivo en

ratén (LD50).

PELIGRO
MORTAL

PELIGRO
MORTAL

CUIDADO
TOXICO

O

PELIGRO
MORTAL

CLASETI [0-5] mg/L

CLASEII [5-50] mg/L

CLASE V >2000 mg/L

CLASE 1+2 [0-50] mg/L

LOEC-ECIV
LOEC-EF
A-704_LOEC-ECIV
SH-SY5Y_LOEC-ECIV
SH-SY5Y_LOEC-EF
HepG2_LOEC-EF
A-704 Ca™*

A-704 PMP

SH-SY5Y NRUL
SH-SY5Y Ca”*

HepG2 MMP

LOEC-ECIV
LOEC-EF
A704_LOEC-ECIV
A704_LOEC-EF
SH-SY5Y_LOEC-EF
HepG2_LOEC-ECIV
HepG2_LOEC-EF
A-704 RNUL

A-704 PI

A-704 Ca™

A-704 PMP
SH-SY5Y NRUL
HepG2 NRUL
HepG2 PI

HepG2 Ca”*

LOEC-ECIV
HepG2_LOEC-ECIV

LOEC-ECIV
LOEC-EF
A704_LOEC-ECIV
A704_LOEC-EF
SH-SY5Y_LOEC-ECIV
SH-SY5Y_LOEC-EF
HEPG2_LOEC-ECIV
A-704 PI

A-704 Ca”*

A-704 PMP

HepG2 MMP
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3.2.4 ANALISIS POR AGRUPAMIENTO JERARQUICO DE LOS
13 COMPUESTOS OUTLIERS POR EL ENSAYO NRUr EN LAS
CELULAS 3T3.

El anélisis por agrupamiento jerarquizado muestra dos cluster
diferenciados. En el principal sub-claster se agrupan las LC50 de
humano y los indicadores de toxicidad LOEC de la ECIV, quedando
el ensayo de NRUren las células 3T3 disociado del resto. El indicador
de toxicidad que maés se aproxima a los valores de LC50 de humano
es el valor LOEC en la linea celular HepG2, seguido de los valores de

los indicadores de toxicidad en la linea A704 y SH-SY5Y (Figura 25).

—

Figura 25. En las columnas se muestran los 13 compuestos outliers con el ensayo
NRUTr en las células 3T3 y en las filas los valores LOEC de la ECIV, las LC50 de
humano y las IC50 del ensayo NRUTr en las células 3T3.

-
TN =]

I 1Cc50 WRIT 373
LCO0 HOAI0

HeawG2 LOEC-EF
HenG2 LOEC-ECIV
704 LOEC-EF
AT704 LOBC-ECIV
LOEC-EF
LOEC-ECTV
SH-5¥-3Y LOEC-EE

SH-8¥-5Y LOEBC-ECTV
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32.5 ANALISIS POR AGRUPAMIENTO JERARQUICO
DESCARTANDO LOS COMPUESTOS NO DETECTADOS POR
LA ECIV.

Hemos realizado un andlisis de agrupamiento jerdrquico,
descartando los 5 compuestos outliers en el ensayo NRUr que no
fueron detectados por la ECIV, en concreto monohidrato de sulfato
de atropina (#5), nicotina (#3), lindano (#34), paration (#38) y etileno
glicol (#54). En este subconjunto de compuestos, el andlisis del claster
revela 4 ramas del dendrograma, tal como se muestra en la Figura 26,
agrupando los valores LOEC-ECIV, LOEC-EF y los valores de LC50
de humano en una rama. Es decir, que los indicadores de toxicidad
LOEC son los valores que més se aproximan en la predicciéon de la
toxicidad aguda en humanos. El segundo y tercer subconjunto
corresponden a los valores de toxicidad in wvivo e in wvitro
respectivamente, encontrdndose a la misma distancia de la rama

principal.

Si se desglosa el cltster y se observan exclusivamente los indicadores
LOEC-ECIV y LOEC-EF, se observa (Figura 27) que todos los
compuestos pertenecientes a la clase 1 y 2 estdn bien clasificados,
exceptuando el selenato de sodio (#91) y la carbamazepina (#5) que
aparecen con menor toxicidad in vitro que in vivo. El selenato de sodio
(#91) aunque sea un outlier en el valor LOEC-EF, si estd bien

clasificado por LOEC-ECIV.

RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL | 156



Los compuestos pertenecientes a esta clase son los mds criticos, ya
que son los mds toxicos y los que deben de estar bien identificados
para su correcto etiquetado. A partir de la clase 3 se pueden
identificar diferentes alertas, correspondientes a los compuestos:
dibromuro diquat (#44), pentaclorofenol (#13), 4acido 24-
diclofenoxiacético (#77) y alcohol isopropilico (#10). A la vista de los
resultados son los indicadores de toxicidad LOEC-ECIV los que
mejor clasifican los compuestos en relacion al ensayo NRUr en las

células 3T3 y los ensayos in vivo en rata y raton.

HeoG2 LOEC-EF
HeoG2 LOEC-ECTV
LOEC-EF

LOBC-ECTV
SH-SY-5Y LOEC-ECIV
SH-SY-5Y LOEC-EF
AT04 LOEC-EF

A704 LOEC-ECIV
LC50 HUMANO

IC50 NRUT 3T3

LDSD RATA

LDS0 RATON

Figura 26. Andlisis por agrupamiento jerdrquico de las LD50 en rata y ratén,
las IC50 del ensayo NRUr en las células 3T3 y las LC50 de humano, los
indicadores de toxicidad LOEC-ECIV y LOEC-EF de la ECIV.

CLASE I CLASE I CLASEIV |CLASEV

P o B R~ o POt d

1 ﬂ LOEC-EF

_ LOEC-ECTV

i LCS0 HUMARD

Figura 27. Anélisis por agrupamiento jerarquico donde se muestra en las
columnas los compuestos y en las filas los valores LOEC-ECIV, LOEC-EF y
las LC50 de humano
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3.2.6 ANALISIS POR AGRUPAMIENTO JERARQUICO DE LOS
COMPUESTOS CON TOXICIDAD ORGANO-ESPECICA.

Al seleccionar los compuestos neurotoxicos se generan 4 ramas del
dendrograma, donde el ensayo de NRUr en las células 313, los
indicadores LOEC de los Ensayos Funcionales en el hepatoma
humano y los ensayos in vivo de rata y ratén no muestran similitud
con los valores de LC50 en humano. Son los indicadores de toxicidad
LOEC en la linea celular A704, seguidos de los indicadores de
toxicidad LOEC de la ECIV completa y en la linea celular SH-SY5Y.
Los valores de LOEC en la linea celular HepG2 y los valores in vivo e

in vitro son los ensayos més alejados de los valores de humano.

Tampoco podemos afirmar con seguridad que la ECIV detecte
toxicidad neurotdxica, ya que en este andlisis se han descartado los 5
compuestos outlier en el ensayo NRUr que la ECIV no consigue
detectar. Pero si se puede sefialar que los indicadores LOEC de la
ECIV en las lineas SH-SY5Y y A704 serian buenos candidatos para

incluir como ensayos en un cribado de compuestos neurotéxicos.

Cuando se seleccionan en el andlisis tnicamente los compuestos
hepatotéxicos, exceptuando lindano (#34) y paration (#38), se
observa que los valores de toxicidad in vivo en rata y ratén (LD50) se
agrupan en una rama del drbol y las LC50 de humano y los valores de

los ensayos in vitro se agrupan en una segunda rama. En el
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agrupamiento de los compuestos hepatotdxicos, las lineas celulares
que mds se aproximan a los valores de toxicidad humana son A704 y
Hep-G2, seguidas de la linea SH-SY5Y. Todos los indicadores de
toxicidad de la ECIV mejoran el ensayo NRUren las células 3T3.

LD50 RATA
LD50 RATON

| |

| HenG2 LOEC-EF
HenG2 LOBC-ECTV
5H-5Y-5Y LOEC-EF

8 SH-SY-5Y LOEC-ECIV
LOEC-EF
LOEC-ECTV
=
| |

A704 LOEC-EF
A704 LOEC-ECIV
LC50 HUMARO
IC50 NRUT 3T3

Figura 28. Andlisis por agrupamiento jerdrquico. En las columnas se
muestran los compuestos neurotoxicos (81) y en las filas los valores de LD50
en rata y ratén, las IC50 del ensayo NRUr en las células 3T3, las LC50 de
humano y los indicadores de toxicidad LOEC-ECIV y LOEC-EF de las lineas
celulares A-704, SH-SY5Y y HepG2.

e HenG2 LOEC-ECIV
- HenG2 LOEC-EF

LC350 HUMANO

— AT704 LOEC-EF
A704 LOEC-ECTIV
. SH-SY-5Y LOEC-ECTV
—E SH-SY-5Y LOEC-EF
LOEC-EF

LOEC-ECIV

IC50 HRUT 3T3
r LD50 RATA

T— LD50 RATON

Figura 29. Andlisis por agrupamiento jerarquico donde se muestra en las
columnas los compuestos hepatotéxicos (81) y en las filas los valores de las
LD50 en rata y ratén, las IC50 en 3T3, las LC50 de humano y los indicadores
de toxicidad LOEC-ECIV y LOEC-EF de la ECIV en las lineas celulares A-
704, SH-SY5Y y HepG2.
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4. CONSIDERACIONES FINALES SOBRE EL VALOR PARA LA
TOXICOLOGIA DE LA PLATAFORMA CITOMICA Y LA
ESTRATEGIA CITOMICA IN VITRO.

Una de las retos actuales en Toxicologia Experimental es la
identificacién de una toxicidad potencial evitando el uso de animales
de laboratorio, mediante cribado de alto rendimiento, aplicable a las
etapas tempranas del desarrollo de farmacos o en el contexto de la
Toxicologia Reguladora (86), (87). Por ello, el desarrollo de métodos
in vitro de andlisis de toxicidad es una prioridad. Técnicas como la
selecciéon de plataformas de alto rendimiento (88), la citometria de
flujo (89), (90) y nuevas herramientas de extracciéon de datos, tales
como el andlisis bioinformatico (91) son esenciales y potencialmente

efectivas para este tipo de anélisis (92).

Para el desarrollo del presente estudio bésico de toxicidad in vitro y
de prediccion de toxicidad aguda y clasificaciéon de riesgo quimico
hemos utilizado la CMF por ser una tecnologia basada en la
fluorescencia, sensible y poco invasiva, que aprovecha el analisis
sobre la célula individual para abordar la complejidad de los tejidos y
organismos. Su potencia analitica para evaluar el dafio subletal y letal
en la poblaciones celulares de interés, junto con la alta velocidad de
adquisicién de datos, hace de la CMF una herramienta potente para

desarrollar métodos alternativos in vitro para evaluar la toxicidad.
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Por otra parte, la estrategia de andlisis de los resultados utilizando la
herramienta de agrupamiento jerdrquico permite interpretar mejor
cémo se comportan las células en un microambiente complejo (93). La
experimentacion tradicional no se acerca al ambiente natural de una
célula y por lo tanto los resultados in vitro pueden no reflejar la
situacién in vivo. La agrupacién jerarquica es un método comun
utilizado para determinar grupos de puntos de datos similares en
espacios multidimensionales, que permite una f4cil manipulacién de
grandes conjuntos de datos voluminosos. En lugar de limitarse a
confirmar las relaciones ya conocidas, la agrupacion jerarquica facilita
la probabilidad de encontrar eventos lineales raros, inesperados o no,
en conjuntos complejos de datos de alta dimensién. De esta forma, se
podria llegar a entender el modo de accién y la via de toxicidad,
conceptos que representan un cambio hacia un enfoque basado en el
conocimiento del peligro toxicolégico y evaluacién de riesgos (94),

(95), (96), (97).

RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL | 161






CONCLUSIONES FINALES







La primera aportacion del presente estudio a la Toxicologia In
Vitro ha sido la aplicacién de la CMF como estrategia tnica,
normalizada y sistemdtica, para establecer un método in vitro

alternativo de valoracién y clasificacion de riesgo quimico.

La ECIV es muy reproducible, sensible y con coeficientes de
variaciéon intra- e interensayos muy bajos, lo que permite
implementar procedimientos facilmente automatizables y

transferibles a otros laboratorios.

La ECIV no es significativamente diferente de las capacidades
predictivas de los ensayos de referencia de toxicidad in vivo e in

vitro, a pesar de obtener mejores coeficientes R2.

Los Ensayos Funcionales de la ECIV predicen mejor la toxicidad
humana que los Ensayos de Viabilidad, reduciendo el ndmero de
outliers y detectando alertas de los ensayos in vitro e in vivo de

referencia.

La ECIV muestra mejor capacidad de clasificaciéon que los test in
vitro e in vitro de referencia para los compuestos pertenecientes a
las clases 1, 2 y 1+2 del GHS. En las clases 3 y 4 se obtienen

mejores resultados con los test in vitro e in vivo de referencia.
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6. Su capacidad de clasificar los compuestos no téxicos, hace de la
ECIV una buena candidata para su inclusién en las estrategias

para la prediccién de toxicidad aguda humana.
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