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1. INTRODUCCION

1.1 Los compuestos quimicos y su riesgo para la salud

humana.

Durante la dltima década la produccion de sustancias y
preparados quimicos se ha visto incrementada, ya que cada dia
dependemos mas en nuestra vida cotidiana de los productos

derivados de la industria quimica.

La gran expansion de la industria quimica y su diversificacién han
llegado a conferir una gran importancia a la Toxicologia Industrial.
Por otra parte, el reconocimiento gradual de los derechos del
trabajador frente a posibles peligros téxicos en el ambito industrial
ha cristalizado en la Toxicologia Laboral u Ocupacional (Repetto y

Repetto, 2009).

Es importante destacar que, ya en 1947, en Espafia se promulgo el
Decreto de Clasificacién de Enfermedades Profesionales, que reguld
el reconocimiento médico, diagndstico y calificacion de varias
enfermedades profesionales, producidas por una amplia serie de
productos y subproductos industriales, como 4acido sulfurico,
sulfuroso y sulfhidrico, hidrocarburos alifaticos halogenados, sulfuro
de carbono, nitroderivados, aminoderivados y derivados halogenados
de hidrocarburos aromaticos, isocianatos, arsénico, vanadio, fosforo,
mercurio, y los derivados de estos metales, etc. Dicha
reglamentaciéon, modificada por numerosas  disposiciones

posteriores, llevd a la creacion en 1970 del Instituto Nacional de
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Higiene y Seguridad en el Trabajo, dependiente del Instituto Nacional
de Previsién del Ministerio de Trabajo, denominado después Servicio
Social de Higiene y Seguridad en el Trabajo, integrado
posteriormente en el Ministerio de Sanidad y Seguridad Social y, de

nuevo en el Ministerio de Trabajo (Repetto y Repetto, 2009).

La exposicion a compuestos quimicos de origen industrial,
potencialmente toxicos, es cada vez mas frecuente e intensa a través
de la contaminacion ambiental urbana, con su incidencia directa en la
salud del ciudadano. Por otra parte, la contaminacién de los espacios
naturales y agricolas, ejerce un impacto directo sobre la fauna y la
flora, pero puede resultar en efectos nocivos en los humanos, que
pueden verse expuestos a los contaminantes que se acumulan a lo
largo de la cadena tréfica. Estos procesos son la materia de la
Toxicologia Ambiental y de la Ecotoxicologia. Ambas ramas se pueden
diferenciar, considerando que la Toxicologia Ambiental se centra en
los procesos que conducen a la enfermedad o muerte de los
individuos, mientras que la Ecotoxicologia implica el estudio de los
desequilibrios en el ecosistema (Repetto y Repetto, 2009). Una, por
desgracia, concluyente demostracion de la conexién entre ambos
procesos la proporciond la catastrofe de Minamata, debida a la
intoxicacion de los peces por metilmercurio procedente de aguas

residuales de fabricas de papel en Japdn (Gilbert, 2012).

En los ultimos afios la sociedad se enfrenta a un preocupante
aumento de la contaminacidn de los alimentos por sustancias
quimicas afiadidas, legal o ilegalmente, durante el proceso de

fabricaciéon. Los conservantes, acondicionadores organolépticos,
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odorantes, colorantes, hormonas, antibidticos, antisépticos y otros
aditivos pueden producir fenédmenos toxicos a corto o a largo plazo.
Por otra parte, como consecuencia de la contaminacién ambiental,
los residuos de insecticidas (especialmente, los organoclorados) y
ciertos subproductos industriales (como los bifenilos policlorados o
BPCs), que por su persistencia se encuentran en los alimentos de
procedencia vegetal y animal, se acumulan en los tejidos grasos
humanos. En este contexto, grupos espafnoles de investigacion en el
area de la Toxicologia Bromatoldgica han detectado la presencia de
DDT y BFCs en las muestras del 100 % de los sujetos adultos
estudiados, pero también en el 70% de las muestras de leche
materna humana y en el 30% de las muestras de sangre de corddn
umbilical, lo que demuestra, ademas, que muchos nifios nacen ya
contaminados afios después de la retirada del DDT del mercado.

(Repetto y Repetto, 2009).

Como consecuencia del estado de alerta toxicolégica alimentaria,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Unién Europea y el
gobierno de los USA establecen listas positivas y negativas de aditivos
alimentarios permitidos o prohibidos y definen las cantidades o
ingestas diarias admisibles (IDA) para cada uno de ellos. Igualmente,
cada vez se endurecen mas la normativa que controla la presencia de
metales, plaguicidas, medicamentos, y productos usados para el

engorde fraudulento de animales de consumo humano.

Con respecto al impacto no deseado de los medicamentos en la

salud humana, la Toxicologia Farmacéutica se implica cada vez mas
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en el estudio de las propiedades toxicas y riesgo de uso de los
medicamentos, incluyendo las reacciones adversas inmediatas o a
largo plazo y los efectos nocivos en la descendencia. En Espafa, la
Toxicologia Farmacéutica depende oficialmente del Servicio de
Farmacovigilancia, para el control de las reacciones adversas de los
medicamentos. Es evidente que éstas son cada vez mas frecuentes e
intensas, a causa de la proliferacion de fdrmacos humanos y
veterinarios, y su empleo abusivo o indiscriminado, que genera
sensibilizaciones y produce toxicidad por sobredosificaciones,

sinergias o incompatibilidades (Repetto y Repetto, 2009).

1.2 Evaluacion del riesgo toxico de compuestos quimicos

En general, es muy complicado demostrar el efecto real que las
sustancias quimicas producen sobre el medio ambiente y la salud
humana. Ademas, las sustancias quimicas pueden estar presentes de
manera simultdnea en el medio ambiente, produciéndose
exposiciones multiples y a lo largo de la vida de la persona que
pueden provocar efectos perjudiciales para la salud a corto y a largo

plazo (EC, 2012).

A pesar de estas complicaciones, en la Unidn Europea y en paises
tecnolégicamente avanzados, como USA, Japdn y Corea del Sur, se
han implementado diferentes instrumentos legislativos que obligan a
evaluar el riesgo que representan para la salud humana y la
integridad del medio ambiente los compuestos quimicos,
fundamentalmente aquellos relacionados con las actividades

industriales. Las distintas normativas de seguridad y evaluacién de
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riesgo estdn orientadas segun el tipo o uso de los compuestos
quimicos. Asi, la mayoria de productos quimicos industriales estan
regulados por la normativa de la Unién Europea sobre productos
guimicos y su uso seguro, cominmente conocida como REACH y que,
por su especial relevancia para esta Tesis Doctoral, serd comentada
con mas detalle en un apartado posterior. Por otra parte, se han
establecido regulaciones especificas para los productos fitosanitarios,
biocidas, productos medicinales para uso humano o veterinario,

cosméticos y aditivos para piensos (Scholz et al., 2013).

La Toxicologia Reguladora es la disciplina que proporciona la base
cientifica a tales normativas legales. En Europa, la mayoria de la
normativa toxicolégica procede de las directrices de la Comision
Europea. ElI Comité Cientifico de Riesgos Sanitarios vy
Medioambientales, un comité cientifico asesor en materia de
toxicologia y ecotoxicologia, integrado por un representante de cada
pais miembro estudia los problemas toxicoldgicos, consulta a
especialistas en temas concretos y elabora informes que la Comisidn
Europea tendra en cuenta al redactar sus directrices. Ademas, la UE
creé en la Agencia Europea de Compuestos Quimicos (ECHA),
encargada de cumplimentar la Regulacion REACH (Repetto y

Repetto, 2009).

1.2.1 Normativas y Procedimientos para la Evaluacion de
Riesgo de Toxicidad

Los programas de ensayos y directrices utilizados en los diferentes

reglamentos europeos de toxicidad han sido impulsados por
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actividades internacionales, destinadas a armonizar los ensayos y las
regulaciones (Koéter, 2003). Desde hace muchos aios, la OCDE
proporciona directrices armonizadas como base para la aceptacion
internacional de los datos de toxicidad, evitando la duplicacién de
ensayos y reduciendo los costes de la valoracién de riesgo. Mas
recientemente, la OMS, a través del Sistema de Armonizacion Global
ha influido en la normativa europea y la experimentacidn con
animales a través de la Directiva sobre Clasificacidn, Etiquetado y
Envasado de Sustancias y Mezclas (Directiva CLP) (UE, 2009),
estrechamente relacionada con la legislacion REACH y con la
regulacién de los productos fitosanitarios y biocidas. En los diferentes
reglamentos, todos los procedimientos de ensayo recomendados se

refieren a las pertinentes directrices de la OCDE.

1.2.2 Normativa REACH

A raiz de las nuevas politicas llevadas a cabo en la Unién Europea,
se desarrolla el Reglamento (CE) n? 1907/2006, denominado REACH,
un nuevo reglamento sobre Registro, Evaluacion, Autorizacion y
Restriccidon de Sustancias Quimicas. Entré en vigor el 1 de junio de
2007, en sustitucién del anterior marco legislativo para los productos

guimicos en la Unién Europea.

La normativa REACH traslada la responsabilidad de las autoridades
publicas a la industria con respecto a la evaluacion y gestion de los
riesgos que plantean los productos quimicos y el suministro de
informacidn de seguridad adecuado para sus usuarios. Afecta a una

amplia gama de empresas de diversos sectores mas alld de la
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industria quimica. Se requiere de nuevas formas de cooperacion
entre las empresas, la mejora de la comunicacién a lo largo de la
cadena de suministro, asi como el desarrollo de herramientas para
orientar y ayudar a las empresas y las autoridades publicas en su

aplicacion (UE, 2006).

Los principales objetivos de REACH son garantizar un alto nivel de
proteccion de la salud humana y el medio ambiente, incluyendo la
promocién de métodos de ensayo alternativos, asi como la libre
circulacidon de sustancias en el mercado interior y la mejora de la

competitividad y la innovacion (Kinsner-Ovaskainen et al., 2009).

La implementacion del registro, evaluacién, autorizacién vy
restriccion de los compuestos quimicos dara lugar a la necesidad de
una mayor evaluacién de los 30.000 productos quimicos existentes,

gue se comercializan en volumenes superiores a 1 tonelada por afo.

1.2.3 Sistema GHS

Debido al gran volumen de compuestos quimicos a evaluar, es
necesario clasificarlos y etiquetarlos. Tanto la clasificacién como el
etiquetado sirven para identificar productos quimicos peligrosos e
informan a los usuarios acerca de sus riesgos a través de simbolos y
frases estandar. Sin embargo, es necesaria una armonizacién a nivel
global para garantizar la buena comprensiéon por parte de todo el
mundo y asi facilitar la libre circulacidon de estos compuestos (Eskes,

2013).
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Tras una labor técnica intensiva para acordar los criterios
armonizados, en el afio 2002, las Naciones Unidas aprobaron el
Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacién y Etiquetado de
Productos Quimicos, (GHS), por el acrénimo de Global Harmonized

System en inglés.

El sistema GHS proporciona las bases armonizadas globales en
cuanto a la informacién en salud, seguridad y medio ambiente de las
sustancias quimicas y mezclas peligrosas. En él se establecen los
criterios para la clasificaciéon de las sustancias y mezclas quimicas
segln sus propiedades fisico-quimicas, segun los riesgos para la salud

y los riesgos ambientales.

Proporciona la informacidn estandarizada para facilitar el
comercio mundial de estos productos quimicos, mediante el
etiquetado armonizado, es decir, la comunicacidn de los peligros
potenciales mediante etiquetas y Fichas de Datos de Seguridad (FDS)
de los productos y mezclas peligrosas, a los trabajadores y los

consumidores.

En cuanto a la clasificacidon de los compuestos quimicos referidos
a la toxicidad aguda, tema del que trata la presente Tesis Doctoral, se
clasifican en cinco categorias de toxicidad, basadas en la toxicidad
aguda por ingestion, absorcién cutdnea o inhalacidn. Se establecen
unos criterios numéricos expresados en rangos de valores umbral

(Tabla 1).

Los valores de toxicidad aguda se expresan en valores

(aproximados) de la LD50 en los casos de toxicidad por ingestién o
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absorcién cutdnea, es decir, la dosis de una sustancia que resulta
mortal para la mitad de un conjunto de animales de prueba. Se

expresa en mg de sustancia téxica por kg de peso del animal.

En el caso de la toxicidad por inhalacidn, se expresa en valores de
LC50, es decir, la mitad de la muestra de poblacién muere a causa de
la exposicidn a través de la inhalacion o la respiracién. La medicion
LC50 se hace en microgramos o miligramos de material por litro, o

partes por millén (ppm), de aire o agua (UNECE, 2013).

En caso de no conocer LD50 o LC50, los valores de toxicidad aguda
se deduciran de la Estimacion de la Toxicidad Aguda (ETA). Cuanto
menor sea esa estimacidn numéricamente, mayor serd la toxicidad
para un compuesto, que formard parte de la categoria de mayor
toxicidad (Categoria 1). Entre todas las categorias definidas de
toxicidad aguda, la toxicidad que se va a tomar como referencia en la
presente Tesis Doctoral es la toxicidad aguda por ingestion. La
especie animal preferida para evaluar la toxicidad aguda por
ingestién es la rata. Los datos obtenidos en ensayos destinados a
clasificar los compuestos quimicos, deben tener en cuenta el sistema

armonizado, basado por tanto, en la LD50 de rata.
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Oral
(mg/Kg. de peso
corporal)
Cutdnea
(mg/Kg. de peso
corporal)
Inhalacién de gases
(ppmV)*
Inhalacién de vapores
(mg/L)

Inhalacién de polvos y
nieblas (mg/L)

ETA<5

ETA<50

ETA<100

ETA<0,5

ETA<0,05

5<ETA<50 50<ETA <300 300< ETA< 2000

50<ETA<200 200<ETA<1000 1000<ETA<2000
2000 < ETA<5000
* ¥
100<ETA<500 500<ETA<2500 2500<ETA<20000 (*%)

0,5<ETA<2,0 2,0<ETA<10,0 10,0<ETA<20,0

0,05<ETA<0,5 0,5<ETA<1,0 1,0<ETA<5,0

(*) La concentracidn de los gases se expresa en partes por millén en volumen (ppmV).

(**) Se propone identificar las sustancias que presenten un peligro relativamente bajo de toxicidad aguda, pero que en determinadas
circunstancias puedan suponer un peligro para poblaciones vulnerables. La DL, de esas sustancias se sitda en el rango de 2000-5000 mg/Kg de
peso corporal y en dosis equivalentes para la inhalacion.

Tabla 1: Categorias de peligro de toxicidad aguda y estimaciones de la toxicidad aguda (ETA) que las definen, segln la GHS

(UNECE, 2013).
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1.2.4 Reglamento CLP

El sistema GHS no es una legislacion en vigor; es un acuerdo
internacional vinculante y se actualiza periédicamente. Tiene que ser
implementado por las regiones y paises en sus legislaciones locales.
En la Uniéon Europea, la Comisidn Europea ha preparado la
implementaciéon del GHS y desarrollado el Reglamento CLP. Estas
siglas corresponden al Reglamento (CE) N2 1272/2008 sobre
Clasificacién, Etiquetado y Envasado de Sustancias y Mezclas, que
entré en vigor el 20 de enero de 2009, en sustitucién del antiguo

reglamento REACH.

Las disposiciones del Reglamento CLP sustituiran de una manera
gradual a la anterior normativa sobre clasificacion, etiquetado vy
envasado de sustancias. Se han establecido ciertos plazos para que la
industria clasifique y etiquete las sustancias y mezclas conforme al
CLP. La fecha limite para la clasificacién de sustancias de acuerdo con
la nueva normativa fue el 1 de diciembre de 2010. En el caso de las
mezclas o preparados, la fecha limite fue el pasado 1 de junio de
2015. Desde esta fecha en adelante, la CLP es la unica legislacion
valida para la clasificacidn y etiquetado de sustancias y mezclas (UE,

2008).

Siguiendo la misma linea que el sistema GHS, la normativa CLP
permite la identificacion de los productos quimicos peligrosos vy la
comunicacién de estos peligros a los usuarios a través del etiquetado.
También proporciona la base para las fichas de datos de seguridad

(FDS) reguladas en virtud del Reglamento REACH, y establece los
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requisitos para el envasado de productos quimicos peligrosos (ECHA,

2015).

En cuanto a la clasificacion de los compuestos quimicos referidos
a la toxicidad aguda, segun el reglamento CLP (Tabla 2), se dividen en
4 categorias segun los valores que presenten de Estimacién de la
Toxicidad Aguda (ETA) que se calcula o estima a partir de la LD50
oral, la LD50 cutanea, o la LC50 por inhalacién en el caso de gases,

vapores y polvos o nieblas.

Numéricamente, los rangos de la estimacion de la toxicidad aguda
para cada categoria, coinciden con los establecidos por el sistema
GHS, pero en este caso, se ha suprimido la categoria 5 de menor

toxicidad para todas las vias de exposicion.

Tanto la LD50 oral como la cutdnea, se expresan en mg de
sustancia toéxica por kg de peso del animal, para poder ser
extrapoladas a los humanos. Por su parte, la LC50 por inhalacién se
expresa en microgramos o miligramos de material por litro, o partes

por millén (ppm), de aire o agua (UE, 2008).

De igual manera que en el caso de la clasificacidn GHS, al clasificar
los compuestos segun el reglamento CLP en el presente trabajo, se
sigue empleando como referencia la toxicidad aguda por ingestidn,

basada en la LD50 de rata.
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2zl ETA<S 5<ETA <50 50 < ETA <300
(mg/Kg. de peso corporal)
Gl ETA<50 50<ETA<200  200<ETA< 1000
(mg/Kg. de peso corporal)
Inhalacion de gases ETA<100 100<ETA<500  500<ETA< 2500
(ppmV)
Sl e v e ETA<0,5 0,5<ETA< 2,0 2,0<ETA< 10,0
(mg/L)
[l B R T 8y ETA<0,05 0,05<ETA<0,5 0,5<ETA< 1,0

nieblas (mg/L)

300< ETA< 2000

1000 < ETA< 2000

2500 < ETA<20000

10,0<ETA<20,0

1,0<ETA<5,0

(*) La concentracion de los gases se expresa en partes por millén en volumen (ppmV).

Tabla 2: Categorias de peligro de toxicidad aguda y estimaciones de la toxicidad aguda (ETA) que las definen,

(UE, 2008).
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Ademas de clasificar los compuestos quimicos segun su grado de
toxicidad, el reglamento CLP ha aportado una nueva normativa en lo
referente al etiquetado de los productos, introduciendo una nueva

simbologia basada en nuevos pictogramas (Figuras 1, 2 y 3).

Estos se caracterizan por un fondo blanco con un borde rojo,
mientras que en los antiguos simbolos de la antigua normativa de la
UE el fondo era naranja y el borde negro. Ademas, el CLP incorpora
palabras de advertencia para alertar del peligro potencial. A cada
grupo de compuestos quimicos se le ha asignado un pictograma
asociado a una palabra de advertencia, dependiendo de su grado de

toxicidad (INSHT, 2011).

También ha incluido cambios tanto en la codificacion de las
indicaciones de peligro como en los consejos de prudencia. Por
indicacidn de peligro se entiende una frase que, asignada a una clase
o categoria de peligro, describe la naturaleza del peligro que presenta

un producto y, cuando corresponde, el grado de peligro.

Respecto a la codificacidn de las indicaciones de peligro, se asigna
una clave alfanumérica que consiste en una letra y tres ndmeros.
Reciben el nombre de “frases H” y son equivalentes a las antiguas

“frases R”.

La letra H (del inglés “Hazard statement”), acompafiada de un
numero que designa el tipo de peligro: “2” en el caso de los peligros
fisicos, “3” en el caso de los peligros para la salud y “4” en el caso de

los peligros para el medio ambiente. Finalmente, presentan dos
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numeros que corresponden a la numeracién consecutiva de los

peligros segun las propiedades intrinsecas de la sustancia o mezcla.

Un consejo de prudencia es una frase, y/o un pictograma, que
describe las medidas recomendadas para minimizar o prevenir los
efectos adversos causados por la exposicidon a un producto peligroso,
o debidos al almacenamiento o manipulacién inapropiados de un
producto peligroso. Hay cinco tipos de consejos de prudencia: de
caracter general y los relativos a la prevencidn, la intervencién (en
caso de vertido o exposicion accidentales, las intervenciones de

emergencia y primeros auxilios), el almacenamiento y la eliminacién.

Respecto a la codificacidn de los consejos de prudencia, se le
asigna un codigo alfanumérico que consta de una letra y tres
numeros. Reciben el nombre de “frases P” y reemplazan a las

antiguas “frases S”.

La letra P (del inglés “Precautionary statement”), seguida de un
numero que designa un consejo de prudencia: “1” para los consejos
de prudencia de caracter general, “2” para los consejos de prudencia
relativos a la prevencion, “3” para lo relativo a la intervencidn, “4”
relacionado con el almacenamiento y “5” para los consejos relativos a
la eliminacién de los compuestos o mezclas peligrosas. Por ultimo,
acompafian dos numeros que corresponden a la numeracion

consecutiva de los consejos de prudencia (UNECE, 2008).
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H300 Mortal en caso de ingestion

Categoria de peligro Palabra de advertencia Indicacion de peligro
1 Peligro
2 Peligro

H300 Mortal en caso de mgestion

Simbolo

Calavera v tibias cruzadas

sk

Consejos de prudencia

Prevencion

Intervencion

Almacenamiento

Eliminacion

P264

Lavarse... cuidadosamente después de la
manipulacion.

... partes del cuerpo que hayan de lavarse después
de la manipulacion, especificadas por el
fabricante/proveedor o l1a autoridad competente.
P270

No comer, beber o fumar mientras se manipula
este producto.

P301 +P310

EN CASO DE INGESTION
inme(lintnmen[e aun CENTRO DE
TOXICOLOGIA o a un meédico.

P321

Tratamiento especifico (véase ... en esta

etiqueta)

... referencia a instrucciones adicionales de

primeros auxilios

- 5i 5¢ reguiere la adminisiracion inmediata

de un antidoto.

P330
Enjuagarse la boca.

P405
: Llamar Guardar bajo llave.

P301

Eliminar el contenido/recipiente...
...conforme a la reglamentacion
local/regional/nacional/internacional
(especifiquese).

Figura 1: Cuadro donde se dan los consejos de prudencia recomendados para la toxicidad aguda por ingestion, clasificados por tipos,

que corresponden a las categorias de peligro 1y 2. En la parte superior se indican los cddigos correspondientes en cuanto a
indicaciones de peligro, palabra de advertencia y simbologia asociada (UNECE, 2008).
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Categoria de peligro

3 Peligro

Palabra de advertencia

Indicacion de peligro

H301 Toxico en caso de ingestion

Simhbolo

Calavera y tibias cruzadas

sk

Consejos de prudencia

Prevencion

Intervencion

Almacenamiento

Eliminacion

P264

Lavarse... cuidadosamente después de la
manipulacion.

... partes del cuerpo que hayan de lavarse después
de la manipulacion, especificadas por el
fabricante/proveedor o 1a autoridad competente.

P270
No comer, beber o fumar mientras se manipula
este producto.

P301 +P310

EN CASO DE INGESTION: Llamar
inmediatamente a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o0 a un médico

P32l

Tratamiento especifico (véase ... en esta
etiqueta)

... referencia a instmicciones adicionales de
primeros auxilios

- 5i se requiere la administracion inmediata
de un antidoto.

P330
Enjuagarse la boca.

P405
Guardar bajo lave.

P501

Eliminar el contenido/recipiente...
...conforme a la reglamentacion
local/regional/nacional/internacional
(especifiguese).

Figura 2: Cuadro donde se dan los consejos de prudencia recomendados para la toxicidad aguda por ingestidn, clasificados por tipos,

que corresponden a la categoria de peligro 3. En la parte superior se indican los cddigos correspondientes en cuanto a

indicaciones de peligro, palabra de advertencia y simbologia asociada (UNECE, 2008).
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Simbolo

Signo de exclamacién

Categoria de peligro Palabra de advertencia Indicacion de peligro
4 Atencion H302 MNocivo en caso de ingestion '
L
Consejos de prudencia

Prevencion Intervencion Almacenamiento Eliminacion
P264 P301+P312 ) Ps01
Lavarse... cuidadosamente después de la EN CASO DE INGESTION: Llamar a un Eliminar el contenido/recipiente...
manipulacion. CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un ... conforme a la reglamentacion
... partes del cuerpo gue hayan de lavarse después médico sila persona se encuentra mal. local'regional/nacional/internacional
de la manipulacion, especificadas por el P330 (especifiquese)
fabricante/proveedor o la autoridad competente. Iu-jua garse la boca
P270
No comer, beber o fumar mientras se manipula
este producto.

Categoria de peligro Palabra de advertencia Indicacion de peligro
5 Atencion H303 Puede ser nocivo en caso de ingestion

Simbolo
Sin simbolo

Consejos de prudencia

Prevencion Intervencion Almacenamiento

Eliminacion

P312

Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o 2 un médico sila
persona se encuentra mal

Figura 3: Cuadro donde se dan los consejos de prudencia recomendados para la toxicidad aguda por ingestion, clasificados por tipos,

que corresponden a las categorias de peligro 4 y 5. En la parte superior se indican los cddigos correspondientes en cuanto a

indicaciones de peligro, palabra de advertencia y simbologia asociada (UNECE, 2008).
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1.3 Uso de Animales de Laboratorio en la Evaluacion
Normativa de Toxicidad

En Europa y en los paises industrializados, la incorporacion de una
nueva sustancia producto quimico al mercado requiere en la mayoria
de los casos que tanto el compuesto activo como el producto
comercial final se demuestren seguros para el medio ambiente. Por
ello, se debe incluir en el expediente de informacion presentada al
organismo regulador competente una Evaluacion del Riesgo
Ambiental (ERA). Los ensayos de toxicidad son una parte importante
en el proceso de evaluacidn de los peligros, la seguridad y el riesgo
que estos productos quimicos y otras sustancias representan para los

seres humanos, animales y el medio ambiente.

Los primeros ensayos de toxicidad se desarrollaron en la primera
mitad del siglo XX. Estos incluian la prueba LD50 para el estudio de la
toxicidad aguda sistémica y la prueba de Draize de irritacién ocular
aguda. Estos procedimientos empleaban animales vertebrados,

roedores o conejos principalmente, como sujetos de prueba.

A medida que avanzaron los afios y la ciencia de la Toxicologia se
desarrolld, los ensayos de toxicidad con animales siguieron
realizandose, empleando sobre todo roedores como modelos de
ensayo, debido a la posibilidad de criarlos para la ciencia
incrementando su numero facilmente, ademas de la baja estima que
estos animales tenian en la sociedad (Stephens et al., 2013). Sin
embargo, aunque las normas especificas de los distintos tipos de

sustancias muchas veces requieren el ensayo en estos animales, las
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regulaciones que se ocupan de la distribucién de una sustancia
quimica en diferentes compartimentos ambientales, como el suelo o
las aguas superficiales, y las diferentes vias de exposicion resultantes,
pueden requerir el uso de otros tipos de animales. Asi, los ensayos
con peces son necesarioa para evaluar la toxicidad acudtica a corto y
largo plazo y para evaluar la bioacumulacién en peces. Para el medio
ambiente terrestre, se requiere el ensayo de toxicidad reproductiva
en aves para la evaluacién de la toxicidad a corto y largo plazo de los
productos fitosanitarios, asi como en la normativa REACH aplicada a

compuestos de alto tonelaje (> 1.000 t / afio).

Aunque no existen estadisticas definitivas sobre el nimero de
animales utilizados en estudios de evaluacién de toxicidad quimica o
ambiental, la UE informa periddicamente sobre el nimero de
animales utilizados para fines cientificos experimentales y de otro
tipo en sus estados miembros. En informe del afio 2010, se
registraron cerca de 12 millones de animales vertebrados. De este
total, casi dos millones eran peces, anfibios o aves, que son los
vertebrados generalmente utilizados en la evaluaciéon de riesgo
ambiental. En ese afo, alrededor de 250.000 peces y aves se
utilizaron para estudios toxicoldgicos y otros procesos de evaluacion
de seguridad, con 140.000 animales utilizados para procedimientos
de toxicologia reguladora. Sin embargo, el ndmero real de
vertebrados utilizado para la evaluacion del riesgo ambiental podria
ser mayor, ya que los animales las pruebas en otras areas, como la
investigacion, el desarrollo de productos bdsicos pueden estar

relacionados con investigaciones toxicoldgicas. Ademas, es dificil
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calcular con precision el nimero de animales utilizados en el
contexto de diversas regulaciones para la evaluacidon del riesgo
ambiental, ya que la UE no da a conocer el nimero de peces, anfibios
y aves que se utilizan para ensayos de toxicidad aguda en cada

reglamento especifico.

1.4 Métodos Alternativos al Uso de Animales de Laboratorio
1.4.1 El principio de las 3 R.

A mediados del siglo XX, como consecuencia de los avances en las
técnicas empleadas y de los mayores conocimientos respecto a la
experimentacion animal, la sociedad empezé a preocuparse por el
bienestar de los animales en la investigacién. En 1959, William
Russell y Rex Burch, publicaron “The Principles of Humane
Experimental Technique”, libro en el que se plantea por primera vez

el concepto conocido como “Principio de las 3 Rs”.

Las tres Rs se refieren a Reemplazar los animales de
experimentacion por otros métodos que no impliquen su uso,
asegurandose de que se utilizan sélo cuando estd justificado
cientificamente. Reducir su nimero cuando sea necesario utilizarlos a
la menor cantidad necesaria para obtener resultados cientificamente
validos, y Refinar las técnicas para reducir o evitar el dolor y el

sufrimiento, y mejorar el bienestar de los animales (Stokes, 2015).

Estos nuevos conceptos han dado lugar a leyes y politicas cuyo
objetivo es llevar a cabo dichos principios. Durante los ultimos 20

afos, se han llevado a cabo grandes esfuerzos con el objetivo de
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desarrollar métodos alternativos a la experimentacién animal, validar

y aplicar la reduccién, el refinamiento y el reemplazo de los animales.

1.4.2 Desarrollo de Métodos Alternativos

En la actualidad, dos importantes y urgentes procesos
biotecnoldgicos exigen métodos alternativos al animal de laboratorio
para la deteccién y/o prediccién de toxicidad humana: el
descubrimiento de farmacos a partir de ndmeros ingentes de
moléculas candidatas y la evaluacién normativa del riesgo de
toxicidad de miles de compuestos manejados en la Comunidad

Europea (Tdrnok, 2010).

El desarrollo de un nuevo farmaco, desde la identificacion de la
molécula diana hasta su autorizacién para la comercializacién, es un
proceso largo, laborioso y costoso. Las companias farmacéuticas y
biotecnoldgicas tratan de desarrollar nuevos farmacos que tengan
altas probabilidades de llegar al mercado, invirtiendo gran cantidad

de anos y dinero.

Después del descubrimiento de los compuestos y del desarrollo
preclinico, los farmacos ingresan en tres fases de ensayos clinicos,
antes de que puedan ser sometidos a la aprobacion por parte de las
autoridades. Ahora bien, los modelos llevados a cabo, carecen de una
fuerte correlacion con la realidad clinica, lo que conduce a un
porcentaje de éxito muy por debajo de lo esperado, de
aproximadamente un 10%, lo que conlleva un aumento de los costes

(Van Osta et al., 2006).
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Una de las razones es la complejidad de la normativa a seguir para
garantizar la calidad, seguridad y la eficacia de los farmacos. En vista
de las condiciones dadas para el desarrollo de farmacos, urge
desarrollar nuevos enfoques que permitan procedimientos mas
seguros y eficientes en las diferentes fases del desarrollo de farmacos

(Ukelis et al., 2008).

Aunque el desarrollo de métodos in vitro de evaluaciéon de
toxicidad es una prioridad, son muy pocos los métodos alternativos
que han sido oficialmente validados como métodos normativos de
referencia por el URL-ECVAM, (Worth y Balls, 2002) o su homélogo
americano, el ICCVAM (Hendriksen, Cussler, y Halder, 2002). Sin
embargo, en los ultimos cincuenta afos se ha generado un amplio
repertorio de técnicas sencillas, con aceptable capacidad de
deteccion de efectos in vitro y de prediccidon de toxicidad aguda in

vivo.

A lo largo de estos afios se han desarrollado métodos alternativos
que permitian el ensayo de la toxicidad sin elevar los costes del
producto final, ya que la experimentacion animal suponia un elevado
coste, tanto a nivel de vidas animales como econémico, debido al
numero tan elevado de animales que se requeririan. Mientras que
algunas pruebas con animales para la toxicidad tdpica se han
sustituido con éxito por métodos alternativos, las toxicidades
sistémicas requieren nuevas estrategias de prueba con el fin de

lograr un nivel de seguridad adecuado.
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Entre los métodos alternativos propuestos, se han desarrollado
tres métodos que reducen el consumo de animales y el sufrimiento
de los mismos: el método de la dosis fija, el de la clase téxica aguda y

el método arriba y abajo (Botham, 2002).

Los tres métodos citados, todos ellos in vivo, presentan un disefio
secuencial, son sistemas en los que se elige una dosis inicial de
acuerdo con la toxicidad tedrica o prevista de la sustancia estudiada,
y se ensaya una sola dosis cada vez; los resultados orientan al
investigador sobre la dosis que debe emplear en la siguiente etapa

(Rispin et al., 2002).

La toxicidad aguda de una sustancia quimica se refiere a los
efectos adversos que se manifiestan tras la administracién por via
oral o cutdnea de una sola dosis de dicha sustancia, de dosis
multiples administradas a lo largo de 24 horas, o como consecuencia

de una exposicion por inhalacion durante 4 horas.

Sin embargo, el término toxicidad oral aguda esta estrechamente
relacionado con las determinaciones de letalidad y LD50. Si la
incidencia de letalidad dependiente de la dosis estd determinada de

forma precisa, se expresara como LD50.

El valor de la LD50, definida como la dosis que cuando se
administra en un ensayo de toxicidad aguda, se espera que cause la
muerte del 50% de los animales tratados en un periodo de tiempo
determinado, es actualmente la base para la clasificacion toxicologica

de los productos quimicos. Para los estudios de la LD50 clasicos, las
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especies habitualmente seleccionadas son los ratones y las ratas

(UNECE, 2013).

La toxicidad aguda sistémica puede ser consecuencia de la
toxicidad a nivel celular, es decir, citotoxicidad, producida por la
interaccion de los téxicos con estructuras que pueden desempenar
un papel clave en la funcién, proliferacién y supervivencia de las

células.

Los estudios de toxicidad aguda sistémica pretenden determinar
los efectos adversos dependientes de la dosis que podrian ocurrir, lo
gue serviria para recopilar gran cantidad de informacién sobre los
perfiles de toxicidad, sobre la actividad biolégica y una perspectiva

del mecanismo de accién de los productos quimicos (Andrew, 2013).

La informacién sobre la toxicidad sistémica aguda generada se
utiliza en la identificacidn de los peligros y para la gestién de riesgos
en el contexto de la produccién, manipulacion y uso de estos

compuestos quimicos (Wallum, 1998).

1.4.3 Los Métodos Alternativos en Europa: El EURL-ECVAM

La participacion de la Comisién Europea en el desarrollo de
actividades dedicadas a la validacion de métodos alternativos a los
ensayos en animales se inicid en 1991 con la creacion del Centro
Europeo para la Validacion de Meétodos Alternativos (ECVAM),
ubicado en el Instituto de Sanidad y Proteccién al Consumidor (IHCP)
en Ispra, Italia. En 2011 se establecid como Laboratorio de Referencia

de la Unidn Europea, pasando a denominarse EURL ECVAM.
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El EURL ECVAM se encarga de promover el desarrollo, difundir y
validar los métodos alternativos aportados por los laboratorios de
investigacion que impliquen los conceptos del “Principio de las 3R”,
ademas de la aplicacién de estos métodos a la industria y su

aceptacion por las entidades reguladoras.

La validacion viene definida como el proceso por el cual se
establecen la fiabilidad y la aplicabilidad de un método, proceso o
evaluacion para un objetivo determinado (OCDE, 2005). Dado que se
lleva a cabo bajo unas condiciones estandarizadas y controladas, en
general, se aceptan para facilitar y/o acelerar la aprobaciéon por parte

de las autoridades internacionales.

En 1995, el EURL ECVAM publicé una serie de recomendaciones
relativas a los aspectos practicos y logisticos de la validacién.
Posteriormente, en 2004, el ECVAM propuso un enfoque modular
para la validacion de métodos alternativos, donde el proceso de
validacion se divide en siete médulos independientes (Hartung et al.,

2004).

Después de llevar a cabo los estudios de validacién que
demuestran la utilidad y la aplicabilidad de un método de ensayo
propuesto, se puede considerar para su aceptacion oficial por las
autoridades reguladoras, que indican que dicho método puede
utilizarse para proporcionar informacién que cumpla con un requisito

reglamentario especifico.
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Los métodos normativos y de validacion se proponen
dependiendo de la tematica que abarquen, toxicocinética, toxicidad
tépica, medioambiental, biolégica y el campo de la presente Tesis

Doctoral, la toxicidad sistémica.

Los métodos de ensayo alternativos desarrollados de cara a
reducir o reemplazar la experimentacion animal estdn basados
principalmente en sistemas in vitro o modelos computacionales.
Entre ellos se encuentran los ensayos validados por el ECVAM en el

campo de la toxicidad aguda.

El ensayo citotéxico in vitro de captacion de Rojo Neutro
ensayado en fibroblastos de ratén (3T3) y queratinocitos humanos
(NHK) es uno de los primeros ensayos validados por el
NICEATM/ECVAM para estimar las dosis iniciales y los valores de
LD50 in vivo en la toxicidad sistémica aguda. Se ensayaron un total de
72 compuestos de referencia. La conclusién final que se obtuvo fue
que el ensayo podia ser util para predecir dicha toxicidad, sin
embargo, la clasificacidn de los compuestos de acuerdo con la
clasificacion por categorias de la GHS daba lugar a bajas

correlaciones.

Otro de los ensayos alternativos al uso de la experimentacion
animal validados por el NICEATM/ECVAM es el ensayo de captacion
de Rojo Neutro en 3T3, especialmente dirigido a aquellos
compuestos que tienen una toxicidad aguda oral con una LD50> 2000
mg/kg, y por tanto se consideran como “negativos” debido a su baja

toxicidad. Segun la nueva normativa europea para la clasificacion, el
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etiquetado y el envasado de la Union Europea (CLP), estos
compuestos no requieren clasificaciéon segun su toxicidad aguda oral

y pasan a ser considerados como no clasificados.

Ademas de los métodos validados por el NICEATM/ECVAM,
también existen otras estrategias de desarrollo y de optimizacién de
métodos alternativos a nivel de la Unién Europea, como es el
proyecto ACuteTox, que constituye el primer intento de crear una
estrategia de ensayos integrada basada en métodos in vitro y

proporciona el punto de partida de esta Tesis Doctoral.

1.5 Los Ensayos Celulares como Métodos Alternativos al
Animal de Laboratorio

1.5.1 Concepto de Citotoxicidad Basal
Segun la clasica divisiéon de Ekwall (1983), se distinguen tres tipos

de citotoxicidad:

- Citotoxicidad basal: afecta a una o varias estructuras y procesos
celulares clave. Ademas, todos los tipos celulares estudiados

muestran una susceptibilidad similar.

- Citotoxicidad drgano-especifica: se produce cuando algunos
tipos de células diferenciadas son mas sensibles a los efectos de un
téxico determinado que otras, debido a los mecanismos
dependientes de su captacion, de su unidn a receptores especificos o

como consecuencia de su transformacion.
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- Citotoxicidad extracelular: sucede cuando un producto quimico
altera las funciones extracelulares, o afecta a la secrecién de

sustancias desde las células.

De acuerdo con el concepto de citotoxicidad basal, los productos
guimicos mds toxicos ejercen su accién fundamental por Ia
interferencia con las funciones celulares basicas. Estas funciones son
esenciales para todas las células, independientemente de si estdn en
condiciones in vivo o in vitro. Por tanto, una gran cantidad de
compuestos quimicos podran ser ensayados por sus efectos toxicos

agudos en los sistemas de cultivo celular (Wallum, 1998).

Como consecuencia, surge la necesidad de establecer estudios in
vitro que permitan el estudio de la toxicidad aguda de los productos
quimicos existentes. Una posible forma de economizar tiempo y
costes en el desarrollo de nuevos farmacos, principales objetivos de
la industria farmacéutica, es la introducciéon de métodos in vitro en el
desarrollo no clinico (Smith el al., 2007). Tales métodos alternativos
contribuyen a la eliminacién gradual de los ensayos en animales
vertebrados en estudios dirigidos a proteger la salud humana en

materia de medicamentos, productos cosméticos o quimicos.

Los estudios de citotoxicidad in vitro son ensayos bien
estructurados que pretenden evaluar la potencialidad citotdxica de
farmacos y sustancias de uso humano, animal o medioambiental.
También posibilitan conocer con detalle los mecanismos moleculares

de la toxicidad celular y determinar las principales sustancias que han
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demostrado alguna capacidad citotdxica, detectando los tipos

celulares mas sensibles.

Sin embargo, pueden existir inconvenientes al emplear métodos
in vitro, ya que pueden acumularse metabolitos que den lugar a
efectos que en condiciones in vivo no ocurren. Ademas, en el sistema
de cultivo celular faltan las funciones toxico-cinéticas que ocurren en
los organismos enteros. Todo ello puede provocar una falta de
correlacién entre ambas condiciones, que puede ser explicada por la

citotoxicidad basal.

Por tanto, para lograr una aceptacion por parte de los organismos
reguladores, se deben poner a punto los métodos citotdxicos in vitro
para que proporcionen informacidn sobre todos aquellos factores
que puedan influir en la expresidn de la toxicidad in vivo, con el
objetivo de que puedan ser validados frente a los métodos in vivo,
todo ello de cara a evitar riesgos para los pacientes y el medio

ambiente (Andrew, 2013).

1.5.2 Estudios Multicéntricos de Citotoxicidad Basal

A mediados de los afios 1980, Bjorn Ekwall inici6 el Proyecto
Internacional Multicéntrico de Evaluacion de la Citotoxicidad in Vitro
(MEIC), para evaluar la utilidad de las pruebas in vitro en la
estimacion de la toxicidad sistémica aguda humana (Walum, Tahti, &

Kolman, 2011).

El programa MEIC fue un estudio de 7 anos coordinado por la

Scandinavian Society for Cell Toxicology (SSCT), en el que
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participaron de forma voluntaria 59 laboratorios de todo el mundo
para testar 50 productos quimicos de referencia seleccionados por el
Centro de Informacién de Envenenamiento de Suecia, de acuerdo
con sus protocolos internos (Walum, Tahti, & Kolman, 2011). Cada
sustancia quimica fue respaldada por los datos relevantes de
toxicidad y cinética humana (Monografia MEIC [MEMO]) para
permitir la determinacion de la concentracidn sanguinea letal (LC50)

y su comparacién con los datos in vitro.

La principal conclusidon del estudio del MEIC fue que ciertas
pruebas de citotoxicidad basal en humanos se correlacionan con los
valores de la LC50 calculados a partir de los pacientes con sobredosis
intencionales o accidentales de drogas y quimicos. Por otra parte, la
prediccion aumentd considerablemente cuando se utilizaron datos
toxicocinéticos (paso a través de la barrera hematoencefalica) para
corregir los valores in vitro. Se reconocié ademas que existen otros
mecanismos toxicoldgicos importantes que sdlo puede ser medidos
utilizando ensayos in vitro suplementarios (Gennari et al.,, 2004;

Walum, 2014).

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

resultados del programa MEIC se publicaron como una serie de ocho
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articulos en ATLA (Clemedson et al., 1998a; Clemedson et al., 1998b;
Clemedson et al., 1996a; Clemedson et al.,, 1996b; Clemedson et al.,

2000; Ekwall et al., 1998a; Ekwall et al., 1998b; Ekwall et al., 2000).

A pesar de que en la base de datos del URL-ECVAM se recogen
alrededor de 20 ensayos de citotoxicidad basal, su aplicacién en los
anteriores estudios de correlacién no ha logrado predecir la toxicidad
humana en cerca del 30% de los casos (Gennari et al., 2004) y puede
precisar de algoritmos correctores que tienen en cuenta la influencia

de factores biocinéticos y metabélicos entre otros.

Los compuestos para los que no se logra predecir su toxicidad in
vivo utilizando ensayos in vitro se denominan “outliers” (Kooijman,
Devos, & Hooghe-Peters, 2010) y se identifican como tales cuando los
valores de IC50 determinados presentan una diferencia de al menos
una unidad de Logaritmo con respecto a los valores de LC50

estimados por Sjostrom et al. (2008)

1.6  Toxicologia Mecanistica: La Toxicologia del Siglo XXI

1.6.1. La Toxicologia del Siglo XXI

En los ultimos 20 afios la nueva Toxicologia se orienta sobre todo
a la comprension de los fendmenos en términos bioquimicos o

moleculares y se denomina Toxicologia Mecanistica.

La Toxicologia Mecanistica busca la identificacion de las
interacciones moleculares que llevan desde la exposicion inicial al
téxico hasta la dltima manifestacidon de alteracion en el organismo.

Pretende explicar a nivel molecular:
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a) los procesos toxicocinéticos, por los que los xenobidticos penetran

y se distribuyen en el organismo, se biotransforman y se excretan.

b) los procesos toxicodindmicos, por los que los xenobidticos o sus
metabolitos ejercen sus efectos a través de interacciones

moleculares.

c) las respuestas de las células y el organismo a los tdxicos, que
pueden ser adaptativas, de tolerancia o de reparacion o bien de

sucumbir al dafio.

Cada vez cobra una mayor importancia el concepto de ruta de
toxicidad, es decir, entender las rutas implicadas en los mecanismos
de accion de los toxicos para poder evaluar los posibles peligros,
trasladandolos a los procesos de evaluacién definidos, empleando

para ello métodos computacionales e in vitro.

Las rutas de toxicidad se definen como los mecanismos de
respuesta celular que se desencadenan tras sufrir una alteracion por
parte de los toxicos y los efectos adversos que conllevan para la
salud. De esta definicién se deducen tres propiedades clave. Primero,
la biologia fundamental de las rutas de toxicidad reside en los
dominios celulares y moleculares. Segundo, describe wunas
condiciones particulares provocadas por el téxico, que dan lugar al
fallo de las funciones celulares. Por ultimo, estas condiciones
generadas y los cambios producidos a nivel celular desencadenan

efectos adversos para el organismo bajo ciertas condiciones.
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1.6.2 Toxicologia de Sistemas

La toxicologia de sistemas (systems toxicology) consiste en un
estudio integrado o multidimensional de la respuesta de los
organismos frente a los tdxicos, aplicando tanto los métodos
tradicionales como los modernos, es decir, la observacion clinica, el
andlisis quimico toxicolégico, la toxicocinética, los analisis
bioquimicos y biomarcadores (de exposicion, de efecto y de
susceptibilidad), los estudios histoldgicos, el analisis molecular de
expresiéon de genes, toxicogendmica (transcriptémica),
toxicoprotedmica y metabondmica, etc. que puedan dilucidar nuevas

vias y redes mecanisticas.

Es decir, mientras la toxicologia tradicional y reciente utilizaba
argumentos racionales, tratando, por ejemplo, de identificar el gen
implicado en las patologias relacionadas con cierto producto, los
nuevos planteamientos operan de forma mas empirica, buscando los
niveles de expresion de miles de genes, algunos de los cuales
pudieran estar implicados aunque otros no lo estén y obtener la
mayor informacién posible de cardcter toxicodinamico (Boelsterli,
2007). En definitiva, la Toxicologia de nuestros dias es
fundamentalmente mecanistica apoyada en los avances de la

Biologia Molecular.

1.6.3 El Proyecto Europeo A-Cute-Tox

Ante el nuevo panorama establecido de cambios, surge en el afo
2005, dentro del sexto Programa Marco de la Unidn Europea, un

ambicioso proyecto llamado A-Cute-Tox, el primer intento de crear
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una estrategia de ensayo integrada basada Unicamente en métodos

in vitro e in silico.

El proyecto desarrolla los conceptos necesarios para componer
estrategias de ensayo a través de la implementacién continua de las
nuevas alternativas in vitro e in silico. Un enfoque que requiere la
integracién de los grupos de investigacion, las aportaciones de la
comunidad reguladora y de la direccion empresarial. A cambio
ofrece la oportunidad de lograr una reduccién sustancial de los
experimentos con animales para evaluar la toxicidad sistémica aguda

(Clemedson, 2008).

El proyecto contaba con la participacidon de un total de 35 grupos
de investigacién, procedentes de 13 paises europeos, divididos en 9
grupos de trabajo. Cada grupo de trabajo se encontraba dirigido a la
realizacion de las diferentes tareas: recopilacién de datos
bibliograficos, realizacion de la base de datos Acutoxbase con los
datos obtenidos en el proyecto, optimizacién y prevalidacion de la

estrategia de ensayo (Kinsner-Ovaskainen et al., 2008).

El objetivo principal era desarrollar una estrategia in vitro simple y
robusta para la prediccion de la toxicidad sistémica aguda humana, lo
que podria sustituir a los ensayos de toxicidad aguda en animales

utilizados hasta la fecha.

Los objetivos metodoldgicos principales del proyecto A-Cute-Tox
eran generar, recopilar y evaluar los datos de alta calidad in vitro e in
vivo sobre un conjunto de productos quimicos de referencia para

realizar analisis comparativos e identificar los factores que influyen
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en la correlacion entre la toxicidad in vitro e in vivo, teniendo en

cuenta la biocinética, el metabolismo y la toxicidad organica.

Por otra parte, se pretendia aplicar herramientas innovadoras
como por ejemplo la citémica, técnica empleada en este trabajo vy
desarrollar nuevos sistemas celulares. El ultimo objetivo era disefiar
una estrategia de ensayo in vitro simple, robusto y fiable, con
posibilidad de ser automatizado y asociada a los modelos predictivos

de toxicidad aguda.

Por ello, el desarrollo de métodos in vitro de anadlisis de
citotoxicidad es una prioridad y ha conducido a la disponibilidad de
técnicas relativamente sencillas con aceptable capacidad de
deteccion de efectos in vitro y de prediccidon de toxicidad aguda in

vivo (Clemedson et al., 2007).

Se escogieron los compuestos quimicos para el estudio de pre-
validacién del método, la mayoria de ellos tenian uso industrial pero
también cosmético o farmacéutico. Inicialmente se seleccionaron un
total de 100 productos quimicos de prueba, pero finalmente se

seleccionaron 97 compuestos.

El criterio principal para la seleccién era la disponibilidad de datos
en animales y en humanos, aunque habia otros criterios de seleccion
como la disponibilidad comercial, la presencia de compuestos
clasificados en grupos segun su utilidad o compuestos con efectos
especificos conocidos en los distintos tejidos in vivo. Ademas la
seleccion de los compuestos debe tener una representacion

adecuada en las categorias de toxicidad establecidas a través de la
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normativa CLP siguiendo los criterios del GHS (Hoffmann et al., 2010;

Prieto et al., 2013).

Para poder evaluar los datos obtenidos y poder comparar las
correlaciones entre los métodos ensayados se empled un método de
referencia in vitro, que consiste en el test de captacion de rojo neutro
por parte de fibroblastos 3T3. Los modelos de simulacién realizados,
validaron el uso del ensayo 3T3 NRU para seleccionar la dosis de
partida para los correspondientes estudios contribuyendo ademads a

una reduccion en el uso de animales (Prieto et al., 2013).

El test esta basado en la captaciéon por parte de las células del
colorante rojo neutro, tras la exposicidon con diversas dosis de
concentracién creciente de la sustancia tdxica, se produce la
liberacion gradual del colorante debido a la pérdida de la integridad
de la membrana celular. Esta prueba es una medida de la toxicidad
de un compuesto a corto o largo plazo, determinado por la liberacion
de un colorante, el rojo neutro, debido a la pérdida de la viabilidad

celular (Zuang, 2001).

Para la recopilacidn de los datos, se trabajé con la IC50 para cada
compuesto quimico, es decir, la concentracion que produce la
inhibicion del 50% de la viabilidad celular, obtenida a través del
ensayo de Captacién de Rojo Neutro (Neutral Red Uptake, NRU)
realizado en fibroblastos de raton, la linea celular 3T3 (Sjostrom et

al., 2008).

Los resultados obtenidos demostraron que existia una correlacion

entre la toxicidad in vitro (concentracién) e in vivo (dosis). Sin
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embargo, los métodos in vitro de referencia, no predecian la
toxicidad humana en cerca del 30% de los casos y se basaban en la
deteccién de efectos muy generales o ambiguos para cuantificar la
citotoxicidad de un farmaco o xenobidtico. Presentaban un nimero
relativamente alto de compuestos que se encontraban mal

clasificados o con baja correlacién.

El proyecto A-Cute-Tox permitid identificar los factores que
influian en estas correlaciones, teniendo en cuenta la biocinética, el
metabolismo y la toxicidad de drganos (higado, cerebro y rifiones)

(Hoffmann et al., 2010).

En el estudio, se emplearon células de rifidn, hepatocitos vy
neuronas ya que presentan caracteristicas especificas de los tejidos
de los que provienen. En este caso, los hepatocitos y las neuronas
presentan actividades enzimaticas citocromo y funciones de
detoxificacion, por su parte, las células renales presentan las
funciones de unién de las células que actian como barrera para el
transporte de sustancias y para el mantenimiento del balance

osmotico.

Se pretende que la deteccion de la toxicidad especifica de tejido
revele la verdadera toxicidad de los compuestos con valores atipicos

en los ensayos de citotoxicidad basal (Clothier et al., 2008).

También se emplean como referencia los valores de LD50 de rata
in vivo para los compuestos empleados en el estudio. El conjunto de
datos recopilados son la base para la comparacion entre especies a

través del grado de correlacién entre los datos in vitro e in vivo. Las
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LD50 se han obtenido de diversas bases de datos y publicados en la

bibliografia (Hoffmann et al., 2010).

Por dltimo, para la evaluacién de la capacidad predictiva de las
pruebas in vitro para la intoxicaciéon aguda en humanos, se utilizd los
datos de humano como estandar. Los valores de LC50 se obtuvieron
a partir de las concentraciones sanguineas letales, determinados a
partir de los casos de intoxicacién aguda en humanos y publicados en

la bibliografia (Sjostrém et al., 2008).

Los estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio,
dentro del proyecto A-Cute-Tox, fueron realizados in vitro empleando
lineas celulares humanas. Se llevaron a cabo un conjunto de ensayos
citédmicos para una serie de compuestos quimicos. Los resultados
concluyeron que con el método in vitro llevado a cabo se obtenian
mejores correlaciones comparandolo con los datos in vivo de
toxicidad humana que con los datos de toxicidad in vivo en rata

(Tolosa et al., 2012; Clothier et al., 2013).

Ademas se obtuvieron una serie de compuestos quimicos que no
se clasificaban correctamente segln la escala GHS, escala basada en

los datos de LD50 de rata.

Hay que tener en cuenta que al tratarse de especies distintas,
existen diferencias en los procesos cinéticos de absorcion,
metabolizacion, distribucion o eliminacidn, originadas por factores

fisioldgicos en respuesta a la accion de xenobidticos.
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Las diferencias que existen en cuanto al metabolismo y la
biodisponibilidad oral, pues no existe correlacién entre los humanos
y las ratas (Musther et al. 2014), se pueden explicar debido al
diferente grado de expresion de las enzimas encargadas de

metabolizar los compuestos quimicos.

Por ejemplo, las enzimas del citocromo P450 (CYP) catalizan la
mayor parte de las reacciones de biotransformacion de farmacos,
ademas, son las que mas frecuentemente se encuentran involucradas
en el metabolismo de xenobidticos y compuestos enddgenos, junto
con las UDP (uridin difosfato) glucuronil transferasas. Dentro de las
enzimas CYP, el nimero de isoenzimas encontradas en algunos
animales como la rata, no coincide con el de los humanos, lo que
explica las diferentes susceptibilidades a ciertos tdxicos (Komura et

al., 2011).

El siguiente paso, objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral,
consiste en calcular las correlaciones de los datos obtenidos in vitro
frente a los datos in vivo publicados en la bibliografia, todos ellos
obtenidos de la misma especie, la rata. Se pretende observar si la
correlaciéon mejora al tratarse de la misma especie o si, por el
contrario, no presenta mejoria, lo que seria indicativo de un

problema del método in vitro empleado.

Siguiendo la misma linea, se persigue buscar una mejor
clasificacion de los compuestos, especialmente de aquellos que
debido a su mecanismo de accidén o a su metabolizacién, no coinciden

con los criterios establecidos por la escala GHS en base a la LD50 de
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rata. En este caso, la especie es la misma, la rata y permitird evaluar

exclusivamente el método empleado, el método in vitro.

En este caso, se han empleado tres lineas celulares de rata: B50
(neuroblastoma), NRK-52E (epitelio renal) y N13 (hepatoma). El
objetivo es poder comparar datos pertenecientes a una misma

especie y eliminar asi, posibles interferencias entre especies.

Se han utilizado un total de 57 compuestos quimicos,
seleccionados de la lista elaborada en el proyecto A-Cute-Tox. Todos
ellos cumplen los requisitos establecidos por el proyecto (Hoffmann
et al., 2010): fécil disponibilidad por parte de las casas comerciales,
todos los compuestos presentan datos bibliograficos in vivo de rata 'y
una gran parte de los compuestos presentan datos en humanos.
Quimicamente se encuentran tanto compuestos organicos como
inorgdnicos. Dentro de los compuestos organicos se encuentran
representados los 4cidos carboxilicos, los compuestos heterociclicos

y alcoholes.

Todos los compuestos han sido ampliamente utilizados en la
industria quimica y farmacéutica hasta la fecha, segin su uso, los
téxicos pertenecen a diversas categorias como pesticidas, herbicidas,

disolventes o farmacos comunmente utilizados, entre otros usos.

Pueden presentar una toxicidad érgano especifica, dependiendo
de la linea celular empleada y se encuentran distribuidos
homogéneamente segin las cinco categorias de toxicidad

establecidas por la GHS, basada en los valores de LD50 de rata.
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Ademads se han realizado una serie de ensayos citémicos in vitro
que pretenden obtener informacion adicional sobre la citotoxicidad
especifica de cada tejido, gracias a las propiedades que presenta la
técnica empleada, la citometria de flujo, wuna técnica

multiparamétrica, rdpida y sencilla.

1.6.4 El Proyecto Europeo EU ToxRisk

Siguiendo la estela del proyecto ACuteTox, nace un nuevo
proyecto europeo que busca convertirse en lider en evaluacién del
riesgo y la toxicidad de la exposicién a farmacos y productos
quimicos: El proyecto EU ToxRisk. El proyecto viene financiado por la
Comisidon Europea a través del Programa Horizonte 2020 con un
presupuesto de cerca de 30 millones de euros, para el abordaje
integral e innovador de la toxicidad y seguridad de medicamentos y
productos quimicos, a través de métodos mdas eficientes y sin

animales.

Formado por un consorcio internacional compuesto por 39
organizaciones que incluyen Universidades, Centros de Investigacion,
pequefias y medianas empresas, grandes industrias y administracion,
todos ellos trabajaran en la integracién de nuevos conceptos para la
evaluacion de la seguridad quimica y su regulacion legislativa. Todo
ello manteniendo el objetivo de desarrollar métodos in vitro sin
animales y tecnologias computacionales in silico, para trasladar
conocimiento obtenido sobre los mecanismos moleculares de la

toxicidad a estrategias de ensayos de seguridad.
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El proyecto EU-ToxRisk, coordinado por Bob van de Water,
catedratico de Toxicologia en la Universidad de Leiden (Holanda),
integrara avances en biologia celular, en las tecnologias dmicas,
biologia de sistemas y modelizacion computacional, con el objetivo
de definir las complejas interacciones entre la exposicién quimica y
los efectos téxicos que produce. El consorcio proporcionara una
prueba de concepto para una nueva estrategia de evaluacién de la
seguridad de compuestos quimicos, centrandose en la toxicidad
sistémica por dosis repetida de todxicos, asi como la toxicidad que

afecta al desarrollo y reproduccidon del ser humano.

Los nuevos métodos desarrollados en este proyecto serdn
integrados de acuerdo con la normativa vigente para que puedan ser
aplicados en la industria. EU-ToxRisk pretende desarrollar nuevos
enfoques para cuantificar los riesgos basados en la comprensién de
las "Vias de Efectos Adversos", incorporando todos los datos

disponibles de mecanismos de toxicidad conocidos hasta ahora.

El objetivo es conseguir también una mejora rapida de los
métodos de extrapolacion utilizados para predecir caracteristicas de
los quimicos e incrementar los métodos alternativos al uso de
animales. Asi pues, el proyecto mejorara la evaluacion de la
seguridad de la mayoria de los quimicos utilizados por la industria y la

sociedad.

El consorcio EU-ToxRisk incluye muchos de los toxicélogos y
expertos lideres en campos relacionados como la Biologia Celular y

del Desarrollo, Gendmica, Biologia Computacional,
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Quimioinformatica, Bioinformatica, Bioestadistica, legislacién, asi
como gestién y diseminacidn, con gran experiencia en organizacién y
gestién de proyectos en diversos campos y sectores industriales.
Ademads colaborara estrechamente con laboratorios de referencia de
la Unidn Europea para el establecimiento de alternativas a los
Ensayos con Animales (EURL-ECVAM), a cargo del Centro de
Investigacion Conjunta (JRC) del Instituto para la Proteccion de la

Salud y el Consumidor (IHCP) que encajen con la normativa vigente.

El proyecto EU-ToxRisk se inicid6 en enero de 2016 en Leiden
(Holanda) y tendra una duracién de seis anos. En definitiva, EU-
ToxRisk tiene el objetivo de abrir una nueva era para las ciencias de
seguridad europeas ya que espera tener un fuerte impacto en la
legislacién que regula la seguridad quimica y evaluacién de riesgos en

Europa, y en el resto del mundo.

1.7 La Citdmica en el Desarrollo de Métodos Célulares en
Toxicologia

1.7.1 Concepto y Fundamento de la Citdmica

Tanto en investigacion basica como en el descubrimiento de
farmacos, se han incrementado los ensayos basados en células. Estos
estudios aportan abundante informacidn y son técnicamente
factibles. Con respecto a otras “—6émicas”, el objetivo de la citémica
son los sistemas heterogéneos celulares conocidos como citomas. Los
citomas son entendidos como componentes funcionales y sistemas

celulares heterogéneos de los organismos pluricelulares.
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La citémica puede ser considerada como una disciplina que une la
gendmica y la proteémica, permite resolver sistemas heterogéneos
evitando la pérdida de informacién que caracterizan las otras
tecnologias, donde los valores promedio se obtienen de una gran

numero de células o de tejido homogeneizado (Herrera et al., 2006).

Iz

En este contexto, donde las “-dmicas” engloban la Biologia de
Sistemas, la citdmica estudia la funcion de la célula en el contexto de
los descubrimientos llevados a cabo por la gendmica y la protedmica.
Se define como el estudio de los fenotipos unicelulares moleculares
resultantes del genotipo, en combinacién con los conocimientos

extraidos de los analisis exhaustivos bioinformaticos (Bernas et al.,

2006).

Relacionados con la citdmica son los métodos basados en
fluorescencia, minimamente invasivos y sensibles, que integran el
concepto del analisis celular individual para entender la complejidad
y el comportamiento de los tejidos y organismos. Debido a la gran
disponibilidad de marcadores fluorescentes y a la multiplicidad de los
detectores de fluorescencia, los ensayos citdmicos pueden ser
considerados como  multiparamétricos, policromaticos vy

multiplexados.

Los resultados obtenidos basados en técnicas fluorescentes
pueden ser cualitativos o cuantitativos, y pueden ser obtenidos a
partir de medidas del punto final o a través de medidas secuenciales,

es decir, en modo cinético (Herrera et al., 2006).
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Los citémetros de flujo funcionan sélo con particulas en
suspensiones liquidas (Figura 4). Las células no deben formar
agregados ni formar parte de tejidos. Una vez que las células estan en
suspension, el citbmetro aspira la muestra a través de una jeringa y
gracias a un sistema de presiones y de vacio en la parte superior de la
muestra. Las particulas son arrastradas a la cdmara de flujo donde el
liguido envolvente que acompana a la muestra las acelera vy las
centra. Este fendmeno, llamado enfoque hidrodinamico, es
responsable de la separacién, alineacion y el centrado de la particulas
de la muestra, generando una corriente liquida laminar (Bernas et al.,

2006).

Posteriormente, las particulas alineadas son presentadas de una
en una y a gran velocidad frente a una fuente de iluminacion de
longitud de onda adecuada (O'Connor et al., 2001). Se registra la
fluorescencia emitida después de la excitacion por el laser. Esta
fluorescencia puede ser natural (autofluorescencia) o inducida por
moléculas fluorescentes afadidas a la muestra. El fluorocromo emite
una sefial de fluorescencia a una determinada longitud de onda
especifica y por lo tanto, ayuda a identificar células de interés por las

caracteristicas fenotipicas.

Las senales de dispersion, indicativas de los parametros
morfoldgicos, y las de fluorescencia se encuentran separadas entre
ellas y se envian a fotodetectores especificos compuestos por un
conjunto de espejos dicroicos vy filtros que dividen las sefales dpticas

en rangos de longitud de onda espectral. Finalmente, los datos se
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recopilan y se visualizan mediante el programa informatico

ofreciendo un analisis multiparamétrico (Bernas et al., 2006).

/Pamclc or cell delivery nozzle

Sheath outiet

Particle or cell delivery nozzle

Sheath fluid
70-100 um

ahe
. Ll
&
b Hydrodynamic focusing
-
L 3
-
-

Dichroic mirror

Particle or cell delivery nozzle

Fll(er\
4

Fluorescence
detectors Filter

Right-angle light '

scatter detector

Interrogation point
Forward-angle 9 P

light scatter detector

Figura 4: Esquema de la cdmara de flujo y del principio de enfoque hidrodinamico donde las
células se alinean una a una antes de que el laser incida sobre ellas y emitan
fluorescencia (parte superior). Muestra un esquema general de la configuracién éptica
del citdmetro, con los detectores para la dispersién frontal y en un angulo de 90°

separados e independientes de los detectores de fluorescencia (parte inferior). (T
Bernas et al., 2006).
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Esta metodologia presenta importantes ventajas respecto a otras

técnicas (O'Connor et al., 2001):

Adquisicion de datos multiparamétricos: los citémetros de flujo
permiten determinar de forma rutinaria dos parametros
morfoldgicos a través de la dispersidn frontal y lateral de la luz, y se
pueden determinar multiples sefales de fluorescencia, tantas como
detectores presente el citdmetro, para una sola particula. De esta
manera, en un Unico tubo de ensayo, se puede identificar vy
seleccionar subpoblaciones celulares empleando uno o varios
pardmetros a la vez y permite ademds determinar estructuras o
funciones concretas a partir de las poblaciones previamente

seleccionadas.

Andlisis de datos multivariado: debido al disefio de los programas
informaticos de los citdmetros, la adquisicion multiparamétrica esta
interconectada con el andlisis de datos multivariado. La posibilidad
de almacenar los archivos como una matriz de datos no
correlacionados para cada célula analizada, permite definir nuevas
correlaciones y selecciones de poblacidon mediante un posterior

analisis de los archivos.

Andlisis rdpido de un gran numero de células vivas: el uso de
células vivas permite analizar multiples pardmetros bioquimicos en
diversas condiciones. La rdpida tasa de adquisicion de datos y la
posibilidad de examinar millones de particulas individuales en un
tiempo razonable, permite la deteccion y el andlisis preciso de

poblaciones celulares infrecuentes. Algunos sistemas pueden adquirir
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particulas con una velocidad aproximada de 100.000 particulas por

segundo (Robinson, 2004).

Ademas los ensayos citomicos permiten identificar y purificar
determinadas subpoblaciones celulares del citoma a través de los
distintos marcadores de superficie fluorescentes, de las actividades
funcionales intracelulares, de las propiedades morfolégicas o a

menudo, de una combinacidn de varias.

Estas caracteristicas permiten que los analisis citomicos se
integren facilmente entre otras estrategias, para el estudio de la
interaccion entre los xenobidticos y las células, para el desarrollo
industrial y la evaluacién de efectos tdxicos y terapéuticos de los

compuestos quimicos (Herrera et al., 2006).

Como se puede observar, la citometria de flujo, la técnica
empleada en este trabajo, es una muy buena alternativa en el campo
de la Toxicologia, ya que puede permitir observar los cambios
producidos en la célula en respuesta a un agente toxico y evaluar y
cuantificar los dafios producidos en las distintas subpoblaciones

seleccionadas, todo ello de una forma no invasiva, rapida y sencilla.

1.7.2 Parametros Citomicos para la Evaluacién de Citotoxicidad in
Vitro.

Se pueden desarrollar ensayos simples que permitan evaluar los
aspectos basicos de la citotoxicidad, es decir, todos aquellos
pardmetros bdsicos de la fisiologia celular que puedan verse
afectados por la interaccidon con los mecanismos de accion de los

compuestos quimicos y que afecten a la proliferacion, viabilidad o
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supervivencia celular. Estos ensayos aportan una razonable

predictividad para la toxicidad aguda.

El grado de predictividad se puede incrementar llevando a cabo
un numero mayor de ensayos que permitan evaluar otros
pardmetros relacionados con el estrés generado por la formacion de
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, ademas del ensayo del
principal antioxidante que previene los efectos del estrés oxidativo, el

glutation.

Gracias a la capacidad multiparamétrica de la citometria de flujo,
se puede cuantificar de una forma rapida y sencilla los efectos
inducidos por la exposicién de los agentes tdxicos, proporcionando
una prueba directa de la susceptibilidad o resistencia celular (Herrera

et al., 2006).

Se puede obtener una gran cantidad de informacion de aquellos
compuestos que quimicamente tengan un amplio rango de
mecanismos toxicos, a través del disefio de los ensayos citémicos en
lineas celulares especificas de drganos, que sean especialmente
sensibles a los efectos toxicos provocados por los compuestos. Para
ello, las células deben estar marcadas con sondas fluorescentes
definidas de acuerdo con sus propiedades bioldgicas y O6pticas

(O'Connor et al., 2001).

En la presente Tesis Doctoral se han realizado una serie de
ensayos citdmicos que van a permitir evaluar tanto la citotoxicidad
basal como la especifica, en varias lineas celulares de rata. Entre los

pardmetros que forman los ensayos citdmicos, se encuentran los
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pardmetros citotdoxicos de viabilidad celular, niveles de calcio
intracelular y el estudio de los potenciales de membrana, plasmatico

y mitocondrial.

Por otro lado, también se van a estudiar pardmetros de estrés
oxidativo y nitrosativo, entre los que se encuentran especies
reactivas del oxigeno y nitrégeno como el radical superdxido, el dxido
nitrico y los niveles de perdxidos. Finalmente se determinardn los

niveles de glutatién que es el antioxidante de mayor importancia.

- Viabilidad celular

Este trabajo estd basado en el estudio principalmente de las
células vivas, ya que se pretende estudiar cambios en los parametros
bioquimicos provocados por la accién de los téxicos. Un parametro
que varia en funcidn de la concentracion de téxico empleada es la
viabilidad, observandose un nimero mayor de células muertas con

concentraciones crecientes de toxico.

Para evaluar el porcentaje de células vivas se emplea el
fluorocromo yoduro de propidio. El yoduro de propidio es un
intercalante que se une principalmente al DNA, aunque también se
une al RNA. Generalmente se excluye de las células vivas ya que es
impermeable a la membrana celular, por lo que las células que
tengan afectada la integracion de la membrana ya sea por un proceso
de apoptosis o necrosis emiten distinto grado de fluorescencia
pudiendo discriminar la poblacion de células vivas de interés (Zamai

et al.,, 2001). El ensayo del yoduro de propidio, descrito en la
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metodologia, se emplea para la determinacién de la viabilidad y los

estudios citomicos.

- Potencial de Membrana Plasmatica

Los canales iénicos dependientes de voltaje o dependientes de
ligando tienen cada vez una mayor importancia en la industria
farmacéutica por su implicacidon en un gran nimero de enfermedades
cardiovasculares, inflamatorias y del sistema nervioso central entre
otras. Los téxicos pueden interaccionar con estos canales provocando
cambios en los potenciales de membrana que afectan a la actividad

de estos canales (Wolff et al., 2003).

El potencial de membrana plasmatica es una diferencia de
potencial eléctrico entre el interior, cuyo potencial es negativo, y el
exterior que presenta potencial positivo. Estas diferencias de
potencial se deben a la permeabilidad selectiva que presenta la
membrana plasmatica como consecuencia del transporte activo de
iones, en concreto de iones sodio (Na*), potasio (K*) y cloruro (CI),
gue son bombeados activamente para mantener las concentraciones

constantes.

Cuando las concentraciones no se mantienen constantes hay
incrementos o disminuciones de iones en la membrana, variando el
potencial y dando lugar a la hiperpolarizacion o despolarizacién de la
membrana. Estos procesos juegan un papel clave en procesos
fisiolégicos como son la transmisidn nerviosa, transporte de iones a

través de canales y contraccion muscular (Alberts et al., 2002).
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Para poder determinar el potencial de membrana plasmatico en
este trabajo se ha empleado el fluorocromo bis-(acido 1,3-
dibutilbarbitirico) trimetina oxonol (DiBAC4(3)), fluorocromo
anidnico y lipofilico, con una sensibilidad moderada hacia los cambios

del potencial de membrana.

Presenta una muy baja fluorescencia en el medio extracelular
pero aumenta su rendimiento cuantico al unirse al nucleo
hidrofébico de la membrana lipidica. Tras la despolarizacion de la
membrana celular, el fluorocromo al tener carga negativa, se
desplaza del medio extracelular al citosol. El incremento de la
concentracion intracelular resulta en un incremento de la unién a la
membrana celular dando lugar a un aumento de la intensidad de
fluorescencia. De forma contraria, una situacidn de hiperpolarizacion
se indica por una disminucién de la intensidad de fluorescencia

(Wolff et al., 2003).

- Potencial de Membrana Mitocondrial:

La mitocondria es un organulo intracelular presentes en
practicamente todas las células eucariotas, encargadas del suministro
de la energia necesaria para la actividad celular a través de la sintesis

de ATP por medio de la fosforilacion oxidativa.

Hasta hace poco tiempo se consideraba que la principal funcion
de la mitocondria estaba limitada a la obtencién de energia en forma
de ATP. Sin embargo, se ha descrito una nueva funciéon de la

mitocondria, con un papel clave dentro del proceso de apoptosis
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actuando de reservorio de proteinas apoptdticas como por ejemplo,

el citocromo c (Christensen et al., 2013).

La energia que se obtiene a través de la transferencia de
electrones a lo largo de la cadena transportadora se emplea para
bombear protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembrana, creando un gradiente electroquimico de protones a
través de la membrana mitocondrial interna. Este gradiente de
protones permite a la ATP sintasa utilizar el flujo de protones
generados para producir ATP a partir de adenosina difosfato (ADP) y

fosfato inorganico (Perry et al., 2011; Sanchez et al., 2008).

El proceso da como resultado un potencial de membrana con
carga neta negativa dando lugar a la polarizacién de la mitocondria.
El uso de desacoplantes de la fosforilacién oxidativa mitocondrial,
como el empleado en este trabajo como control positivo de este
parametro, el FCCP, permeabiliza la membrana mitocondrial interna

provocando la pérdida del potencial y despolarizando la mitocondria.

En este caso, para determinar dicho potencial se empleard el
fluorocromo tetrametilrodamina metil éster (TMRM), fluorocromo
permeable, catidnico y lipofilico que es rapidamente secuestrado por
la mitocondria activa. La distribucidon a través de la membrana
mitocondrial es altamente selectiva y estd directamente relacionada
con el potencial de membrana, ya que no forman agregados en las
membranas celulares ni interactian con proteinas de membrana.
Cuando el potencial de membrana se pierde, es decir, se despolariza,

el fluorocromo sale de la mitocondria y de la célula y la intensidad de
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fluorescencia disminuye (Kalbacova et al., 2003; Cottet-Rousselle et

al., 2011).

- Nivel de Calcio intracelular:

El calcio realiza importantes funciones para la supervivencia y el
crecimiento celular en el organismo, actia como mediador
intracelular realizando la funcidon de segundo mensajero, interviene
en la contraccion de los musculos, influye en la transmisién de iones
a través de las membranas actuando como un estabilizador de la

membrana y participa en la liberacidon de neurotransmisores.

La concentracion intracelular de iones calcio, mantenido a través
de los diversos mecanismos, juega un papel muy importante en la
sefializacion celular. La desregulacion de estos mecanismos debido a
factores de estrés como los compuestos citotoxicos empleados en
este trabajo, entre otros factores, pueden alterar la homeostasis del
calcio y la influencia de las rutas de sefializacién dependientes de

calcio en la célula (Clapham, 1995; Wojcik-Piotrowicz et al., 2016)

Estas perturbaciones del equilibrio electroquimico intracelular
pueden desencadenar en la activacion de diferentes moléculas
implicadas en la regulacién de la muerte celular, a través de sus
distintas modalidades, apoptosis, necrosis o autofagia (Zhivotovsky et

al., 2011).

Para poder determinar el nivel de calcio intracelular se emplea el
fluorocromo Fluo-4 AM, permeable a la membrana debido a que se

encuentra en su forma esterificada y no fluorescente en el
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citoplasma. Una vez en el interior celular, las esterasas intracelulares
convierten el éster en su forma activa, Fluo-4, que se une al calcio y

emite fluorescencia (Gee et al., 2000).

- Especies Reactivas del Oxigeno y Nitrogeno:

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son un conjunto de
moléculas reactivas producidas en algunos procesos metabdlicos en
los que participa el oxigeno. Entre las ROS se encuentran
representadas tanto especies radicalarias como no radicalarias
(Figura 5). Son generadas como subproductos del metabolismo
celular en el proceso de la fosforilacion oxidativa mitocondrial,
aunque también pueden surgir de las interacciones con fuentes

exdgenas como los compuestos xenobidticos (Pisoschi et al., 2015).

Los radicales libres se definen como las especies atdmicas o
moleculares que contienen uno o mas pares de electrones
desapareados en uno de sus orbitales moleculares. Debido a esta
condicidn presentan una gran inestabilidad, lo que los convierte en
muy reactivos y pueden participar en distintos tipos de reacciones en
los que pueden sufrir procesos de oxidacion o reduccion (Thannickal

et al., 2000).

La principal fuente generadora de radicales libres en las células es
la mitocondria, donde el oxigeno molecular es reducido parcialmente
a través de la adicion de un electron dando lugar a la formacion del
radical superodxido (0O,7), especie que puede actuar tanto como un
nucledfilo, capaz de atacar centros cargados positivamente, como

actuar de agente oxidante reaccionando con dadores de hidrégeno.
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El radical superdxido puede dismutar dando como producto oxigeno
molecular (0,) y perdxido de hidrégeno (H,0,), reaccion catalizada

por la superdxido reductada (SOD).

A diferencia del anién superdxido, el H,0, producto de la
dismutacidn del superdxido, no es un radical libre, es mas estable y
difunde a través de las membranas bioldgicas pero es un agente
oxidante mas débil. Sin embargo, en presencia de metales de
transiciéon, como el hierro en su forma reducida, se produce otra
reduccion parcial del oxigeno generando el radical hidroxilo (OHe),

reaccion que recibe el nombre de “reaccidn de Fenton”.

El radical hidroxilo es el mas reactivo de todos, extremadamente
oxidante ya que ataca a la gran mayoria de moléculas, tanto
orgdnicas como inorgdnicas, ADN, proteinas, lipidos, aminodcidos,
azlcares y metales. En los organismos vivos la reaccidon que genera
radicales hidroxilo ademas de la reaccién de Fenton, es conocida
como la reaccién de Haber-Weiss, donde en presencia de superdxido
y peréxido de hidrégeno se generan mas radicales hidroxilo (Zorov et

al., 2014; Pisoschi et al., 2015).

Ademas de estas especies también existen las especies reactivas
del nitrégeno, familia de moléculas donde la mas relevante es el
oxido nitrico. El 6xido nitrico enddgeno, sintetizado a partir de L-
arginina, oxigeno y NADPH en una reaccién catalizada por la dxido
nitrico sintasa o por reduccién de nitrato inorganico, es un radical
libre que difunde a través de las células facilmente, aunque su

reactividad es menor que la de otros radicales. Reacciona facilmente
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con el radical anién superdxido dando una especie nitrogenada
altamente reactiva, el peroxinitrito (ONOO-), un potente oxidante
que por tratarse de una molécula no radical libre, es mucho mas
estable y puede generar efecto téxico a largo plazo (Olmos et al.,

2007).

Endogenous / s NO® .
EXogenous sources > 02 ——- | ONOO

SOD 1/S0D 2/S0OD 3

F 2+ o
OH. —e é OH.

Fenton reaction Haber Weiss reaction

HZOZ
RH
,l, 2GSH NADPH
Ro CAT GPx GR
+
1 o, GSSG NADP

RO°/ ROO’ H,0+0,

Figura 5: Fuentes y generacidn de diferentes especies reactivas del oxigeno. CAT, catalasa;
GPx, glutatidon peroxidasa; GR, glutation reductasa; SOD, superdxido dismutasa;
RH, membrana lipidica; R., radical alquilo (Ajuwon et al., 2015).

Las especies reactivas se generan continuamente en los procesos
celulares y son esenciales para la vida. Tanto las ROS como las RNS
juegan un papel crucial en activacion génica, crecimiento celular,
reacciones quimicas celulares y defensa frente a bacterias y virus. Sin
embargo, un exceso de estas especies reactivas o una disminucioén de
los sistemas antioxidantes pueden causar un estado que recibe el
nombre de estrés oxidativo, provocando dafio celular que puede ser

irreversible.
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El estrés oxidativo produce efectos dafiinos sobre las células a
distintos niveles, pudiendo causar dafios a través de la interaccion
con lipidos, proteinas y DNA. El dafio celular generado esta asociado
en numerosas patologias como enfermedades cardiovasculares,
renales, cancer, diabetes, Alzheimer, Parkinson o envejecimiento

(Kumar et al., 2012; Valko et al., 2007; Saeidnia et al., 2013).

Debido al corto tiempo de vida de estas especies reactivas, resulta
dificil poder detectarlas. EIl método de deteccidn consiste en la
utilizacion de distintos fluorocromos que presentan una alta
sensibilidad y en la posterior medida de la intensidad de
fluorescencia. Los fluorocromos utilizados en el presente trabajo

son:

El compuesto fluorogénico MitoSOX™, reactivo permeable en las
células vivas donde se dirige a las mitocondrias, principal organulo
generador de radicales superdxido. Es altamente selectivo para la

deteccion de superdxido mitocondrial en las células vivas.

El compuesto es oxidado rapidamente en presencia de radicales
superdxido pero no por otras especies reactivas de oxigeno o
nitrégeno. El producto resultante emite intensa fluorescencia roja

(Cottet-Rousselle et al., 2011).

Otro compuesto empleado es el sustrato no fluorescente 2,7-
diclorofluorescein-diacetato (DCF-DA). La forma esterificada, DCFDA,
es capaz de atravesar la membrana celular y, a continuacion, como
resultado de la desacetilacidn por esterasas intracelulares, dar lugar a

DCFH que queda retenido intracelularmente. Este producto no
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fluorescente se convierte a DCF a través de su oxidacién por los
radicales libres derivados de los peréxidos, compuesto con una
elevada intensidad de fluorescencia verde. EI DCFDA solamente
permite la deteccion de perdxidos celulares eficazmente si son
descompuestos en radicales por ejemplo, por iones de metales de

transicion (Halliwell et al., 2004; Kalyanaraman et al., 2012).

El tercer compuesto empleado es el 4-amino-5-metilamino-2’,7’-
difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA), reactivo para cuantificar
bajas concentraciones de dxido nitrico. Compuesto esencialmente no
fluorescente, esterificado que le permite atravesar facilmente la
membrana celular, una vez dentro, el compuesto es desacetilado por
las esterasas intracelulares dando lugar a DAF-FM que presenta una
baja fluorescencia, pero que puede reaccionar con el éxido nitrico
dando lugar a benzotriazol, compuesto que emite una intensidad de

fluorescencia verde (Kojima et al., 1999).

- Glutation:

La exposicion a las especies reactivas del oxigeno y nitrégeno
producidas por una cantidad de procesos bioldgicos ha llevado a
desarrollar numerosos mecanismos de defensa en los organismos,
con el fin de protegerlos del dafio que ocasionan (Wu et el., 2004).
Dichos mecanismos pueden ser de reparacidn, defensas fisicas o
defensas antioxidantes. Estos ultimos juegan un papel fundamental y
estan compuestos tanto por enzimas como la superdxido dismutasa

(SOD), la glutation peroxidasa (GPx) y la catalasa, como por
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sustancias antioxidantes entre los que se encuentran la vitamina C, la

vitamina E y el glutatién entre otros.

En condiciones normales, existe un equilibrio entre las especies
reactivas del oxigeno y los sistemas antioxidantes que mantienen la
salud del individuo, pero la alteracién del balance en los mecanismos
de produccién y eliminacién de las ROS hacia un incremento de la
produccién, da lugar a un estado de estrés oxidativo. Ademas de
provocar dafios celulares, el estrés oxidativo influye en la regulacién
de genes implicados en el proceso de envejecimiento y activacion de
rutas de apoptosis, ademas de estar implicado en numerosas

enfermedades (Pisoschi et al., 2015).

El antioxidante de mayor importancia en las células es el glutatidn,
un tripéptido (y-glutamil-cisteinil-glicina), aunque su presencia es
ubicua, es especialmente importante en aquellos érganos con una
intensa exposicidn a toxinas exégenas como el higado. Se caracteriza
porque posee un grupo funcional —SH libre (tiol), responsable de las
propiedades antioxidantes de este compuesto, protegiendo a las

células del efecto de los perdxidos y los radicales libres.

Dentro de los sistemas bioldgicos el glutation se encuentra
presente de dos formas, en su forma reducida (G-SH) y en su forma
oxidada (GS-SG). En su forma reducida el grupo SH es capaz de donar
un electrén a otras moléculas inestables, volviéndose él, a su vez
reactivo en forma de radical libre. Sin embargo, inmediatamente se
combina con otra molécula de glutation reactivo para originar el

glutation disulfuro (GS-SG), el cual ya es estable. Posteriormente, el
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glutation disulfuro es regenerado a glutation (G-SH) mediante una

enzima, la glutation-reductasa.

La principal caracteristica del GSH es que puede servir de cofactor
de diferentes enzimas detoxificantes contra el estrés oxidativo. El
GSH participa en el transporte de aminoacidos a través de la
membrana plasmatica, reacciona directamente con el radical
hidroxilo, detoxifica el perdxido de hidrégeno y perdxidos lipidicos. El
GSH también es capaz de regenerar moléculas antioxidantes muy
importantes como las vitaminas C y E, participa en muchos procesos
celulares como la detoxificacién de xenobidticos, almacenamiento y
transporte de cisteina, proliferacién celular y regulacién de la

apoptosis (Yuan et al., 2008; Dickinson et al., 2002).

En condiciones de normalidad, aproximadamente el 90% del
glutatidn se encuentra en su forma reducida y sélo el 10% en forma
de glutation disulfuro. La presencia de este ultimo en cantidades
mayores refleja un estado de estrés oxidativo. Por otra parte, una
deficiencia de glutation contribuye al estrés oxidativo pudiendo

generar graves patologias (Wu et al., 2001).

Para determinar el nivel de glutation presente en las células en
este trabajo, se ha empleado el compuesto no fluorescente
monoclorobimano (MCB), que reacciona con tioles de bajo peso
molecular, como el glutatién, a través de una reaccion catalizada por
la glutation S-transferasa, dando lugar a la formacién de aductos
fluorescentes. El monoclorobimano conjugado con glutation emitira

fluorescencia azul (Skindersoe et al., 2013).
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1.7.3 Capacidad Predictiva de los Ensayos Citdmicos

Estudios previos de nuestro laboratorio en el contexto del
proyecto europeo A-Cute-Tox, demostraban que un conjunto de
ensayos citdmicos in vitro, basados en la determinaciéon de
pardmetros de citotoxicidad general y de estrés oxidativo en lineas
celulares humanas, predecian mejor la toxicidad aguda humana de

compuestos quimicos que el ensayo clasico de citotoxicidad in vitro.

Los ensayos lograban clasificar razonablemente los compuestos
segln su riesgo de toxicidad en una escala adaptada a los datos de
toxicidad in vivo en humanos. Sin embargo, la comparacién de los
datos con el sistema internacional de clasificacién (Global
Harmonizing System, GHS), basado en los datos de toxicidad in vivo

en rata, resultaba en una escasa capacidad de clasificacidn correcta.

Estos resultados negativos limitan la utilidad de los ensayos
citédmicos con lineas humanas en el drea de la Toxicologia normativa
y su integracion en las estrategias de evaluacion de riesgo téxico de

productos quimicos.

1.8 Introduccidn al Analisis Estadistico de Datos
Multiparamétricos

El analisis multivariante es la parte de la estadistica y del andlisis
de datos que estudia, analiza, representa e interpreta los datos que
resulten de observar un numero de variables estadisticas sobre una

muestra de individuos. Las variables observables son homogéneas y
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correlacionadas, sin que alguna predomine sobre las demds (Cuadras,

2014).

La informacién estadistica en el andlisis multivariante es una
matriz de datos y tiene caracter multidimensional. Presenta dos
objetivos claros: proporcionar métodos cuya finalidad es el estudio
conjunto de datos multivariantes que el andlisis estadistico uni o
bidimensional es incapaz de conseguir, y ayudar a tomar decisiones
dptimas en el contexto en el que se encuentre, teniendo en cuenta la

informacidn disponible por el conjunto de datos analizado.

Un problema central en el andlisis de datos multivariantes es la
reduccion de la dimensionalidad: si es posible describir con precision
los valores de las variables por un pequefio subconjunto de ellas, se
habrd reducido la dimensidon del problema a costa, eso si, de una
pequefia pérdida de informacién. Entre los métodos proporcionados,
se pretende resumir el conjunto de variables en unas pocas variables
nuevas, construidas como transformaciones de las originales, con la

minima pérdida de informacién (Pefia, 2002).

Otros posibles objetivos que pretende el andlisis de datos
multivariantes en cuanto a la metodologia consisten en: encontrar si
existen grupos en los datos, clasificar nuevas observaciones en
grupos definidos y relacionar dos conjuntos de variables. Todos ellos
de cara a poder obtener la mayor informacion posible que pueda

explicar el conjunto de datos obtenidos.
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1.8.1 Analisis de Componentes Principales

El Andlisis de Componentes Principales (PCA) es una técnica
estadistica de sintesis de la informacion o reduccién de la dimension,
es decir, ante un banco de datos con muchas variables, el objetivo
sera reducirlas a un menor nimero perdiendo la menor cantidad de

informacidn posible (Gurrea, 2012).

El PCA tiene este objetivo: dadas unas observaciones de unas
variables, se analiza si es posible representar adecuadamente esta
informacién con un ndmero menor de variables construidas como

combinaciones lineales de las originales.

La técnica de componentes principales es debida a Hotelling
(1933), aunque sus origenes se encuentran en los ajustes ortogonales
por minimos cuadrados introducidos por K. Pearson (1901). Su
utilidad es doble: por un lado, permite representar 6ptimamente en
un espacio de dimensién pequeia, observaciones de un espacio
general p-dimensional. En este sentido, es el primer paso para
identificar posibles variables latentes o no observadas, que estan
generando la variabilidad de los datos. Por otro lado, permite
transformar las variables originales, en general correlacionadas, en
nuevas variables no correlacionadas, facilitando la interpretacién de

los datos (Pefia, 2002).

En el caso de este trabajo, se dispone de un total de 8 variables,
donde estan incluidos los parametros de citotoxicidad y de estrés
oxidativo, para los 57 tdxicos ensayados en cada una de las tres lineas

celulares. En total, 171 objetos para ocho variables, dispuestos en
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una matriz de datos donde las columnas contienen las variables y las

filas los elementos u objetos.

Para trabajar con todos los objetos, previamente hay que restar a
cada variable su media y dividir todos los valores de cada variable por
su desviacién media, es decir, los datos deben estar centrados y
normalizados. Una variable centrada y reducida presenta una media
nula y una desviacion tipica igual a uno. Asi obtenemos variables que
tienen misma dispersion y misma media, lo que permite
comparaciones independientes de la unidad de medida, o de la

escala escogida.

El espacio dimensional que mejor representa a los puntos viene
definido por los vectores propios asociados. Estas direcciones se
denominan direcciones principales de los datos y las nuevas variables
generadas reciben el nombre de componentes principales. Existen

tantas componentes principales como variables (Pefia, 2002).

Se han sugerido distintas reglas para seleccionar el nimero de
componentes a mantener a la hora de realizar el estudio estadistico.
Cabe esperar que las primeras componentes expliquen un elevado

porcentaje de la variabilidad total (Cuadras, 2014).

En este trabajo, se han seleccionado los componentes necesarios
hasta cubrir una proporcién determinada de varianza, cercana al

80%.

Cuando las escalas de medida de las variables son muy distintas,

las variables con valores mas grandes tendran mds peso en el analisis.
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Para evitar este problema, conviene estandarizar las variables antes
de calcular los componentes, de manera que las magnitudes de los
valores numéricos de las variables sean similares. Ademas, la
estandarizaciéon resuelve otro posible problema. Si las variabilidades
de las variables son muy distintas, las que tengan mayor varianza

influirdn mas en la determinacidn de la primera componente.

Para la interpretacion de los componentes principales se
representan las proyecciones de las observaciones sobre un espacio
de dos dimensiones, definido por parejas de los componentes
principales mas importantes. La proyeccién de cualquier observacién
sobre un componente es directamente el valor del componente para

esa observacion.

La representacidon habitual es tomar dos ejes ortogonales que
representen los dos componentes considerados, y situar cada punto
sobre ese plano por sus coordenadas con relacién a estos ejes, que
son los valores de los dos componentes para esa observacion. La
interpretacion se favorece representando en el mismo plano ademas

de las observaciones las variables originales (Pefia, 2002).

1.8.2 Asociacion de Variables.

Una vez considerado que uno de los objetivos del andlisis de
componentes principales consiste en encontrar agrupaciones
naturales del conjunto de observaciones de la muestra, es necesario
establecer el criterio para poder determinar cuando dos grupos son

mas o menos similares.
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Para poder asociar variables es necesario tener algunas medidas
numéricas que caractericen las relaciones entre variables. La base de
trabajo de todas las técnicas clister es que las medidas numeéricas de
asociacién sean comparables. Es necesario elegir la medida

apropiada en cada problema concreto (Gallardo, 2012).

El coseno del angulo es una medida de similaridad entre dos
observaciones, con valores entre -1 y 1. En el presente trabajo, el
estudio a través del PCA proporciona la informacién a través de
vectores. La mejor medida para establecer el paralelismo entre dos
vectores es mediante el coseno del dangulo que forman, ya que dos
vectores son paralelos cuando el coseno del angulo es uno en valor
absoluto. Ademds esta medida es independiente, salvo signo, de la

longitud de los vectores considerados.

Asi, las variables estardn tanto mas correlacionadas cuanto mas se
aproxime a %1 el coeficiente de similaridad (Mongay, 2005), o 100
expresando el resultado en porcentaje como se ha realizado en este
trabajo. Esta metodologia nos permitira relacionar los parametros

segln sus propiedades bioquimicas y su mecanismo de accién.
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2. HIPOTESIS

Estudios previos de nuestro laboratorio en el contexto del
proyecto europeo A-Cute-Tox, demostraban que un conjunto de
ensayos citdmicos in vitro, basados en la determinaciéon de
pardmetros de citotoxicidad general y de estrés oxidativo en lineas
celulares humanas, predecian mejor la toxicidad aguda humana de

compuestos quimicos que el ensayo clasico de citotoxicidad in vitro.

Los ensayos lograban clasificar razonablemente los compuestos
segln su riesgo de toxicidad en una escala adaptada a los datos de
toxicidad in vivo en humanos. Sin embargo, la comparacién de los
datos con el sistema internacional de clasificacion (Global
Harmonizing System, GHS), basado en los datos de toxicidad in vivo

en rata, resultaba en una escasa capacidad de clasificacidn correcta.

Estos resultados negativos limitan la utilidad de los ensayos
citdmicos con lineas humanas en el drea de la Toxicologia normativa
y su integracion en las estrategias de evaluacion de riesgo téxico de

productos quimicos.

Esta Tesis Doctoral se basa en la hipotesis de que la transferencia
a lineas celulares de rata de los ensayos citomicos con lineas
humanas permitiria mejorar la capacidad de dichos ensayos in vitro
para la clasificacion del riesgo téxico de compuestos quimicos con el
sistema GHS, basado en valores de toxicidad aguda de compuestos

guimicos en rata.
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3. OBIJETIVOS

Para demostrar la hipdtesis de esta Tesis Doctoral, se han

propuesto los siguientes objetivos metodoldgicos:

1. Poner a punto una plataforma de ensayos citémicos
miniaturizados y de alto contenido para la determinacion de
pardmetros generales de citotoxicidad y especificos de estrés

oxidativo en tres lineas celulares de rata.

2. Validar la plataforma de ensayos citdmicos mediante el analisis de
compuestos de referencia (controles positivos) y la correlacidn de
los valores de citotoxicidad (IC50, EC50) obtenidos en los ensayos
citémicos, con los valores bibliograficos de citotoxicidad obtenidos

en ensayos normativos in vitro e in vivo.

3. Determinar la capacidad de los ensayos citdmicos de toxicidad in
vitro para clasificar la toxicidad de compuestos quimicos con el
criterio del sistema global de armonizacion de la ONU (GHS),

basado en la toxicidad in vivo en rata.

4. Cuantificar la capacidad de prediccién y clasificaciéon de la
plataforma de ensayos mediante la determinacidon con técnicas
estadisticas adecuadas del grado de asociacidn existente entre las

variables que componen el modelo experimental.
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4. MATERIALY METODOS

4.1 LINEAS CELULARES

En este trabajo se han empleado las siguientes lineas celulares

establecidas de rata (ECACC, European Collection Cell Cultures,

Salisbury, UK):

-B50 (ECACC No 85042302): Linea celular
procedente de un tumor glial de rata
inducido por etil nitrosourea. Tejido
neuronal nervioso de rata. Tienen un modo

de crecimiento adherente.

-NRK-52E (ECACC No 87012902): Linea
epitelial renal de rata, clonada a partir de
células renales normales de la linea NRK-
49F, pero con morfologia epitelial y con
propiedades de crecimiento y
transformacién distintas. Tienen un modo
de crecimiento adherente. Obtenida de
ATCC (American Type Culture Collection,
USA).

-N13: Linea celular derivada de un
hepatoma de rata inducido en una rata
Wistar con 4-dimetilaminoazobenceno.

Crecen en suspension (G Juan et al., 1996).
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(centro) y N13 (abajo).



4.2 MEDIOS DE CULTIVO

4.2.1 MEDIOS DE CULTIVO RUTINARIO

-Cultivo de células B50: medio Dulbecco modificado por Eagle
(DMEM) con L-Glutamina, suplementado con:
-10 % Suero bovino fetal (SBF) inactivado por calor (Gibco, 16140-
071)
-100 Ul/mL Penicilina y 100 ug/mL Estreptomicina (Gibco, 15140-031)

-Cultivo de células NRK-52E: medio Dulbecco modificado por Eagle
(DMEM) con L-Glutamina, suplementado con:
-10 % SBF inactivado por calor (Gibco, 16140-071)
-1% aminoacidos no esenciales (Gibco, 11140)

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

-Cultivo de células N13: medio RPMI 1640 con L-Glutamina,
suplementado con:
-10 % SBF inactivado por calor (Gibco, 16140-071)
-100 Ul/mL Penicilina y 100 ug/mL Estreptomicina (Gibco, 15140-031)

4.2.2 MEDIOS DE CULTIVO PARA EL TRATAMIENTO CON
TOXICOS

Para el tratamiento con tdxicos se emplea un medio de cultivo

rutinario para cada linea celular, pero suplementado con SBF al 5%.
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4.2.3 MEDIO DE CONGELACION CELULAR

El medio de congelacién consiste en una mezcla de SBF al 90% y

Dimetil sulféxido (DMSO) al 10 %.

4.3 CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DEL CULTIVO
CELULAR

4.3.1 CONGELACION

Cuando las células en cultivo alcanzan una confluencia del 70-
80%, se procede a la disgregacién con tripsina, necesaria tan sélo en
las lineas celulares con un crecimiento adherente en monocapa (B50
y NRK-52E). Se realiza el contaje mediante cdmara de Neubauer, se
centrifuga, procedimiento comun a todas las lineas celulares y se
resuspenden en medio de congelaciéon celular. Finalmente, se
alicuotan en criotubos estériles para su posterior congelacion a -80°C
en un recipiente “Mr Frosty”, que permite una congelacion gradual
de la muestra preservando la viabilidad. Posteriormente se

almacenan en nitrégeno liquido (-196°C) hasta su utilizacién.

4.3.2 DESCONGELACION

Para la descongelacién de las células, se extraen los criotubos del
nitrégeno liquido y se atemperan en bafio a 37°C hasta su total
descongelacion. Inmediatamente después se transfieren a un frasco
de cultivo con el doble de volumen habitual del medio de rutina

correspondiente a cada linea celular, dando lugar a la dilucién del
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DMSO, toxico para las células. Al dia siguiente se renueva el medio,

afiadiendo el volumen 6ptimo habitual (10-12mL).
4.3.3 MANTENIMIENTO Y CULTIVO RUTINARIO

Las células B50 y NRK-52E crecen en monocapa (adheridas) en
frascos de 75 cm? o en placas de 96 pocillos, a 37°C + 1°C, 90% + 5%
de humedad y 5.0% + 1% de mezcla de CO, en aire. Se deben
observar cada dia al microscopio de contraste de fases y anotar
variaciones. Cuando la confluencia alcanza el 70-80% se subcultivan
las lineas celulares. Se realiza el siguiente procedimiento en el caso

de las lineas celulares adherentes (B50 y NRK-52E):
-Eliminar el medio de cultivo por absorcion a vacio.
-Lavar con PBS y retirar por absorcion a vacio.
-Afiadir 3 mL de tripsina-EDTA 0,25 %.

-Incubar 5 minutos a 372C + 19C, 90% + 5% de humedad y 5.0% +
1% CO, /aire.

Observar al microscopio que las células estén disgregadas, en caso
afirmativo se afiade medio de cultivo rutinario para inactivar la
tripsina. A continuacién se divide (B50 en 1:2 y NRK-52E en 1:3) en
frascos de 75 cm? y se afiade medio de rutina hasta un volumen final

de 12mL por frasco.

Las células N13 crecen en suspensidn en frascos de 75 cm?, a 37°C

+ 1°C, 90% + 5% de humedad y 5.0% *+ 1% de mezcla de CO,en aire.
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Cuando la confluencia alcanza el 70-80% se subcultivan. Para poder
dividir las células a un nuevo frasco se homogeniza la suspension
mediante agitacién suave y se transfieren unos 6 mL de suspension
celular, anadiendo medio de rutina hasta el volumen final de 12mL

por frasco.

4.4 PREPARACION DE LOS CULTIVOS CELULARES.

LINEAS B50 Y NRK-52E:

Las células crecen en monocapa (adheridas) en frascos de 75 cm?,
a 37°C+1°C, 90% * 5% de humedad y 5.0% + 1% de mezcla de CO,en
aire. Para poder transferir las células a una placa de 96 pocillos se

realiza el siguiente procedimiento, igual para ambas lineas:

- Eliminar el medio de cultivo por absorcion a vacio.

- Lavar con PBS y retirar por absorcion a vacio.

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

- Incubar 5 minutos a 372C + 19C, 90% + 5% de humedad y 5.0%
+ 1% CO, /aire.

- Observar al microscopio que las células estén disgregadas, en
cuyo caso se afiade medio de cultivo rutinario para inactivar la
tripsina y se homogeniza la suspensidn mediante agitacion

suave.

Una vez disgregadas las células con tripsina, se realiza el contaje
de las células vivas en la cdmara de Neubauer. Para ello se pasan 10

pUL con la pipeta a un tubo eppendorf y se anaden otros 10 plL del
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colorante azul tripan que permite diferenciar células vivas de células

muertas.

Una vez que las células se han contado, se prepara una
suspension donde haya un total de 9-10° células para un total de 60
pocillos por placa (concentracién de células por pocillo de 1.5-10%), y
se afiade medio de rutina con SBF al 10%. Se inocula 200 pL de esa
suspension a cada pocillo y se deja incubar 24 horas a 372C + 1°C,

90% *+ 5% de humedad y 5.0% + 1% CO..

A continuacién se retira el medio totalmente y se afiaden 100 pL
de medio de rutina con SBF al 5% y otros 100 puL con el medio de
rutina con SBF al 5% pero en este caso, conteniendo la concentracién

deseada del téxico de interés, y se deja incubar otras 24 horas mas.
LINEA N13:

Las células crecen en suspension en frascos de 75 cm?, a 37°C +
1°C, 90% * 5% de humedad y 5.0% * 1% de mezcla de CO,en aire.
Para poder transferir las células a una placa de 96 pocillos se
homogeniza la suspension mediante agitacién suave y se realiza el
contaje de las células vivas en la cdmara de Neubauer, para ello se
pasan 10 pL con la pipeta a un tubo eppendorf y se afiaden otros 10
pL del colorante azul tripan que permite diferenciar células vivas de

células muertas.

Una vez que las células se han contado, se prepara una
suspension donde haya un total de 9-10° células para un total de 60

pocillos por placa (concentracién de células por pocillo de 1.5-10%), y
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se aflade medio de rutina con SBF al 10%. Se inocula 100 uL de esa
suspensidn a cada pocillo y a continuacidn se afiaden 100 pL con el
medio de rutina pero en este caso, conteniendo la concentracién
deseada del toxico de interés. Se deja incubar 24 horas a 372C + 1°C,

90% + 5% de humedad y 5.0% + 1% CO..

4.5 PREPARACION DE LOS TOXICOS.

Para la preparacidn de las distintas soluciones hay que tener en
cuenta las propiedades de solubilidad de los compuestos tdxicos a
estudiar. Dependiendo de su solubilidad se preparan de la siguiente

forma, independientemente de la linea celular empleada:

-Compuestos solubles en DMSO:

Para los téxicos solubles en DMSO se prepara una disolucion
inicial en DMSO de 200 veces la concentracién mas alta a probar. A
partir de ésta, mas concentrada, se realizan diluciones seriadas para
obtener las soluciones 200x del resto de concentraciones menores
gue quieren probarse. A continuacién se realiza una dilucién 1/100
con el medio de cultivo de cada una de las concentraciones 200x,
obteniéndose asi una concentracién de tdxico 2x. Finalmente se
afade a cada pocillo 100 pL de estas soluciones 2x, que junto con los
100 pL de medio de rutina afiadidos inicialmente al pocillo, resultan

la concentracion final deseada del toxico.
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- Compuestos solubles en medio de cultivo:

Para los toéxicos solubles en medio, se prepara una disoluciéon
inicial en medio al doble de la concentracién mas alta a probar. A
partir de ésta, mas concentrada, se realizan diluciones seriadas para
obtener las soluciones 2x del resto de concentraciones menores que
quieren probarse. Finalmente se aflade a cada pocillo 100 pL de estas
soluciones 2x, que junto con los 100 uL de medio de rutina afiadidos
inicialmente al pocillo, resultan la concentracién final deseada del

toxico.

4.6 RANGO AMPLIO DE CONCENTRACIONES PARA LA
DETERMINACION DE LA IC50

Para realizar los estudios citdmicos, es necesario establecer un
rango amplio de concentraciones que va desde la 1C20 a la IC80, es
decir, la concentracion de téxico que produce un 20 y un 80% de
inhibicidn de la viabilidad, respectivamente. A partir de este rango,
es necesario establecer la IC50, definida como la concentracion de
téxico que produce un 50% de muerte celular. Para determinar la
IC50 se realiza un rango de 5 concentraciones crecientes de tdxico
observandose porcentajes crecientes de muerte celular. El ensayo

utilizado es el de yoduro de propidio.
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4.6.1 ENSAYO DE YODURO DE PROPIDIO

Después de las 24 horas de incubacidn con el téxico, se procede a
realizar el ensayo de yoduro de propidio que discrimina las células
vivas de las células apoptodticas y necroéticas. En el caso de B50 y NRK-
52E se recoge el sobrenadante de cada pocillo, (200 uL) que contiene
las células apoptdticas y necrdticas que se han despegado y se
transfiere a los correspondientes tubos de polipropileno. A
continuacién se afiaden 50 pL de PBS para eliminar los restos de
medio y se transfieren al tubo. Para disgregar las células de la
monocapa adheridas a la superficie del pocillo se emplean 50 uL de
tripsina-EDTA 25% en cada pocillo, se deja incubar 5 minutos a 372C
en el incubador y se recoge. Se afiaden 100 pL de medio de rutina
conteniendo el yoduro de propidio teniendo una concentracidn final

de propidio en cada tubo de 2,5 pug/mL.

En el caso de las células en suspension se recogen los 200 uL de
cada pocillo y se transfieren a los tubos de polipropileno, se afiaden
100 pyL de medio de rutina conteniendo el yoduro de propidio
teniendo una concentracién final de propidio en cada tubo de 2,5
pug/mL. Finalmente se afiaden otros 100 pL de medio de rutina que
garantiza en todo momento un volumen adecuado para la correcta

toma de la muestra del citdmetro.

En todos los casos se deja incubar en oscuridad 10 minutos a 372C
y se mide con el citdmetro de flujo Gallios excitando con el laser azul

a 488nm y emitiendo fluorescencia roja a 635nm.
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4.7 ENSAYOS CITOMICOS

A partir de la determinacidn de la IC50 para cada téxico mediante
el ensayo de yoduro de propidio, se emplea el ensayo citdmico
correspondiente para la determinacion de la EC50, es decir, de la
concentracién molar de tdxico que produce el 50% del efecto
maximo de un compuesto sobre el parametro de citotoxicidad en
estudio. El efecto del toxico se cuantifica a través del cambio en la
intensidad media de la fluorescencia emitida por el fluorocromo
marcador del parametro en estudio. La EC50 para cada tdxico se
calcula como laintensidad de fluorescencia que corresponde al 50%
de la intensidad de fluorescencia maxima detectada entre un rango

de concentraciones del téxico comprendidas entre la 1C20 y la IC80.

El ensayo citdmico consta de la medicion de 7 pardmetros
celulares, cada uno de ellos medido a través del fluorocromo
especifico. Cada fluorocromo presenta una determinada longitud de
onda de absorcién y de emision, aspecto importante a la hora de
disefar el experimento y poder medir varios parametros

simultdaneamente (Tabla 3).

Dentro de los 7 parametros a medir, éstos se han dividido en dos
grupos, dando lugar a dos paneles citdmicos. Por un lado se clasifican
los parametros relativos a la citotoxicidad dando lugar al panel
citotéxico: calcio y potenciales de membrana plasmatico y
mitocondrial. Por otro lado, se encuentra el panel de estrés oxidativo,
formado por los niveles de perdxidos, superdxido mitocondrial, 6xido

nitrico y el glutation.
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4.7.1 PREPARACION DE LOS FLUOROCROMOS

El stock de cada fluorocromo empleado se prepara siguiendo las
instrucciones del proveedor, y se almacenan en un congelador a -
802C. Tanto la concentracion stock como la concentracidon final de
cada uno de los fluorocromos sirven para las tres lineas celulares. La
mayoria de compuestos se diluyen empleando el dimetilsulféxido
(DMSO), disolvente organico ampliamente utilizado, a excepcién del

yoduro de propidio, cuyo solvente es el agua desionizada (Tabla 4).

4.7.2 TINCION CELULAR Y ANALISIS EN EL CITOMETRO

Para realizar la tincion celular, para B50 y NRK-52E se recoge el
sobrenadante de cada pocillo, (200 pL) que contiene las células
apoptéticas que se han despegado y se transfiere a los
correspondientes tubos de polipropileno. A continuacion se afiaden
50 uL de PBS para eliminar los restos de medio y se transfieren al
mismo tubo. Para disgregar las células de la monocapa adheridas a la
superficie del pocillo se emplean 50uL de tripsina-EDTA 25% en cada
pocillo, se deja incubar 5 minutos a 372C en el incubador y se recoge.
En el caso de las células en suspension se recogen los 200 uL de cada
pocillo y se transfieren a los tubos de polipropileno, se afiaden 100 pL

de medio de rutina.

Finalmente se afiaden 100 pL de una solucidon al 4x de la

combinacion de fluorocromos que se desee estudiar, siempre

95



teniendo presente que dichas combinaciones sean compatibles a
nivel del espectro de fluorescencia de cada fluorocromo y de la
compensacioén del solapamiento espectral de las fluorescencias de los
distintos fluorocromos. Se deja incubar a 372C en oscuridad durante
15 minutos para el fluorocromo DIBAC y 30 minutos para TMRM,

Fluo-4, H,DCF, MITOSOX, DAF-FM y MCB.

Inmediatamente después se procede a medir en el citdmetro de
flujo Cytomics FC500 (Beckman-Coulter, Brea, CA) todos los
fluorocromos excepto para el MCB, que se emplea el citdmetro
Gallios (Beckman-Coulter, Brea, CA) que dispone de laser violeta. En
todas las medidas citométricas se recoge un numero elevado de
células, ademds de realizar los experimentos por triplicado para
poder determinar la validez estadistica de los datos y la significacidn

de los resultados.

Los ensayos citdmicos son distintas combinaciones
multiparamétricas que incluyen indicadores de la estructura vy
viabilidad celular, como son el tamano celular (estimado por la
dispersion frontal de la luz) y la textura intracelular (estimado por
dispersidon ortogonal de la luz ), junto con indicadores del estado
funcional de las células, como potencial de membrana plasmatica y
mitocondrial, niveles intracelulares de Ca®*, niveles de radical
superoéxido y actividad peroxidativa intracelular, niveles intracelulares

de 6xido nitrico y de glutation.

La inclusion de los parametros citdmicos de viabilidad se utiliza

para acotar informaticamente la poblacion de células vivas (Figura 7),
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por lo que los datos de cardcter funcional pueden asi ser referidos
exclusivamente a las células vivas. Esta estrategia, que sdélo la
citémica permite, proporciona indicadores de efectos tempranos de
los compuestos (andlisis en células vivas), permite cuantificar la
potencia citotdxica (porcentaje de células muertas) y estudiar
mecanismos de toxicidad y resistencia (comparacion de marcadores

funcionales ente células vivas y muertas).

4.7.3 CONTROLES POSITIVOS

Para validar los procedimientos llevados a cabo en los ensayos
citémicos, se disefiaron una serie de controles positivos, es decir,
compuestos que producen un cambio en la intensidad de
fluorescencia de los fluorocromos empleados debido a |Ia
modificacion de la especie de interés. Los controles positivos pueden
aumentar o disminuir el pardmetro ensayado, después de actuar
durante un tiempo determinado y a una concentracién conocida

(Tabla 5).

El tratamiento con las concentraciones de estos compuestos debe
estar controlado, con el objetivo de producir el cambio deseado sin
disminuir excesivamente la viabilidad celular. Como se ha comentado
anteriormente, se trata de observar cambios en los parametros
funcionales y por tanto, debe referirse el dato exclusivamente a

células vivas.
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4.7.4 CALCULO DE IC50

La IC50 es la concentracion de tdxico a la cual se inhibe la
viabilidad celular en un 50%, medida a través del ensayo del yoduro
de propidio, descrito anteriormente. La IC50 se calcula con el

programa informatico Phototox (Figura 8).

4.7.5 CALCULO DE EC50

- EC50: es la concentracidn 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. La EC50 se
calcula con el programa GraphPadPrism o Microsoft Office Excel

2007:

Para determinar la EC50 es necesario calcular los siguientes

pardmetros:

- Media aritmética: de las intensidades de fluorescencia para las

réplicas de los controles y tratados.

- Desviacion Estandar (DS): de las intensidades de fluorescencia

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

- Desviacion Estandar Relativa (%): la desviacidon estandar no

debera ser superior al 15%.
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- MIF50: es la mitad de la intensidad de fluorescencia maxima
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 basal.

- RMFI50: es la mitad del valor maximo del ratio.

Una vez calculados todos los pardmetros, se representa en el eje
de abscisas los ratios de fluorescencias, y en el eje de ordenadas el
logaritmo de las concentraciones del compuesto quimico. A
continuacién se realiza el ajuste mds apropiado y se obtiene la

ecuacion junto con el coeficiente de correlacién.

Sobre la ecuacién obtenida, se sustituye la x de la ecuacidn por la
mitad del valor maximo del ratio, es decir, por RMFI50, y se obtiene
la concentracidn en logaritmo. Realizando la inversa del logaritmo se

obtiene finalmente la EC50 de interés (Figura 9).

4.7.6 ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LOS ENSAYOS
CITOMICOS PARA PREDECIR TOXICIDAD AGUDA EN RATA

Para valorar la capacidad predictiva de la toxicidad aguda en rata
en los ensayos de citotoxicidad realizados in vitro, se han establecido
una serie de correlaciones comparando con los valores de IC50 in
vitro en el test de captacion de Rojo Neutro por 3T3 (Sjostrom et al.,
2008), con valores LD50 in vivo de rata, dato proporcionado por el

Proyecto Europeo ACuteTox (Hoffmann et al., 2010) y con valores
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LC50 en sangre determinados en casos de envenenamientos en

humano (Sjostrom et al., 2008).

También se han comparado los datos publicados en la bibliografia
con la concentracion minima tdxica, es decir, la concentracion a
partir de la cual suelen aparecer efectos tdxicos dando lugar a un
cambio en los parametros de estudio. Se han realizado estudios
empleando los coeficientes de correlacién para cada linea celular y
para el conjunto de las lineas. En cuanto al nimero de ensayos, se ha
trabajado con los siete parametros en estudio y por otro lado,

incluyendo la IC50 teniendo presentes el total de los ensayos.

Partiendo de las concentraciones minimas de tdxico, se han
agrupado por pardmetros para cada linea celular, permitiendo
establecer una relacién entre el tipo de linea celular y los pardmetros
citotéxicos. Se ha podido clasificar los compuestos segin su
sensibilidad frente a los cambios dependiendo el origen de la linea

celular en que se ha realizado el ensayo.

4.7.7 ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LOS ENSAYOS
CITOMICOS PARA CLASIFICAR LOS COMPUESTOS SEGUN LA
ESCALA DEL SISTEMA GHS Y LA REGULACION CLP

Para valorar la utilidad del ensayo citdmico in vitro empleado, se
distribuyen los patrones de toxicidad de los datos generados en
forma de matriz, empleando para ello los programas informaticos
“Cluster” y “Treeview”, ambos disponibles en

http://rana.lbl.gov/EisenSofware.htm.
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Los 57 compuestos testados se han distribuido en cinco clases de
toxicidad, siguiendo los criterios del Global Harmonization System
(GHS), una clasificacion establecida por las Naciones Unidas para la
clasificacidn y etiquetado de los compuestos basada en los valores de

la LD50 en rata in vivo.
Las cinco clases establecidas por GHS son:

- Clase I: toxicidad aguda estimada <5 mg/kg.

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

- Clase llI: toxicidad aguda estimada >50 y < 300 mg/kg.

- Clase IV: toxicidad aguda estimada >300 y < 2000 mg/kg.
- Clase V: >2000 y < 5000 mg/kg o no tdxico.

A continuacion, se han clasificado los 57 compuestos siguiendo la
aplicacion de la escala GHS a nivel de la Unidn Europea, que recibe el
nombre de “Regulacién CLP”. Esta normativa regula la clasificacion,
etiquetado y empaquetado de sustancias y mezclas, basada también

en los valores de la LD50 en rata in vivo.
El criterio CLP establece 4 categorias:

- Categoria 1: toxicidad aguda estimada < 5 mg/kg.

- Categoria 2: toxicidad aguda estimada >5 y < 50 mg/kg.

- Categoria 3: toxicidad aguda estimada >50 y < 300 mg/kg.

- Categoria 4: toxicidad aguda estimada >300 y < 2000 mg/kg.

En primer lugar, se han clasificado los 57 compuestos quimicos
ensayados siguiendo la clasificacién GHS, basada en la LD50 de rata.

Al presentar los mismos rangos de concentraciones en cada clase o
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categoria, la clasificacion de los compuestos tendra el mismo

resultado independientemente de la normativa seguida, GHS o CLP.

Al tratarse de un método in vitro, ademds de la clasificacién
basada en la LD50 de rata, los compuestos se han organizado
también segun la IC50 del ensayo de captacidon de Rojo Neutro en
3T3. Esta clasificacion servira para comprobar la robustez y la validez
del método empleado ya que en este caso, se comparan dos

métodos in vitro.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, con lineas
celulares humanas homodlogas a las empleadas en este estudio,
demostraron que la clasificacion de los compuestos basada en la
LC50 en humano resulté ser un buen método para obtener
resultados satisfactorios debido a la similitud entre especies. Para
comprobarlo en el presente trabajo, se ha realizado la clasificacién de
los compuestos basada en la LC50 de humano (Prieto et al., 2013;

Clothier et al., 2013).

En todos los casos se ha trabajado con los datos obtenidos debido
al efecto de los tdxicos, pero también se ha realizado la clasificacion
de estos compuestos teniendo presente la dosis maxima ensayada,
en aquellos casos donde habia una ausencia de efecto por parte del

toxico.

-Transformacion de los resultados

La IC50 y la EC50 son la concentracién molar de téxico que

produce el 50% del efecto mdaximo. Para establecer el grado de
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toxicidad de los compuestos utilizando la clasificacion GHS, es
necesario convertir los valores de concentracion molar a unidades de
peso por litro o kilogramo. Ademds para asegurar la escala requerida
por el programa “Cluster” (son necesarios valores positivos vy

negativos), se realizé una transformacién en logaritmo de base diez.

A continuacidn, se ordenaron los compuestos por orden
decreciente de toxicidad, usando como referencia la LD50 in vivo de

rata.

Los valores negativos representan los compuestos mas toxicos, el
cero los compuestos intermedios, y finalmente, los valores positivos
los menos téxicos o no téxicos. Basandonos en este criterio, el color
rojo se aplica al mas toxico, el amarillo para los intermedios y el
verde para los menos toxicos. El blanco representa los toxicos que no

tienen efecto.

Usando la clasificacidon de toxicidad descrita anteriormente segun
el GHS, la matriz de datos aparece con las cinco clases con diferente
gradacidn de color. Si existiera una correlacion de los datos perfecta,
la clase | seria totalmente roja, la clase Il naranja, la clase lll amarilla'y

finalmente la clase IV y V de menos a mas verde.

Usando la clasificacién de toxicidad segun la normativa CLP de la
Unidn Europea, se emplea el mismo codigo de colores pero aplicado

a las cuatro categorias.
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Ademas de la clasificacién en las cinco clases o categorias segun
indica la escala GHS, también se han clasificado seglin el sistema

europeo, la normativa CLP.

4.8 ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, para evaluar si existen diferencias entre las
distintas lineas celulares, se ha realizado la prueba T de dos muestras,
el test de hipdtesis nula por el cual se demuestra que la diferencia
entre dos respuestas medidas en las mismas unidades cientificas es
cero, comparando las IC50 de las tres lineas celulares. El test

estadistico se ha realizado con el programa “Minitab 15”.

En este trabajo se estan estudiando un total de ocho variables que
corresponden a los ocho pardmetros citotdxicos y de estrés oxidativo
medidos, en tres lineas celulares y para un total de 57 téxicos por

linea celular, es decir, 171 objetos para ocho variables.

Debido al gran volumen de datos generado, el andlisis estadistico
mas adecuado es el andlisis de componentes principales (PCA). Esta
técnica facilitara la interpretacion de los datos de una forma rapida y

visual.

El andlisis de componentes principales tiene como objetivo el
analizar si es posible representar toda la informaciéon generada con
un numero menor de variables, construidas a partir de

combinaciones lineales de las originales. El programa empleado para
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el andlisis de componentes principales es “The Unscrambler v7.6

(CAMO software AS, Norway)”.

Previamente, se ha trabajado con los ratios de fluorescencia que
corresponde a cada IC50 o EC50 para aquellos tdxicos con dato. En el
caso de que el toxico no tuviera IC50 o EC50 se trabaja con el ratio de
fluorescencia obtenido para la concentracién de tdxico mas alta
probada. A continuacién se realiza una normalizacion de los ratios de
fluorescencia teniendo en cuenta las concentraciones, IC50 o la dosis
mas alta probada. La matriz de datos se ha obtenido con el programa

Microsoft Office Excel 2007.

La matriz de datos generada se emplea para el PCA, de forma que
todos los datos estén en la misma escala y tengan el mismo peso
independientemente del valor. Los resultados obtenidos

proporcionan dos tipos de graficas:

- Scores: Representan las proyecciones de los objetos sobre un
espacio de dos dimensiones definido por parejas de los
componentes principales mds importantes, es decir, aquellos que
explican con una mayor varianza el modelo. Cada punto se sitla

sobre el plano por sus coordenadas con relacién a estos ejes.

Loadings: Para favorecer la interpretacién de los componentes
principales, se representa otra grafica con las variables originales,
sobre el mismo plano de dos dimensiones definido por los mismos
componentes principales que para el grafico de “scores”. Son
vectores proyectados desde el 0 que proporcionan el peso de

cada variable sobre cada uno de los ejes. El peso de cada variable
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estara determinado por sus coordenadas sobre cada eje, cuanto

mayores sean mejor explicado estara ese parametro.

Para finalizar, una vez obtenido el grafico final de “loadings”, se
realiza un estudio de asociacién entre variables, con el objetivo de
establecer similitudes entre ellas y poder relacionarlas segun el
significado bioldgico. Para ello se emplea la medida del coseno del

angulo de vectores.

El coseno del dngulo es una medida para establecer el paralelismo
entre dos vectores, ya que dos vectores son paralelos cuando el
coseno del dngulo que forman es uno en valor absoluto. Esta medida
es independiente, salvo el signo, de la longitud de los vectores
considerados. Esta medida integrard los resultados estadisticos con el

significado bioldgico de las observaciones.

Para finalizar, se muestra el esquema de trabajo resumido llevado

a cabo, en la Figura 10.
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; FLUOROCROMOO
PARAMETRO ) Ao Aem
SUSTRATO FLUOROGENICO
Nivelesintracelulares de Ca?* FLUO-4AM 488 nm | 506 nm
Potencial de membrana plasmatica DIBAC 488 nm | 516 nm
Potencial de membranamitocondrial TMRM 483 nm | 625nm
Nivelesintracelulares radical superdxido MITOSOX 488 nm | 590 nm
Niveles intracelulares de perdéxidos H,DCFDA 488 nm | 515nm
Nivelesintracelulares de 6xido nitrico DAF-FM DA 488 nm | 515nm
Niveles de glutation MCB 394 nm | 461 nm

Tabla 3: Resumen de los pardmetros que se van a medir, el fluorocromo que corresponde a cada
parametro y sus longitudes de onda de excitacién y emision.

Fluorocromo Proveedor Solvente | []stock [1final
DIBAC INVITROGEN (B-438) DMSO 1mM 1,2 uM
TMRM INVITROGEN(T-668) DMSO 1mM 100 nM
FLUO-4 INVITROGEN (F-14201) DMSO 500 uM 0,5uM

PI SIGMA (P-4170) H,0 1mg/mL | 2,5ug/mL
H,DCF SIGMA (D-6886) DMSO img/mL | 5pg/mL
MITOSOX INVITROGEN (M36008) DMSO 0,5mM 5uM
DAF-FM DA | INVITROGEN (D-23842) DMSO 5mM 2uM
MCB FLUKA-SIGMA (69899) DMSO 40 mM 1uM

Tabla 4: Se indican las concentraciones finales y stock para el conjunto de fluorocromos, asi como
el solvente adecuado, la referencia y la casa comercial para cada uno de los
fluorocromos empleados.
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Figura 7: Ejemplo de la seleccidn de la poblacién de células vivas a través del marcador de

viabilidad yoduro de propidio en ausencia y presencia de un compuesto toxico.

Tiempo
Compuesto Efecto Proveedor [ T6inar
incubacién
Gramicidina lonéforo SIGMA (G-5002) 5 20 uM
lonomicina lonéforo calcio SIGMA (10634) 5 70 uM
Desacoplante
FCCP SIGMA (€2920) 5’ 20 uM
mitocondrial
Generacion
Plumbagina SIGMA (P-7262) 1h 80 uM
superoéxido
H,0, Estrés oxidativo SIGMA (H1009) 30 100 uM
CALBIOCHEM
NOR-1 Generacion NO 5 1uM
(489510)
Inhibidor sintesis
L-BSO SIGMA (B2515) 4h 200 pMm
glutation

para cada uno de ellos.

108

Tabla 5: Resumen de los compuestos empleados como controles positivos, efecto que producen,
referencia y casa comercial. Tiempo de incubacién y concentracidn final que se emplea
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Figura 8: Ejemplo del calculo de IC50 realizado con el programa Phototox. Se muestra la curva
para las distintas concentraciones en funcion de los valores de viabilidad del ensayo
yoduro de propidio, tomando como referencia los valores de viabilidad de los
controles.
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CONCENTRACIONES (M)
CONTROL | 8,00E-06 1,60E-05 3,20E-05 | 6,50E-05 | 1,29E-04
| 1,04 0,752 0,811 1,07 1,31 2,47
FLUORESCENCIA 0,897 0,724 0,702 1,07 1,56 2,89
0,937 0,583 0,906 1,06 1,66 3,28
MEDIA 0,96 0,69 0,81 1,07 1,51 2,88
SD 0,07 0,10 0,10 0,01 0,18 0,41
SD% 7,7 13,2 12,7 0,5 11,9 14,1
LOG
DOSIS (M) DOSIS RATIO MEDIA SD SD%
(M)
8,00E-06 -5,10 0,72 0,69 0,10 13,2
1,60E-05 -4,80 0,84 0,81 0,10 12,7
3,20E-05 -4,49 1,11 1,07 0,01 0,5
6,50E-05 -4,19 1,58 1,51 0,18 11,9
1,29€-04 -3,89 3,01 2,88 0,41 14,1
LOG
MIF50 RMFI50 DOSIS | EC50 (M) SD%
EC50
1,44 1,5 -4,19 6,39E-05 14,1
N13 Lindano DiBAC
0 : : : :
1 2 3 4
_1 4

LOG [LINDANO] {M)

y=-0,3721x2+ 1,8778x- 6,1766
RZ=0,9841

RATIO FLUORESCENCIA

Figura 9: Ejemplo del calculo de EC50 realizado con el programa Office Excel 2007. Se muestran
los célculos y la grafica donde se representa en el eje X el ratio de fluorescencia y en el

eje Y el logaritmo de la concentracion de tdxico, aparece la ecuacidn del ajuste junto al

coeficiente de correlacion obtenido.
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Figura 10: Esquema del disefio experimental y el trabajo completo llevado a cabo.
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5. RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

5.1 CONTROLES POSITIVOS

Para validar los procedimientos llevados a cabo en los ensayos
citémicos, se diseflaron una serie de controles positivos. Los
resultados muestran los controles del panel citotéxico (Figura 11), y

los controles del panel oxidativo (Figura 12).

En el panel citotéxico (Figura 11), se puede observar que la
ionomicina provoca el incremento de los niveles intracelulares de
calcio, medidos a través de Fluo-4 AM. La gramicidina también
incrementa la fluorescencia de DIiBAC a través del cambio en la
permeabilidad de la membrana celular. Por ultimo, el desacoplante
mitocondrial FCCP produce un descenso en la fluorescencia de

TMRM.

Los controles positivos para el panel oxidativo comentados
anteriormente, producen un incremento de los niveles de actividad
peroxidativa, de Oxido nitrico y superéxido, que se traduce en
mayores niveles de fluorescencias para DCFH-DA, DAF-FM y MitoSox
respectivamente. El BSO actia como inhibidor de la sintesis de
glutation provocando la disminucion de la fluorescencia del MCB

(Figura 12).
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Los comportamientos observados en todos los casos son comunes a
las tres lineas celulares. Los resultados demuestran la validez y

especificidad de los fluorocromos empleados en el estudio.
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Figura 11: Controles positivos correspondientes al panel citotdxico realizados para las
tres lineas celulares. Las graficas muestran la media + DS de tres experimentos
por triplicado.
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Figura 12: Controles positivos correspondientes al panel de estrés oxidativo y el glutation
realizados para las tres lineas celulares. Las graficas muestran la media + DS de

tres experimentos por triplicado.
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5.2 CALCULO DE IC50 Y EC50

Se ha calculado la IC50 para cada una de las tres lineas celulares y
para los 57 compuestos quimicos empleados. Para realizar el
posterior andlisis de la capacidad de los estudios para clasificar los
compuestos segun la escala del sistema GHS y la regulacién CLP, se
ha utilizado la concentracion mas alta probada, limitada por la
solubilidad del compuesto en aquellos casos donde el compuesto no

presentaba efecto (Tabla 6).

A partir de la IC50 se han establecido las concentraciones dptimas
para realizar el estudio de los paneles citdmicos. Se han calculado las
EC50 de los parametros de citotoxicidad (Tablas 7, 8 y 9), y de estrés
oxidativo (Tablas 10, 11 y 12) estudiados para cada una de las tres
lineas celulares y para los 57 compuestos téxicos empleados. En los
casos donde el compuesto no presentaba efecto, se ha utilizado la
concentracién mas alta probada limitada por la solubilidad del

compuesto.
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Numero Compuesto quimico B50 NRK-52E N13
AcuteTox 1C50 1C50 1C50
1 Acetaminofen 24,60E-02 1,21E-02 +1,22E-03 24,60E-02
2 Acido acetilsalicilico >2,00E-02 >2,00E-02 1,61E-02 +2,33E-04
3 Atropina sulfato monohidrato | 2,53E-03 £6,94E-05 1,63E-03 £ 5,54E-05 3,17E-03 £ 2,44E-04
4 Cafeina 3,98E-02 % 2,07E-03 7,55E-03 £ 6,16E-04 >4,00E-02
5 Carbamazepina >1,25E-03 >1,25E-03 >1,25E-03
6 Colchicina >5,00E-04 3,30E-04 + 1,41E-05 >5,00E-04
7 Cicloheximida 3,06E-03 + 5,04E-04 >1,00E-02 >1,00E-02
9 Digoxina 23,20E-04 >3,20E-04 >3,20E-04
10 Alcohol isopropilico 1,19E-02+1,21E-03 8,46E-03 +8,13E-04 2,40E-02 + 3,59E-04
11 Malatién 4,50E-04 +1,35E-05 7,63E-04 £ 2,37E-05 7,79E-04 +2,33E-05
12 Cloruro mercurio (11) 4,50E-05+7,35E-06 9,50E-06 + 1,15E-06 8,80E-06 + 4,09E-08
13 Pentaclorofenol 1,86E-04 + 7,93E-06 4,30E-05 + 1,26E-06 >3,80E-04
14 Fenobarbital 22,00E-02 >2,52E-02 >2,00E-02
15 Sodio lauril sulfato 1,96E-04 + 2,49E-05 1,56E-04 +2,21E-05 5,44E-04 + 1,96E-05
16 Valproato sédico 1,70E-0146,02E-03 7,74E-02 * 5,46E-03 7,16E-02 * 1,00E-02
17 5-fluorouracilo >3,60E-02 >3,60E-02 >3,60E-02
18 Benceno 22,00E-02 >2,00E-02 >2,00E-02
19 Tert butil hidroperéxido 4,29E-05 £ 4,48E-06 4,48E-05 + 3,37E-06 2,61E-04 + 4,73E-07
21 Cloruro cadmio (11) 6,00E-05 + 1,83E-06 7,40E-05 * 3,13E-06 6,40E-05 * 7,66E-07
23 Pireno 26,25E-05 >6,25E-05 >6,25E-05
26 Hexaclorobenceno >3,80E-05 >3,80E-05 23,80E-05
28 Amiodarona hidrocloruro 2,30E-05 * 2,73E-06 2,20E-05 # 2,75E-06 5,10E-05 * 1,60E-06
29 Verapamil hidrocloruro 1,23E-04 +1,85E-05 1,99E-04 * 1,43E-05 1,42E-04 +7,63E-06
30 Rifampicina 22,50E-04 22,50E-04 22,50E-04
31 Tetraciclina hidrocloruro >2,50E-04 >2,50E-04 >2,50E-04
32 Orfenadrina hidrocloruro 3,64E-04 + 6,04E-05 3,74E-04 % 3,73E-05 1,18E-03 + 1,04E-04
33 Nicotina 7,85E-03 +4,53E-04 6,97E-03 * 8,20E-04 1,01E-02 + 3,44E-04
34 Lindano 21,29E-04 >1,29E-04 >1,29E-04
37 Etanol 1,21E+00+ 3,50E-02 6,90E-01 * 4,41E-02 1,82E+00 + 2,41E-02
38 Paration >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03
39 Diclorvos 1,68E-03  8,86E-05 8,42E-04 +4,45E-06 1,45E-03 +1,85E-04
40 Fisostigmina 1,90E-03 + 4,06E-04 1,80E-03 + 2,40E-04 2,10E-03 + 1,41E-04
41 Glufosinato aménico 4,70E-02 +4,24E-03 4,27E-02 + 4,68E-04 >6,00E-02
42 Cis-dicloro-diaminplatino (11) >3,50E-04 >3,50E-04 >3,50E-04
43 Dietilenglicol 3,81E-01% 3,88E-02 2,19E-01 * 2,08E-02 3,22E+00 + 1,00E-01
44 Diquat dibromuro 2,04E-04 + 2,86E-06 1,83E-04 +1,19E-05 8,51E-03 + 3,98E-04
45 Ocratoxina A 21,00E-04 >1,00E-04 >1,00E-04
46 Ciclosporina A 2,40E-05+7,14E-07 1,30E-05 + 5,68E-07 >2,50E-05
a7 17a-etinilestradiol 1,50E-04 + 1,24E-05 1,21E-04 + 2,25E-05 >3,20E-04
48 Fluoruro sédico 2,89E-03 * 3,00E-04 5,81E-03 + 1,10E-03 3,82E-03 * 3,40E-04
49 Paraquat dicloruro 4,55E-03+1,42E-04 5,42E-04 +5,74E-05 2,92E-02 + 3,59E-03
51 Dimetilformamida 6,22E-01%2,31E-02 2,03E-01 + 1,41E-02 7,20E-01 * 3,76E-02
53 Amitriptilina hidrocloruro 4,30E-05 +9,86E-07 3,60E-05 + 2,69E-06 >5,00E-05
54 Etilenglicol 2,28E+00# 3,25E-01 6,87E-01 % 1,48E-02 3,29E+00 % 9,20E-02
55 Metanol 2,20E+00%1,57E-01 1,95E+00 + 1,14E-01 2,17E+00 # 3,31E-02
57 Cloruro sédico 3,05E-01 + 3,66E-02 1,46E-01%1,13E-02 1,85E-01 + 8,75E-03
60 Sulfatolitio 1,74E-01+1,92E-03 5,87E-02 +1,93E-03 3,14E-01 + 8,92E-03
63 Propranolol hidrocloruro 1,12E-04 +1,31E-05 8,40E-05 * 6,31E-06 6,30E-04 * 6,74E-05
64 Tridxido de arsénico 1,14E-04 + 3,56E-06 8,90E-05 * 2,71E-06 >1,26E-04
66 Sulfato de talio 3,97E-04 £ 4,55E-05 3,36E-04 * 2,76E-05 4,31E-03 + 8,36E-04
67 Warfarina 24,65E-03 >4,65E-03 >4,65E-03
76 Hidrato de cloral 2,32E-02+2,70E-03 5,59E-03 + 6,80E-04 3,86E-02 +1,12E-03
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético| 2,46E-02+1,78E-03 >3,00E-02 9,78E-03 +1,64E-04
80 Estricnina 21,25E-03 >1,25E-03 >1,25E-03
91 Selenato sédico 2,70E-03 +2,38E-04 8,50E-03 + 5,20E-04 2,90E-02 +1,15E-03
92 Acetonitrilo 8,67E-01+5,11E-02 3,03E-01 +2,33E-02 1,21E+00 % 1,67E-02
96 Epinefrina bitartrato 1,00E-04 * 1,03E-05 2,18E-04 + 6,88E-06 4,85E-04 + 7,75E-06

Tabla 6: Valores de IC50 obtenidos a través de la realizacidon del ensayo del yoduro de propidio,
para cada una de las tres lineas celulares empleadas. Los datos son la media + DS de
tres eperimentos por triplicado. En aquellos compuestos donde no se observa efecto,
se muestra la dosis mas alta probada.
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B50
Nimero Compuesto quimico DiBAC FLUO-4 AM TMRM
AcuteTox

1 Acetaminofen 24,60E-02 >4,60E-02 >4,60E-02

2 Acido acetilsalicilico 1,80E-03+1,88E-04 | 2,99E-02+3,51E-03 >2,00E-02

3 Atropina sulfato monohidrato 4,86E-04 +1,18E-04 1,19E-03 +2,03E-04 2,94E-04 +2,23E-05
4 Cafeina 5,87E-03+6,32E-04 | 9,63E-03%3,61E-03 6,45E-02  6,63E-03
5 Carbamazepina 4,82E-04 +4,34E-05 >1,25E-03 >1,25E-03

6 Colchicina 6,63E-05+7,91E-06 1,07E-03 +2,41E-04 >5,00E-04

7 Cicloheximida 3,94E-03 + 3,44E-04 >1,00E-02 >1,00E-02

9 Digoxina 7,00E-05+1,21E-05 8,69E-05+1,75E-05 >3,20E-04

10 Alcohol isopropilico 21,19E-02 5,12E-03 +1,05E-03 2,32E-02+2,27E-03
11 Malation 1,21E-03 +1,54E-04 1,77E-03+2,77E-04 >4,50E-04

12 Cloruro mercurio (11) 6,30E-06 +4,56E-07 | 3,27E-052,70E-06 >4,50E-05

13 Pentaclorofenol 4,92E-05+7,34E-06 | 1,52E-04 5,04E-05 7,12E-05 + 2,09E-05
14 Fenobarbital 7,42E-03£9,91E-04 7,10E-03 +2,06E-03 >2,00E-02

15 Sodio lauril sulfato 1,56E-04 +1,27E-05 5,43E-04 +1,05E-04 7,30E-04 +2,55E-04
16 Valproato sédico 4,16E-02 +6,92E-03 6,84E-02 +6,79E-03 1,07E-01+7,98E-03
17 5-fluorouracilo >3,60E-02 >3,60E-02 23,60E-02

18 Benceno >2,00E-02 >2,00E-02 >2,00E-02

19 Tert butil hidroperoéxido 7,46E-05 £ 1,05E-05 >4,29E-05 >4,29E-05

21 Cloruro cadmio (Il) 4,48E-02+5,21E-03 | 6,14E-06+3,37E-07 26,00E-05

23 Pireno 26,25E-05 26,25E-05 26,25E-05

26 Hexaclorobenceno >3,80E-05 >3,80E-05 23,80E-05

28 Amiodarona hidrocloruro 3,82E-06 +5,63E-07 9,54E-06 + 1,13E-06 >2,30E-05

29 Verapamil hidrocloruro 1,51E-05 % 3,47E-06 2,73E-05 + 2,56E-06 >1,23E-04

30 Rifampicina 5,89E-04 +1,06E-04 1,10E-04 +2,16E-05 >2,50E-04

31 Tetraciclina hidrocloruro >2,50E-04 >2,50E-04 >2,50E-04

32 Orfenadrina hidrocloruro 5,37E-04 + 5,40E-05 1,38E-04 +2,91E-05 >3,64E-04

33 Nicotina 2,82E-03+2,26E-04 | 5,05E-03+1,01E-03 2,82E-03+2,26E-04
34 Lindano 5,95E-05 +9,42E-06 3,31E-06 + 4,22E-07 >1,29€E-04

37 Etanol 4,57E-01+1,01E-01 1,95E-01+4,10E-02 1,39E+00 + 2,83E-01
38 Paration >1,00E-03 >1,00E-03 >1,00E-03

39 Diclorvos >1,68E-03 9,52E-04 +1,48E-04 >1,68E-03
40 Fisostigmina 2,23E-04 +4,32E-05 9,53E-04 +1,42E-04 >1,90E-03
41 Glufosinato amonico 2,18E-04 +2,81E-05 >4,70E-02 24,70E-02
42 Cis-dicloro-diaminplatino (1) 2,38E-05 +2,75E-06 2,68E-05+ 3,71E-06 >3,50E-04
43 Dietilenglicol 3,75E-01+2,78E-02 1,96E-01+2,59E-02 2,88E-01+1,55E-02
44 Diquat dibromuro 1,80E-05+1,29E-06 | 4,68E-05 + 1,08E-05 4,76E-06 * 6,20E-07
45 Ocratoxina A 9,08E-06 + 1,02E-06 >1,00E-04 >1,00E-04
46 Ciclosporina A 3,04E-06 +7,12E-07 2,55E-05 * 3,24E-06 >2,40E-05
47 17a-etinilestradiol 6,20E-05 + 6,66E-06 4,18E-05+1,19E-05 1,71E-04 +1,49E-05
48 Fluoruro sédico 9,62E-03 +2,09E-03 >2,89E-03 >2,89E-03
49 Paraquatdicloruro 2,80E-01 £ 8,46E-02 >4,55E-03 >4,55E-03

51 Dimetilformamida 2,57E-01+7,19E-02 | 1,94E+00#1,65E-01 26,22E-01

53 Amitriptilina hidrocloruro 1,71E-06 + 2,68E-07 24,30E-05 24,30E-05

54 Etilenglicol >2,28E+00 2,85E-01+4,93E-02 >2,28E+00

55 Metanol 3,06E-01 +5,68E-02 2,69E-01 +4,96E-02 >2,20E+00

57 Cloruro sédico >3,05E-01 >3,05E-01 23,05E-01

60 Sulfatolitio 7,92E-02+1,19E-02 2,15E-01+2,20E-02 1,07E-01+7,08E-03
63 Propranolol hidrocloruro 5,19E-05 * 6,24E-06 1,38E-04 + 1,22E-05 21,12E-04

64 Tridxido de arsénico 1,38E-04 +1,75E-05 1,26E-05 + 2,25E-06 >1,14E-04

66 Sulfato de talio 1,01E-03+£2,10E-04 | 1,45E-04+9,90E-06 23,97E-04

67 Warfarina 4,65E-03 24,65E-03 24,65E-03

76 Hidrato de cloral 4,46E-03 + 2,98E-04 2,15E-02 +3,67E-03 2,90E-03 +4,23E-04
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético | 3,22E-05+3,53E-06 | 2,67E-02+1,19E-02 22,46E-02
80 Estricnina 1,81E-04 + 3,79E-05 1,01E-04 +1,61E-05 >1,25E-03
91 Selenato sddico 2,16E-05 +2,09E-06 5,02E-04 +6,37E-05 1,90E-04 +1,19E-05
92 Acetonitrilo 2,41E-01+6,49E-02 | 1,24E-01%2,28E-02 | 1,85E+00+3,03E-01
96 Epinefrina bitartrato 9,45E-06 + 3,59E-06 1,30E-04 + 5,00E-05 >1,00E-04

Tabla 7: Valores de EC50 obtenidos para los pardmetros citotoxicos, para la linea celular de
neuroblastoma de rata, B50. Los datos son la media + DS de tres eperimentos por
triplicado.En aquellos compuestos donde no se observa efecto, se muestra la dosis
mas alta brobada.
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NRK-52E
Namero Compuesto quimico DIBAC FLUO-4AM TMRM
AcuteTox
1 Acetaminofen 1,41E-03 +2,85E-04 21,21E-02 >1,21E-02
2 Acido acetilsalicilico 9,86E-04 +1,07E-04 9,88E-03 +2,51E-03 >2,00E-02
3 Atropina sulfato monohidrato 1,64E-03 +1,49E-04 1,46E-03 +1,82E-04 5,73E-02 + 5,66E-03
4 Cafeina 6,92E-04 +9,90E-05 5,81E-03 +2,95E-04 >7,55E-03
5 Carbamazepina >1,25E-03 3,40E-05 £ 4,59E-06 >1,25E-03
6 Colchicina >3,30E-04 1,22E-04 £2,97E-05 >3,30E-04
7 Cicloheximida >1,00E-02 >1,00E-02 >1,00E-02
9 Digoxina >3,20E-04 >3,20E-04 >3,20E-04
10 Alcohol isopropilico >8,46E-03 1,41E-03 £ 1,44E-04 6,45E-03 +7,45E-04
11 Malation 3,95E-05 + 4,87E-06 5,63E-04 + 4,03E-05 1,07E-03 £ 9,55E-05
12 Cloruro mercurio (I1) 1,17E-06 +2,71E-07 7,39E-06 + 6,33E-07 9,76E-07 +1,02E-07
13 Pentaclorofenol 3,57E-05 +7,05E-06 1,18E-05+1,82E-06 3,88E-05+1,41E-06
14 Fenobarbital 2,97E-03 +4,38E-04 6,89E-03 +1,36E-03 2,27E-02 +2,09E-03
15 Sodio lauril sulfato >1,56E-04 >1,56E-04 1,71E-05%4,67E-07
16 Valproato sédico 9,26E-02 + 1,84E-02 2,29E-02 +4,30E-03 7,92E-02 +9,13E-03
17 5-fluorouracilo >3,60E-02 >3,60E-02 >3,60E-02
18 Benceno >2,00E-02 >2,00E-02 >2,00E-02
19 Tert butil hidroperéxido 5,10E-06 +1,52E-06 >4,48E-05 >4,48E-05
21 Cloruro cadmio (I1) 8,29E-05 +5,28E-06 1,22E-05+1,10E-06 >7,40E-05
23 Pireno 3,65E-06 + 6,85E-07 >6,25E-05 >6,25E-05
26 Hexaclorobenceno >3,80E-05 >3,80E-05 23,80E-05
28 Amiodarona hidrocloruro 2,41E-05 + 3,65E-06 2,23E-06 +4,32E-07 2,93E-06 +4,88E-07
29 Verapamil hidrocloruro 2,33E-05+5,14E-06 >1,99E-04 1,19E-04 +1,89E-05
30 Rifampicina >2,50E-04 2,50E-05 +5,67E-06 2,64E-04 +5,05E-05
31 Tetraciclina hidrocloruro 4,18E-04 +5,75E-05 7,07E-04 £6,27E-05 >2,50E-04
32 Orfenadrina hidrocloruro 2,18E-04 £2,95E-05 6,00E-05 *1,50E-05 2,49E-04 +2,82E-05
33 Nicotina 2,68E-03 +4,65E-04 1,49E-03 +2,57E-04 4,92E-03 +5,05E-04
34 Lindano 2,10E-05 *+ 3,08E-06 3,98E-05+9,63E-06 >1,29E-04
37 Etanol >6,90E-01 4,32E-01+4,25E-02 >6,90E-01
38 Paration 1,53E-05 +1,625E-06 7,11E-05 +1,23E-05 >1,00E-03
39 Diclorvos >8,42E-04 3,47E-04 £1,01E-06 6,77E-04 + 5,08E-05
40 Fisostigmina 1,14E-05 £ 2,63E-06 9,94E-04 +2,78E-04 1,79E-03 + 1,86E-04
41 Glufosinatoamoénico 3,83E-03 £ 3,04E-04 24,27E-02 1,01E-03 +1,20E-04
42 Cis-dicloro-diaminplatino (11) >3,50E-04 >3,50E-04 >3,50E-04
43 Dietilenglicol 4,90E-02 +8,41E-03 8,02E-03 +1,96E-03 7,61E-02 +6,52E-03
44 Diquat dibromuro 5,79E-06 +7,51E-07 7,47E-05 % 2,23E-05 >1,83E-04
45 Ocratoxina A 3,76E-05 +2,63E-06 >1,00E-04 >1,00E-04
46 Ciclosporina A 1,51E-06 + 1,20E-07 7,90E-07 £1,31E-07 >1,30E-05
47 17a-etinilestradiol 1,20E-04 + 2,93E-05 >1,21E-04 1,20E-04 +7,27E-06
48 Fluoruro sédico 8,79E-03 +3,11E-03 2,29E-01 % 3,73E-02 >5,81E-03
49 Paraquat dicloruro >5,42E-04 2,13E-03 +3,56E-04 >5,42E-04
51 Dimetilformamida 1,42E-01+2,64E-02 22,03E-01 22,03E-01
53 Amitriptilina hidrocloruro 1,11E-05 +1,43E-06 2,62E-06 + 3,64E-07 5,70E-05 * 5,90E-06
54 Etilenglicol >6,87E-01 8,32E-02 +1,00E-02 5,34E-01+1,15E-01
55 Metanol >1,95E+00 9,95E-02 +1,25E-02 1,19E+00 + 8,02E-02
57 Cloruro sédico >1,46E-01 >1,46E-01 >1,46E-01
60 Sulfatolitio 5,34E-03 + 6,96E-04 >5,87E-02 >5,87E-02
63 Propranolol hidrocloruro 6,61E-05+9,14E-06 4,96E-05 + 7,84E-06 9,76E-05 £ 8,05E-06
64 Tridxido de arsénico 2,57E-06 £ 2,53E-07 8,03E-06 + 4,09E-06 1,01E-04 £1,72E-05
66 Sulfato de talio 4,29E+00 + 6,99E-01 2,66E-04 +9,06E-05 >3,36E-04
67 Warfarina >4,65E-03 >4,65E-03 >4,65E-03
76 Hidrato de cloral 1,00E-02 +2,63E-03 >5,59E-03 1,36E-02 +1,38E-03
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético 2,41E-04 +2,68E-05 3,09E-03 +4,64E-04 3,01E-02 +2,49E-03
80 Estricnina 2,73E-04 £4,24E-05 >1,25E-03 >1,25E-03
91 Selenato sédico 5,26E-03 + 6,34E-04 2,43E-04 + 1,84E-05 1,17E-02 +1,14E-03
92 Acetonitrilo 3,92E-02 + 6,71E-03 4,83E-02 +7,55E-03 3,17E-01+3,42E-02
96 Epinefrina bitartrato >2,18E-04 1,12E-04 + 8,06E-06 >2,18E-04

Tabla 8: Valores de EC50 obtenidos para los parametros citotdxicos para la linea celular de
epitelio renal de rata, NRK-52E. Los datos son la media + DS de tres eperimentos por
triplicado.En aquellos compuestos donde no se observa efecto, se muestra la dosis
mas alta probada.
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N13
Namero Compuesto quimico DIiBAC FLUO-4AM TMRM
AcuteTox

1 Acetaminofen >4,60E-02 1,82E-02 +2,00E-03 >4,60E-02

2 Acido acetilsalicilico 7,72E-03 +6,50E-04 4,80E-03 +6,61E-04 1,82E-02+1,05E-03
3 Atropina sulfato monohidrato 8,92E-04 +6,75E-05 1,30E-03 + 3,95E-04 4,52E-04 £ 3,23E-05
4 Cafeina 2,53E-03+2,07E-04 3,12E-03 +3,74E-04 3,66E-02 +2,82E-03
5 Carbamazepina >1,25E-03 >1,25E-03 >1,25E-03

6 Colchicina >5,00E-04 9,51E-05+1,71E-05 1,99E-04 +1,36E-05
7 Cicloheximida 3,02E-04 +3,73E-05 >1,00E-02 5,06E-04 +4,07E-05
9 Digoxina 23,20E-04 23,20E-04 >3,20E-04

10 Alcohol isopropilico 2,76E-03 + 1,90E-04 1,08E-02 % 2,50E-03 2,49E-02 * 2,68E-03
11 Malatién 3,09E-04 + 2,66E-05 5,75E-04 +1,30E-04 >7,79E-04

12 Cloruro mercurio (11) 9,87E-06 + 1,88E-06 7,95E-06 +1,03E-06 >8,80E-06

13 Pentaclorofenol 1,62E-04 +1,22E-05 >3,80E-04 2,53E-04 +1,34E-05
14 Fenobarbital >2,00E-02 >2,00E-02 >2,00E-02

15 Sodio lauril sulfato 1,39E-06 +1,72E-07 5,14E-05 +1,66E-05 1,84E-05 £ 3,25E-06
16 Valproato sédico 6,83E-02 +3,33E-03 1,89E-02 +1,88E-03 8,68E-02 +1,69E-02
17 S-fluorouracilo 1,58E-03 +1,04E-04 23,60E-02 >3,60E-02

18 Benceno >2,00E-02 >2,00E-02 >2,00E-02

19 Tert butil hidroperéxido 9,13E-04 +2,74E-04 1,26E-04 +1,32E-05 >2,61E-04

21 Cloruro cadmio (I1) 8,29E-05 +6,09E-06 7,14E-05 +4,33E-06 5,75E-05+5,27E-06
23 Pireno >6,25E-05 26,25E-05 >6,25E-05

26 Hexaclorobenceno >3,80E-05 >3,80E-05 >3,80E-05

28 Amiodarona hidrocloruro 1,45E-05+1,48E-06 3,91E-05+1,01E-05 2,97E-05 + 2,88E-06
29 Verapamil hidrocloruro 1,64E-05+1,29E-06 >1,42E-04 1,45E-06 + 3,16E-08
30 Rifampicina >2,50E-04 1,79E-05 + 1,66E-06 6,74E-05 + 4,04E-06
31 Tetraciclina hidrocloruro 2,70E-05 +2,08E-06 >2,50E-04 >2,50E-04

32 Orfenadrina hidrocloruro >1,18E-03 4,11E-04 £ 6,01E-05 4,01E-04 +4,12E-05
33 Nicotina 5,26E-03 +8,13E-04 9,30E-03 +9,43E-04 1,84E-03 +2,08E-04
34 Lindano 6,39E-05 * 6,69E-06 21,29E-04 >1,29E-04

37 Etanol 7,27E-01+4,81E-02 5,78E-01+7,53E-02 >1,82E+00

38 Paration >1,00E-03 2>1,00E-03 5,24E-05 +5,44E-06
39 Diclorvos 1,09E-03+1,01E-04 5,47E-04 +3,11E-05 4,32E-04 +3,62E-05
40 Fisostigmina 5,00E-04 +3,18E-05 5,46E-04 + 6,49E-05 4,60E-04 +4,14E-05
41 Glufosinato aménico 2,36E-03 £ 1,90E-04 >6,00E-02 26,00E-02
42 Cis-dicloro-diaminplatino (11) >3,50E-04 >3,50E-04 >3,50E-04
43 Dietilenglicol 1,21E+00+1,10E-01 6,91E-01+1,31E-01 4,26E-01 + 8,96E-02
44 Diquat dibromuro 9,88E-04 +1,74E-04 5,26E-04 + 3,82E-05 >8,51E-03
45 Ocratoxina A >1,00E-04 2,64E-05 *+ 2,80E-06 >1,00E-04
46 Ciclosporina A 5,35E-06 % 3,53E-07 1,84E-05+1,23E-06 1,75E-05 + 6,83E-07
47 17a-etinilestradiol 5,81E-05+4,26E-06 1,39E-04 +1,77E-05 1,27E-05+1,25E-06
48 Fluoruro sédico 4,91E-04 £1,47E-04 5,57E-03 +5,50E-04 1,57E-03 +1,88E-04
49 Paraquat dicloruro 6,45E-04 + 3,48E-05 2,76E-03+1,16E-04 1,71E-03 +1,05E-04
51 Dimetilformamida 3,52E-01+4,71E-02 2,05E-01+2,29E-02 2,96E-01 +4,03E-02
53 Amitriptilina hidrocloruro 6,41E-06 +5,21E-07 1,53E-05+2,61E-06 1,68E-05 +1,24E-06
54 Etilenglicol 23,29E+00 1,06E+00 +1,62E-01 >3,29E+00

55 Metanol 1,11E+00+1,28E-01 9,67E-01+5,36E-02 >2,17E+00

57 Cloruro sédico >1,85E-01 1,06E-01 + 8,66E-03 >1,85E-01

60 Sulfatolitio 2,16E-01+1,22E-02 2,52E-01+5,85E-02 23,14E-01

63 Propranolol hidrocloruro >6,30E-04 2,37E-04 + 4,13E-05 4,65E-04 + 4,24E-05
64 Triéxido de arsénico >1,26E-04 >1,26E-04 6,24E-05 + 3,83E-06
66 Sulfatode talio >4,31E-03 4,37E-04 +2,97E-05 5,03E-04 +6,05E-05
67 Warfarina >4,65E-03 24,65E-03 >4,65E-03

76 Hidrato de cloral 1,35E-02 +4,35E-03 8,12E-03+1,66E-03 4,67E-02 +6,80E-03
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético 1,05E-02 +8,87E-04 9,81E-03+1,75E-03 2,04E-03 £1,70E-04
80 Estricnina 1,17E-04 +1,09E-05 3,19E-04 + 4,66E-05 >1,25E-03

91 Selenato sédico 1,55E-02 +2,22E-03 7,83E-03+2,11E-03 >2,90E-02

92 Acetonitrilo 1,95E-01+1,21E-02 5,10E-01+1,13E-01 9,72E-01+ 8,84E-02
96 Epinefrina bitartrato >4,85E-04 9,38E-05+2,27E-05 6,64E-05 + 8,25E-06

Tabla 9: Valores de EC50 obtenidos para los parametros citotdxicos, acompafiadas de la
desviacién estandar para la linea celular de hepatoma de rata, N13. Los datos son la
media + DS de tres eperimentos por triplicado. En aquellos compuestos donde no se
observa efecto, se muestra la dosis mas alta probada.
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Namero Compuesto quimico DCFH-DA DAF-FM MITOSOX mcB
AcuteTox

1 Acetaminofen 24,60E-02 24,60E-02 24,60E-02 24,60E-02

2 Acido acetilsalicilico 7,65E-02+1,98E-02 | 4,33E-03+6,92E-04 | 1,57E-02+5,63E-03 >2,00E-02

3 Atropina sulfato monohidrato | 2,52E-04%8,56E-05 | 6,06E-04%1,34E-04 | 1,17E-03+3,20E-04 | 3,40E-04 +3,06E-05
4 Cafeina 6,326-0246,83E-03 | 1,92E-02+3,51E-03 | 851E-03+1,87E-03 | 1,48E-02+2,62E-03
5 Carbamazepina >1,25E-03 5,98E-05+5,43E-06 | 4,42E-04 +3,46E-05 >1,25E-03

6 Colchicina >5,00E-04 1,57E-03+1,67E-04 | 1,84E-03%4,43E-04 >5,00E-04

7 Cicloheximida >1,00E-02 >1,00E-02 >1,00E-02 >1,00E-02

9 Digoxina 3,63E-05+7,48E-06 | 1,99E-04+4,22E-05 | 1,02E-04+2,10E-05 3,20E-04

10 Alcohol isopropilico 4,23E-03+7,05E-04 | 3,84E-03+2,76E-04 >1,19E-02 8,52E-03 + 8,89E-04
11 Malation 1,22E-02 £ 1,24E-03 >4,50E-04 2,14E-03+5,27E-04 | 4,12E-03+9,20E-04
12 Cloruro mercurio (1) 5,52E-05+1,19E-05 | 2,65E-05+3,14E-06 | 1,49E-06+1,87E-07 | 1,54E-05+2,95E-06
13 Pentaclorofenol 5,336-05+7,38E-06 | 5,14E-046,89E-05 | 1,57E-04+1,96E-05 >1,86E-04

14 Fenobarbital 2,22E-02 +2,39E-03 22,00E-02 2,67E-03+3,64E-04 | 8,25E-03+1,46E-03
15 Sodio lauril sulfato >1,96E-04 2,14E-04%2,57E-05 | 3,97E-05+1,70E-06 | 1,91E-04%4,62E-05
16 Valproato sédico 2,27E-02%3,64E-03 | 2,73E-01%2,35E-02 >1,70E-01 5,50E-02 + 1,44E-02
17 5-fluorouracilo 4,80E-04 + 4,25E-05 3,60E-02 3,60E-02 3,60E-02

18 Benceno 22,00E-02 22,00E-02 22,00E-02 22,00E-02

19 Tert butil hidroperdxido 24,29E-05 24,29E-05 24,29E-05 1,34E-05 + 2,74E-06
21 Cloruro cadmio (1) 8,38E-06+5,86E-07 | 7,48E-01+7,56E-02 | 3,01E-05+4,03E-06 | 3,38E-05#5,98E-06
23 Pireno 26,25E-05 26,25E-05 6,25E-05 26,25E-05

26 Hexaclorobenceno 2,83E-04+2,79E-05 | 6,27E-06+5,03E-07 | 8,74E-06+ 1,40E-06 >3,80E-05

28 Amiodarona hidrocloruro 9,36E-06+2,96E-06 | 6,00E-06+3,71E-07 | 849E-06+7,60E-07 | 1,20E-05# 1,82E-06
29 Verapamil hidrocloruro 1,79E-0442,236-05 | 4,20E-05%8,81E-06 | 1,23E-04%2,24E-05 | 2,17E-05+2,88E-06
30 Rifampicina 5,14E-05+7,92E-06 | 6,31E-05+1,66E-05 2,50E-04 >2,50E-04

31 Tetraciclina hidrocloruro >2,50E-04 >2,50E-04 >2,50E-04 1,97E-04 + 1,09E-05
32 Orfenadrina hidrocloruro 7,41E-05 + 1,62E-05 3,64E-04 3,64E-04 4,73E-05 + 9,00E-06
33 Nicotina 9,51E-03+1,78E-03 | 3,63E-03+6,90E-04 | 9,83E-04+6,85E-05 | 4,43E-03 +1,24E-03
34 Lindano >1,29E-04 >1,29E-04 3,18E-05+4,24E-06 | 1,44E-05 +8,99E-07
37 Etanol 9,24E-01+8,55E-02 | 4,77E-01+9,57E-02 >1,21E+00 8,33E-01+ 1,46E-01
38 Paration >1,00E-03 >1,00€-03 5,836-06+8,79E-07 | 1,60E-06+2,05E-07
39 Diclorvos 4,08E-04 + 5,64E-05 >1,68E-03 >1,68E-03 3,08E-04 + 4,34E-05
40 Fisostigmina 1,16E-03+1,65E-04 | 4,83E-04%5,67E-05 | 1,25E-03%1,45E-04 | 3,73E-04+1,00E-04
41 Glufosinatoaménico 3,37E-02+2,45E-03 | 2,64E-02+4,99E-03 | 2,24E-02+4,08E-03 >4,70E-02
42 Cis-dicloro-diaminplatino(Il) | 3,91E-05+4,92E-06 | 1,11E-05%1,08E-06 | 1,43E-05%1,01E-06 | 1,92E-05%1,37E-06
43 Dietilenglicol 2,00E-0142,86E-02 | 5,44E-0246,15E-03 | 1,23E-01+3,11E-02 3,81E-01
44 Diquat dibromuro 1,25€-05+2,36E-06 | 1,81E-05%3,70E-06 | 4,26E-05%9,34E-06 | 8,00E-05%7,81E-06
45 Ocratoxina A >1,00E-04 >1,00E-04 >1,00E-04 6,10E-05 * 2,76E-06
46 Ciclosporina A 3,44E-06+5,38E-07 | 3,85E-06+4,70E-07 | 1,41E-06+1,05E-07 22,40E-05
47 17a-etinilestradiol 1,75€-05+4,29E-06 | 1,49E-04%3,14E-05 | 2,52E-05+5,14E-06 >1,50E-04
48 Fluoruro sodico >2,89E-03 1,84E-03+1,26E-04 | 1,16E-03+1,25E-04 | 5,95E-05 +7,49E-06
49 Paraquat dicloruro 24,55E-03 >4,55E-03 5,62E-04+2,21E-05 | 7,13E-04%1,64E-04
51 Dimetilformamida 3,39E-01+1,04E-01 26,22E-01 26,22E-01 26,22E-01

53 Amitriptilina hidrocloruro 1,80E-05 £ 3,31E-06 >4,30E-05 4,04E-06+3,58E-07 | 1,11E-05+#1,52E-06
54 Etilenglicol 5,69E-01%6,90E-02 | 2,34E-01%4,54E-02 | 8,39E-01%6,54E-02 | 8,89E-014,70E-02
55 Metanol 1,02E-0142,676-02 | 1,97E-01%4,01E-02 | 3,30E-01%4,53E-02 | 4,13E-01%1,17E-01
57 Cloruro sédico 23,05E-01 23,05E-01 23,05E-01 23,05E-01

60 Sulfato litio 1,12E-01£3,056-02 | 1,08E-01%1,97E-02 | 3,86E-02%1,33E-02 | 6,00E-02%9,49E-03
63 Propranolol hidrocloruro 5,45E-05+8,62E-06 | 9,15E-05+1,66E-05 | 4,67E-05+9,19E-06 | 2,89E-04+2,27E-05
64 Triéxido de arsénico 1,57E-05+4,60E-06 | 2,23E-05%4,56E-06 | 6,51E-05%7,39E-06 | 1,46E-05%2,71E-06
66 Sulfato de talio 3,97E-04 >3,97E-04 >3,97E-04 9,99E-04 +2,41E-04
67 Warfarina 24,65E-03 24,65E-03 24,65E-03 24,65E-03

76 Hidrato de cloral 2,95E-03+4,59E-04 | 2,03E-03+2,49E-04 | 9,74E-03+2,10E-03 | 9,19E-02*1,59E-02
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético | g 60E-03+2,83E-03 | 1,69E-02:+1,09E-03 22,46E-02 >2,46E-02

80 Estricnina >1,25E-03 »1,25E-03 3,09E-04+9,07E-05 | 6,67E-05+9,81E-06
91 Selenato sédico 4,04E-04+3,45E-05 | 6,03E-05+4,12E-06 | 1,66E-04+1,60E-05 | 9,13E-04+1,49E-04
92 Acetonitrilo 3,63E-01%6,24E-02 | 1,59E-02%2,24E-03 | 1,51E-01+2,50E-02 | 2,07E-01%5,46E-02
96 Epinefrina bitartrato >1,00E-04 1,03E-05 + 2,29E-06 >1,00E-04 2,08E-05 + 6,45E-06

Tabla 10: Valores de EC50 obtenidos para los parametros de estrés oxidativo y glutation para la
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linea celular de neuroblastoma de rata, B50. Los datos son la media + DS de tres
eperimentos por triplicado. En aquellos compuestos donde no se observa efecto, se
muestra la dosis mas alta probada.




NRK-52E
Ndmero Compuesto quimico DCFH-DA DAF-FM MITOSOX mcB
AcuteTox
1 Acetaminofen 2,71E-03+6,77E-04 21,21E-02 >1,21E-02 9,80E-02 +1,54E-02
2 Acido acetilsalicilico >2,00E-02 22,00E-02 1,06E-03 £ 8,80E-05 3,23E-03 £ 3,39E-04
3 Atropina sulfato monohidrato 9,34E-05 +1,69E-05 2,78E-03  8,78E-04 3,35E-04 % 3,61E-05 1,87E-02 £2,70E-03
4 Cafeina >7,55E-03 27,55E-03 4,41E-05 +6,75E-06 2,56E-03 £ 3,75E-04
5 Carbamazepina >1,25E-03 3,69E-05 + 6,79E-06 6,95E-05 * 1,47E-05 21,25E-03
6 Colchicina >3,30E-04 7,59E-05+1,11E-05 >3,30E-04 3,11E-04 £ 3,88E-05
7 Cicloheximida 21,00E-02 21,00E-02 >1,00E-02 >1,00E-02
9 Digoxina 3,71E-05+1,07E-05 3,61E-05+3,47E-06 2,58E-05 * 6,87E-06 >3,20E-04
10 Alcohol isopropilico 28,46E-03 2,33E-03 £5,32E-04 3,14E-03 +1,29E-03 1,39E-03 £2,26E-04
11 Malatién 1,44E-04 £ 1,10E-05 27,63E-04 2,13E-04 +2,54E-05 3,15E-04 + 4,06E-05
12 Cloruro mercurio (1) 1,33E-05+2,36E-06 | 3,06E-07+3,98E-08 | 1,41E-09+1,25E-10 | 5,52E-06+ 1,32E-06
13 Pentaclorofenol 4,88E-05 +7,28E-06 1,38E-05 * 1,14E-06 3,85E-05 * 7,48E-06 >4,30E-05
14 Fenobarbital 1,25E-02+1,72E-03 | 8,74E-03+2,16E-03 | 3,08E-03+1,03E-03 | 7,00E-03+1,75E-03
15 Sodio lauril sulfato >1,56E-04 1,00E-06 *5,74E-08 >1,56E-04 6,94E-05 * 8,34E-06
16 Valproato sédico 1,44E-02 +2,56E-03 27,74E-02 2,55E-02 +5,86E-03 >7,74E-02
17 5-fluorouracilo 23,60E-02 23,60E-02 23,60E-02 1,81E-02+2,89E-03
18 Benceno 22,00E-02 22,00E-02 >2,00E-02 >2,00E-02
19 Tert butil hidroperdxido 24,48E-05 24,48E-05 24,48E-05 4,38E-06 + 3,82E-07
21 Cloruro cadmio (I1) 1,56E-05+3,44E-06 | 7,80E-05%1,42E-05 | 1,26E-05+2,56E-06 | 7,80E-05%1,15E-05
23 Pireno 26,25E-05 26,25E-05 26,25E-05 26,25E-05
26 Hexaclorobenceno >3,80E-05 23,80E-05 >3,80E-05 >3,80E-05
28 Amiodarona hidrocloruro 4,90E-06 + 1,66E-06 3,37E-06 + 1,06E-06 >2,20E-05 3,44E-06 £ 6,20E-07
29 Verapamil hidrocloruro 1,03E-05+1,72E-06 7,33E-09+1,48E-09 1,80E-05 £ 6,64E-06 >1,99E-04
30 Rifampicina 2,46E-05*2,25E-06 4,14E-05 +4,29E-06 22,50E-04 >2,50E-04
31 Tetraciclina hidrocloruro >2,50E-04 >2,50E-04 >2,50E-04 9,35E-05 + 1,44E-05
32 Orfenadrina hidrocloruro >3,74E-04 >3,74E-04 1,05E-04 +2,17E-05 >3,74E-04
33 Nicotina 26,97E-03 6,72E-03 +9,97E-04 26,97E-03 1,24E-03 +1,33E-04
34 Lindano >1,29E-04 21,29E-04 2,42E-05 +4,82E-06 >1,29E-04
37 Etanol 3,53E-01+1,32E-01 2,80E-01%4,83E-02 2,59E-01+3,21E-02 2,51E-01+4,24E-02
38 Paration 1,66E-03 £1,73E-04 21,00E-03 8,12E-05 + 3,88E-06 >1,00E-03
39 Diclorvos 5,30E-04 +8,91E-05 28,42E-04 28,42E-04 >8,42E-04
40 Fisostigmina 4,42E-04 +4,76E-05 1,61E-03 £ 3,52E-04 3,63E-04 +1,19E-04 3,60E-04 * 6,86E-05
41 Glufosinato aménico 8,92E-03 +6,22E-03 2,08E-02 +1,32E-03 1,80E-02 +3,51E-03 24,27E-02
42 Cis-dicloro-diaminplatino (I1) >3,50E-04 >3,50E-04 >3,50E-04 1,03E-05 * 1,43E-06
43 Dietilenglicol 9,79E-02 +1,98E-02 22,19E-01 1,40E-01+1,68E-02 >2,19€-01
44 Diquat dibromuro 2,96E-05+8,11E-06 7,53E-06 £ 4,24E-07 5,54E-07 +2,96E-08 4,44E-05 + 4,50E-06
45 Ocratoxina A 21,00E-04 21,00E-04 21,00E-04 6,08E-05+7,29E-06
46 Ciclosporina A 7,04E-06+7,11E-07 21,30E-05 5,25E-06 + 7,35E-07 >1,30E-05
47 17a-etinilestradiol 4,21E-05 +5,00E-06 21,21E-04 3,15E-05 * 4,89E-06 1,41E-05+2,76E-06
48 Fluoruro sédico >5,81E-03 9,08E-05 + 2,59E-06 >5,81E-03 3,99E-03 + 7,03E-04
49 Paraquat dicloruro 25,42E-04 25,42E-04 2,83E-04 * 4,24E-05 4,40E-04+1,17E-04
51 Dimetilformamida 1,95E-01+3,07E-02 1,76E-01 % 3,29E-02 >2,03E-01 1,77E-02+1,27E-03
53 Amitriptilina hidrocloruro >3,60E-05 2,51E-05 % 5,05E-06 4,68E-06 + 8,58E-07 9,53E-06 £ 1,04E-06
54 Etilenglicol 26,87E-01 26,87E-01 26,87E-01 1,00E-01+1,78E-02
55 Metanol 21,95E+00 21,95E+00 8,60E-02+1,41E-02 21,95E+00
57 Cloruro sédico >1,46E-01 21,46E-01 21,46E-01 >1,46E-01
60 Sulfatolitio 4,51E-02 +5,63E-03 25,87E-02 4,53E-02+4,51E-03 1,78E-02 +2,44E-03
63 Propranolol hidrocloruro 7,58E-05+9,97E-06 | 5,26E-05+6,47E-06 | 3,53E-05+9,50E-06 | 4,88E-05+6,69E-06
64 Tridéxido de arsénico 28,90E-05 8,72E-06 +5,58E-07 8,09E-06 + 1,04E-06 >8,90E-05
66 Sulfatode talio >3,36E-04 23,36E-04 >3,36E-04 2,69E-04 * 3,93E-05
67 Warfarina 24,65E-03 24,65E-03 24,65E-03 24,65E-03
76 Hidrato de cloral 2,70E-03 +4,48E-04 1,32E-04 £ 3,76E-05 9,64E-04 +2,01E-04 8,95E-04 +2,37E-04
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético | 5,02E-03+8,94E-04 | 6,41E-03 +1,35E-03 >3,00E-02 >3,00E-02
80 Estricnina 21,25E-03 21,25E-03 2,39E-04 +2,77E-05 3,24E-04 £4,07E-05
91 Selenato sédico 1,23E-03 +1,51E-04 28,50E-03 1,28E-03 £2,75E-04 7,09E-03+1,07E-03
92 Acetonitrilo 23,03E-01 9,96E-02+2,41E-02 1,27E-01+4,87E-02 >3,03E-01
96 Epinefrina bitartrato 6,03E-05 +4,65E-06 5,78E-05+1,07E-05 >2,18E-04 8,72E-05+1,96E-05

Tabla 11: Valores de EC50 obtenidos para los pardmetros de estrés oxidativo y glutation para la

muestra la dosis mas alta probada.
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linea celular de epitelio renal de rata, NRK-52E. Los datos son la media + DS de tres
eperimentos por triplicado. En aquellos compuestos donde no se observa efecto, se




13
Nimero Compuesto quimico DCFH-DA DAF-FM MITOSOX mcB
AcuteTox

1 Acetaminofen 24,60E-02 24,60E-02 1,09E-03 * 1,46E-04 24,60E-02

2 Acido acetilsalicilico 9,25E-03 +7,63E-04 1,38E-02 * 8,10E-04 1,94E-03 £ 2,96E-04 3,10E-03 +1,46E-04
3 Atropina sulfato monohidrato 1,95E-03 + 7,84E-05 3,25E-04 + 3,47E-05 8,65E-04 +2,27E-04 6,48E-04 * 6,98E-05
4 Cafeina 24,00E-02 1,73E-02 £2,41E-03 24,00E-02 24,00E-02

5 Carbamazepina 21,25E-03 21,25E-03 21,25E-03 21,25E-03

6 Colchicina >5,00E-04 >5,00E-04 1,07E-04 +7,70E-06 7,81E-05 % 1,02E-05
7 Cicloheximida 5,89E-07 +1,86E-08 >1,00E-02 21,00E-02 21,00E-02

9 Digoxina >3,20E-04 >3,20E-04 23,20E-04 23,20E-04

10 Alcohol isopropilico 22,40E-02 9,27E-03 +7,54E-04 3,54E-03 +4,36E-04 1,35E-02 +2,24E-03
11 Malation 1,20E-04 £ 3,83E-05 3,78E-04  3,36E-05 3,84E-04 +4,49E-05 1,79E-04 £1,54E-05
12 Cloruro mercurio (I1) 2,10E-06+1,99E-07 | 9,22E-06+8,99E-07 | 3,67E-06+5,77E-07 | 1,04E-05+7,88E-07
13 Pentaclorofenol 5,26E-05 +4,05E-06 1,93E-04 £ 2,44E-05 1,75E-04 % 2,40E-05 8,20E-05+7,14E-06
14 Fenobarbital 22,00E-02 22,00E-02 22,00E-02 22,00E-02

15 Sodio lauril sulfato 1,47E-04 £2,33E-05 4,58E-04 +4,25E-05 1,12E-04 * 1,82E-05 1,17E-04 £ 4,15E-05
16 Valproato sédico 3,28E-02+3,28E-03 1,59E-02 +2,79E-03 9,63E-03 +8,08E-04 3,00E-02+2,27E-03
17 5-fluorouracilo >3,60E-02 23,60E-02 23,60E-02 23,60E-02

18 Benceno >2,00E-02 >2,00E-02 22,00E-02 22,00E-02

19 Tert butil hidroperdxido >2,61E-04 5,11E-05  3,75E-06 2,20E-05*2,72E-06 8,86E-05+2,27E-05
21 Cloruro cadmio (11) 9,26E-06 +1,38E-06 3,53E-05 +7,09E-06 3,26E-05+7,36E-06 1,33E-05+1,18E-06
23 Pireno 26,25E-05 26,25E-05 26,25E-05 26,25E-05

26 Hexaclorobenceno >3,80E-05 >3,80E-05 >3,80E-05 >3,80E-05

28 Amiodarona hidrocloruro 25,10E-05 2,36E-05+2,87E-06 7,28E-06 +8,01E-07 4,28E-06 +5,10E-07
29 Verapamil hidrocloruro 21,42E-04 2,47E-05 * 3,96E-06 7,48E-05 + 1,24E-05 4,00E-05 *+2,60E-06
30 Rifampicina 22,50E-04 >2,50E-04 6,20E-05 +2,37E-06 >2,50E-04

31 Tetraciclina hidrocloruro >2,50E-04 >2,50E-04 >2,50E-04 1,20E-04 + 9,48E-06
32 Orfenadrina hidrocloruro 1,06E-04 +1,28E-05 3,13E-04 £ 5,93E-05 3,49E-04 £ 8,42E-05 2,40E-04 +2,47E-05
33 Nicotina 4,32E-03 £6,44E-04 5,57E-03 £9,39E-04 2,72E-03 £4,17E-04 6,37E-04 +7,27E-05
34 Lindano >1,29E-04 >1,29E-04 >1,29E-04 3,69E-06 % 3,70E-07
37 Etanol 4,81E-01+3,17E-02 9,56E-01+7,33E-02 6,61E-01+1,06E-01 2,57E-01%1,42E-02
38 Paratién >1,00E-03 5,93E-05 +5,37E-06 2>1,00E-03 21,00E-03

39 Diclorvos 21,45E-03 8,54E-04 +1,29E-04 8,24E-04 +1,08E-04 5,52E-04 +9,30E-05
40 Fisostigmina 2,22E-04 +2,25E-05 5,87E-04 + 8,16E-05 6,35E-04 + 8,02E-05 1,20E-03+2,51E-04
41 Glufosinato amdnico 26,00E-02 26,00E-02 26,00E-02 26,00E-02
42 Cis-dicloro-diaminplatino (I1) >3,50E-04 >3,50E-04 >3,50E-04 23,50E-04
43 Dietilenglicol 1,20E+00+1,11E-01 1,03E+00 + 1,98E-01 6,66E-01+7,41E-02 23,22E+00
44 Diquat dibromuro 6,98E-04 +1,39E-04 1,82E-03 +2,20E-04 1,38E-02+1,27E-03 4,90E-04 + 5,34E-05
45 Ocratoxina A >1,00E-04 >1,00E-04 >1,00E-04 4,60E-05 +3,01E-06
46 Ciclosporina A >2,50E-05 5,02E-06 + 8,78E-07 1,90E-06 * 1,39E-07 22,50E-05
47 17a-etinilestradiol >3,20E-04 7,28E-05 +1,30E-05 2,08E-04 +5,57E-05 2,20E-04 * 4,26E-05
48 Fluoruro sédico 7,59E-03 +1,40E-03 2,97E-02+5,41E-03 23,82E-03 3,12E-03 £ 3,75E-04
49 Paraquat dicloruro 2,75E-03 +4,10E-04 3,03E-03 +3,68E-04 5,30E-03 +8,49E-04 3,43E-03 £ 3,32E-04
51 Dimetilformamida 2,82E-01+4,71E-02 5,99E-01+7,03E-02 3,88E-01+7,15E-02 1,53E-01+2,33E-02
53 Amitriptilina hidrocloruro 25,00E-05 1,84E-06 *2,27E-07 1,32E-05 + 1,95E-06 2,04E-05+2,51E-06
54 Etilenglicol 23,29E+00 1,77E+00 + 1,30E-01 1,19E+00+1,62E-01 1,25E+00 £+ 1,90E-01
55 Metanol 1,60E+00+ 1,75E-01 1,37E+00 * 3,25E-01 1,31E+00 +9,03E-02 6,15E-01 + 8,64E-02
57 Cloruro sédico >1,85E-01 21,85E-01 21,85E-01 8,58E-02+1,47E-02
60 Sulfato litio 2,21E-01+2,96E-02 2,78E-01+2,19E-02 2,38E-01+1,21E-02 1,68E-01+2,78E-02
63 Propranolol hidrocloruro 1,08E-04 +1,51E-05 1,21E-04 +2,74E-05 1,98E-04 * 3,36E-05 2,58E-04 % 3,55E-05
64 Triéxido de arsénico >1,26E-04 3,17E-05 £ 5,04E-06 1,57E-05 + 1,95E-06 1,88E-05 *2,56E-06
66 Sulfato de talio 24,31E-03 2,89E-04 + 3,49E-05 2,28E-04 +2,66E-05 1,03E-02 £ 8,21E-04
67 Warfarina 24,65E-03 24,65E-03 24,65E-03 24,65E-03

76 Hidrato de cloral 1,35E-02 £ 4,35E-03 3,07E-02 +5,08E-03 2,66E-03 + 2,50E-04 2,63E-02 +2,25E-03
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético 8,30E-03 +8,77E-04 1,47E-02 £1,14E-03 8,60E-03 +1,08E-03 8,78E-03 +1,46E-03
80 Estricnina 21,25E-03 21,25E-03 1,87E-04 +1,16E-05 1,00E-04 £1,61E-05
91 Selenatosédico 6,76E-03 +7,31E-04 5,28E-03 + 6,44E-04 1,94E-02 *+ 4,65E-03 5,03E-03 +4,33E-04
92 Acetonitrilo 21,21E+00 21,21E+00 7,34E-01+1,48E-01 3,69E-01+6,29E-02
96 Epinefrina bitartrato 7,80E-05 +7,90E-06 1,52E-04+1,26E-05 6,77E-05+4,37E-06 5,01E-05 * 3,50E-06

Tabla 12: Valores de EC50 obtenidos para los pardmetros de estrés oxidativo y glutation para la
linea celular de hepatoma de rata, N13. Los datos son la media + DS de tres eperimentos
por triplicado. En aquellos compuestos donde no se observa efecto, se muestra la dosis
mas alta probada.
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5.3 ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PREDICTIVA DE LOS
ENSAYOS CITOMICOS

A partir de un estudio de regresién lineal entre las IC50 y EC50
obtenidas anteriormente frente a los valores bibliograficos de
toxicidad en rata, humano y 3T3, se han obtenido los coeficientes de
correlacion (R%) para cada pardmetro en cada una de las tres lineas

celulares.

También se han obtenido los coeficientes de correlaciéon
empleando la concentracion minima de tdxico a la cual se ha
producido efecto. Los resultados muestran por un lado, las
correlaciones obtenidas empleando los siete parametros en estudio.
Por otro lado, se encuentra el coeficiente de correlacién donde se
incluye la IC50, teniendo presentes el total de los ensayos. Se han
obtenido coeficientes de correlacién de cada linea celular

individualmente y de las tres lineas celulares juntas.

Empleando las concentraciones minimas de tdxico, se ha podido
establecer una relacion entre el tipo de linea celular y los pardmetros
citotoxicos, permitiendo determinar efectos tempranos producidos

por los compuestos quimicos.
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5.3.1 CAPACIDAD PREDICTIVA DE LOS ENSAYOS DE
TOXICIDAD EXISTENTES

Los resultados obtenidos en todos los casos se han comparado
con los coeficientes de correlacion obtenidos a partir de los datos
publicados en la bibliografia, es decir, con los valores de IC50 in vitro
en el test de captacion de Rojo Neutro por 3T3 (Sjostrom et al.,
2008), con valores LD50 in vivo de rata y con valores LC50 en sangre

determinados en casos de envenenamiento en humano.

Como se puede observar en la Tabla 13, la correlacion mas alta
corresponde a la comparacion entre la citotoxicidad in vitro (IC50 de
3T3 NRU) frente a la toxicidad en humano, con un R*de 0,5454. El
siguiente valor corresponde a un coeficiente de correlacion mas bajo,
con un R*de 0,5067 que corresponde a la comparacion de los valores

in vitro (1C50 de 3T3 NRU) e in vivo de rata (LD50).

Como el estudio esta realizado en ensayos in vitro de rata, el valor
de mayor interés es el correspondiente al coeficiente de correlacion
entre los valores in vitro del ensayo de viabilidad de 3T3 NRU e in vivo
de rata, debido a la proximidad entre especies. El coeficiente de
correlacién entre el método in vitro 3T3 NRU y la toxicidad en
humano también se ha comparado ya que se trata del mismo método
empleado, el método in vitro, y por tanto, permite comprobar la
robustez y la utilidad de dicho método. Estos dos valores se toman
como referencia para valorar el ensayo citdmico en el andlisis

estadistico.
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CORRELACIONES TEORICAS (57 téxicos)

3T3 NRU (n=57)
RATA (n=57) 0,5067

HUMANO (n=46) 0,5454

Tabla 13: Coeficientes de correlacién obtenidos comparando los
valores bibliograficos correspondientes a la IC50 del
ensayo de captacién del Rojo Neutro en 3T3 frente a la
LD50 de rata y frente a la LC50 en humanos (Sjostrom et
al., 2008; Hoffmann et al., 2010).

5.3.2 CAPACIDAD PREDICTIVA DE TOXICIDAD AGUDA EN
RATA DE LOS ENSAYOS CITOMICOS

El estudio de la capacidad predictiva de toxicidad aguda con
respecto a rata in vivo de los resultados obtenidos en este estudio,
muestran una muy baja correlacion en la gran mayoria de
pardmetros (Tabla 14). El resultado es similar para las tres lineas
celulares de rata, teniendo presente la correlacién obtenida con los
datos de rata in vivo frente a 3T3 de la bibliografia, con un coeficiente

de correlacion de referencia de 0,5067.

En general, se observa que de las tres lineas, hay dos con los
coeficientes de correlacion mas altos, B50 y N13, las NRK-52E
presenta los coeficientes de correlacién mas bajos. Por parametros,
la gran mayoria no son superiores al obtenido en la bibliografia, sélo
mejora la correlaciéon del potencial de membrana mitocondrial en
B50 y los perdxidos en N13, con coeficientes de correlacion de 0,546

y 0,509, respectivamente.
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Esta falta de correlacidn entre el organismo in vivo y el método in
vitro, es debida posiblemente a la diferente expresion de la toxicidad
entre el organismo y las células en cultivo, ya que en este caso la
especie es la misma. Ademads, pueden existir diferencias en la forma
de actuacién y la metabolizacién de algunos compuestos,
provocando la acumulacion de metabolitos intermedios y dando

lugar a unos efectos no reproducibles en el ensayo citémico.

TOXICIDAD AGUDA RATA
B50 n NRK-52E n N13 n
PMM 0,546 15 0,209 27 0,281 32
PMP 0,311 45 0,074 38 0,256 37
CALCIO 0,433 40 0,261 37 0,428 40
VIABILIDAD 0,362 39 0,409 39 0,398 32
PEROXIDOS 0,396 38 0,263 28 0,509 25
NO 0,271 36 0,24 27 0,379 37
SUPEROXIDO 0,286 37 0,337 33 0,338 39
GLUTATION 0,413 37 0,151 34 0,335 40

n=Numero de valores empleados para el cdlculode la correlacion.

Tabla 14: Coeficientes de correlacién calculados comparando los valores de IC50 y EC50
obtenidos respecto al valor bibliogréfico correspondiente a la LD50 de rata. Los
coeficientes superiores al de la comparacion entre la DL50 de rata in vivo y la IC50 del
ensayo 3T3 NRU se encuentran resaltados en amarillo.
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5.3.3 CAPACIDAD PREDICTIVA DE TOXICIDAD AGUDA EN
HUMANO DE LOS ENSAYOS CITOMICOS

Cuando se comparan los resultados obtenidos con la LC50 en
sangre de humanos, los coeficientes de correlacién mejoran y en
algunos casos son mas elevados que el valor de referencia (Tabla 15).
En este caso, el valor de referencia que se utiliza es 0,5454, obtenido

al comparar el método in vitro 3T3 y la LC50 en humanos.

Se puede observar que en las B50, la viabilidad, el calcio, la
actividad peroxidativa y el glutatiéon tienen un coeficiente de
correlacién superior al valor de referencia. La linea celular NRK-52E
tiene una baja capacidad predictiva de toxicidad ya que solamente
presentan una correlacion superior al valor bibliografico los
pardmetros de viabilidad y la actividad peroxidativa. La linea celular
con mayor capacidad predictiva es la de hepatoma de rata, N13,
donde todos los pardmetros tienen correlaciones mas elevadas a
excepcion del potencial de membrana mitocondrial, ligeramente

inferior a 0,5454.

Estos resultados aportan una buena capacidad predictiva en
general, con buenos coeficientes de correlacion para un gran nimero
de pardmetros en las tres lineas celulares. Sin embargo, estos
resultados no son coherentes con los obtenidos cuando se comparan
con la rata in vivo, ya que seria previsible obtener mejores
correlaciones en la rata, debido a la proximidad entre especies. Una

posible explicacion seria la diferente metabolizacion de los
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compuestos y la complejidad de los procesos bioquimicos en los

humanos.
TOXICIDAD AGUDA HUMANO

B50 n NRK-52E n N13 n
PMM 0,377 12 0,365 23 0,535 26
PMP 0,311 37 0,263 31 0,635 30
CALCIO 0,602 35 0,504 33 0,648 33
VIABILIDAD 0,723 32 0,654 33 0,625 27
PEROXIDOS 0,62 35 0,601 24 0,572 20
NO 0,384 31 0,313 24 0,748 31
SUPEROXIDO 0,526 33 0,44 30 0,593 33
GLUTATION 0,68 31 0,402 27 0,657 33

n=Numero de valores empleados para el calculode la correlacion.

Tabla 15: Coeficientes de correlacidn calculados comparando los valores de IC50 y EC50

obtenidos respecto al valor bibliogréfico correspondiente a la LC50 en humanos.

Los coeficientes superiores al de la comparacion entre la LC50 humana in vivo y la

IC50 del ensayo 3T3 NRU se encuentran resaltados en verde.

5.3.4 CAPACIDAD PREDICTIVA DE TOXICIDAD AGUDA DE LOS
ENSAYOS CITOMICOS IN VITRO

En general, los resultados muestran unas mejores correlaciones
con respecto al método in vitro 3T3 NRU en la mayoria de
parametros (Tabla 16). En la linea celular B50, todos los pardmetros
correlacionan mejor a excepcion del potencial de membrana
plasmatico y el oxido nitrico. Sin embargo, presenta los coeficientes

de correlacion mas elevados de las tres lineas celulares, que se dan
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en el potencial de membrana mitocondrial y los peréxidos con 0,86 y

0,84 respectivamente.

La linea NRK-52E también presenta mejores correlaciones en la
mayoria de parametros, exceptuando los mismos pardmetros que en
B50, el potencial de membrana plasmatico, el dxido nitrico y en este
caso, también el glutatién. Respecto al método in vitro de 3T3 NRU,
se han obtenido elevadas correlaciones, especialmente en la linea
celular N13 donde todos los parametros tienen correlaciones mas
elevadas, con coeficientes de correlacién superiores a 0,6, llegando a

0,8 en el caso de perdéxidos y éxido nitrico.

Las correlaciones son superiores también cuando se compara los
datos obtenidos en este trabajo con datos obtenidos en estudios
previos en nuestro laboratorio, que empleaban lineas celulares
homélogas humanas (Tabla 17). En este caso, también se comparan
datos obtenidos solamente a través del método in vitro. Aunque
algin parametro como el glutatién y el potencial de membrana
mitocondrial no se haya determinado y no pueda ser comparado con
los datos in vitro de rata, los coeficientes de correlacion restantes son

mas elevados que los publicados en la bibliografia.

Se da la misma situacién que frente al ensayo 3T3 NRU para las
tres lineas celulares. En las B50, los coeficientes de correlacion del
potencial de membrana plasmdtico y el del dxido nitrico son
inferiores a 0,5454. Los mismos parametros tampoco correlacionan

mejor para la linea NRK-52E, ya que en la linea renal humana, A704,
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el glutation no se determind. En las N13 todos los coeficientes de

correlacién de todos los pardmetros también fueron superiores.

TOXICIDADAGUDAIN VITRO

B50 n NRK-52E n N13 n

PMM 0,857 15 0,666 27 0,574 32
PMP 0,392 45 0,326 38 0,601 37
CALCIO 0,656 40 0,594 37 0,758 40
VIABILIDAD 0,764 39 0,764 39 0,763 32
PEROXIDOS 0,842 38 0,757 28 0,803 25
NO 0,396 36 0,475 27 0,808 37

SUPEROXIDO 0,568 37 0,712 33 0,691 39

GLUTATION 0,699 37 0,436 34 0,615 40

n= Numero devalores empleados para el calculode la correlacion.

Tabla 16: Coeficientes de correlacién calculados comparando los valores de IC50 y EC50
obtenidos respecto al valor bibliografico correspondiente a la IC50 del ensayo de
captacion del Rojo Neutro en 3T3. Los coeficientes superiores al de la
comparacion entre la DL50 de rata in vivo y la IC50 del ensayo 3T3 NRU se
encuentran resaltados en amarillo.

TOXICIDAD AGUDAIN VITRO
HUMANOIN HUMANOIN HUMANOIN
VITRO n VITRO n VITRO n
(SH-SY5Y) (A704) (HEPG2)
PMM - - - - 0,638 17
PMP 0,403 24 0,453 30 0,666 21
CALCIO 0,708 29 0,629 28 0,717 13
VIABILIDAD 0,923 35 0,854 32 0,841 30
PEROXIDOS 0,742 22 0,84 22 0,783 20
NO 0,065 9 0,089 7 0,699 22
SUPEROXIDO 0,835 31 0,544 28 0,714 21
GLUTATION - - - - - -

n= Numero de valores empleados para el calculode la correlacién.

Tabla 17: Coeficientes de correlacién calculados comparando los valores de IC50 y EC50

obtenidos en este trabajo, respecto a la linea celular humana homdloga empleada en

estudios anteriores en nuestro laboratorio. Los coeficientes superiores al de la

comparacién entre la LC50 humana in vivo y la IC50 del ensayo 3T3 NRU se encuentran

resaltados en verde.
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5.3.5 CAPACIDAD PREDICTIVA DE EFECTOS TEMPRANOS DE
TOXICIDAD AGUDA DE LOS ENSAYOS CITOMICOS

Respecto a la capacidad predictiva de efectos tempranos en los
ensayos citdmicos, se puede observar en la Tabla 18, cuando se
tienen en cuenta las tres lineas celulares, que los coeficientes de
correlacién de las concentraciones minimas téxicas con el método in
vitro 3T3 mejoran con respecto al valor de referencia. El coeficiente
de correlacion coincide para las EC50 y cuando se incluye la IC50,
debido a que la concentraciéon minima no es la IC50 y, por tanto, no

varia.

Cuando las lineas celulares se estudian individualmente, se puede
observar que B50 y N13 tienen coeficientes de correlacion superiores
a los valores de referencia cuando se comparan con el ensayo in vitro
3T3 NRU y con la toxicidad en humanos, pero no con respecto a la

rata in vivo. La linea NRK-52E no mejora ninguna correlacion.

Aunque individualmente no se han obtenido resultados
excesivamente satisfactorios, estos resultados corroboran la
idoneidad del método empleado, ya que se obtienen mejores
resultados que con el método in vitro de referencia basado en los

valores de IC50 en el test de captacién de Rojo Neutro por 3T3.
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B50
3T3 NRU n RATA n | HUMANO | n
VALOR MiNIMO EC50 0,543 53 0,321 53 0,559 45
VALOR MiNIMO 1C50/EC50 0,543 53 0,319 53 0,565 45

n= NUmero de valores empleados para el calculo de la correlacion.

NRK-52E
3T3 NRU n RATA n | HUMANO | n
VALOR MiNIMO EC50 0,467 52 0,245 52 0,396 44
VALOR MiNIMO IC50/EC50 0,492 53 0,271 53 0,428 45

n= NUmero de valores empleados para el calculo de la correlacion.

N13
3T3 NRU n RATA n | HUMANO | n
VALOR MiNIMO EC50 0,665 49 0,38 49 0,641 41
VALOR MINIMO IC50/EC50 0,665 49 0,38 49 0,641 41

n=NUmero de valores empleados para el calculo de la correlacion.

3 LINEAS CELULARES

3T3 NRU n RATA n | HUMANO | n
VALOR MiNIMO EC50 0,515 57 0,253 57 0,415 47

VALOR MiNIMO IC50/EC50 0,515 57 0,253 57 0,415 47

n= Ndmero de valores empleados para el calculo de la correlacion.

Tabla 18: Coeficientes de correlaciéon para las concentraciones minimas de cada linea celular
y del conjunto. Se emplean las EC50 de los pardmetros ensayados e incluyendo la
IC50 teniendo presentes el total de los ensayos.

Ademas, se ha calculado el nUmero de concentraciones minimas a
las que se produce el efecto téxico en los pardmetros de estudio,
para el conjunto de las lineas celulares (Tabla 19). Para la linea celular
neuronal B50, el potencial de membrana plasmatico medido a través
de DIiBAC es el primer pardmetro que cambia, normal para una linea
celular neuronal que depende del potencial, el potencial de
membrana plasmatico es el pardmetro mas sensible, aunque el

glutatidn y el calcio también son bastante sensibles.
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La linea neuronal tiene un total de 20 compuestos cuyas
concentraciones minimas se encuentran distribuidas entre seis de los
ocho pardmetros, exceptuando el potencial de membrana

mitocondrial y la IC50 donde las concentraciones son mas elevadas.

En la linea renal NRK-52E, el pardametro que cambia de forma mas
temprana y tiene mayor nimero de concentraciones minimas es el
superéxido mitocondrial, radical que puede ocasionar dafio renal.
Otros parametros que cambian tempranamente y se encuentran muy
igualados son el potencial de membrana plasmatico y el nivel de
calcio medido a través de Fluo-4 AM. Una de las principales funciones
del rifidn es el control homeostatico, donde la mayoria de enzimas
funcionan dependiendo del pH y de la concentracién idnica, el
potencial de membrana dependerd de esta concentracion idnica

donde el calcio cobra especial importancia.

En la linea celular renal NRK-52E, se encuentran el mayor numero
de compuestos con la concentracion minima a la que se produce el
efecto. Un total de 27 de los 57 compuestos se encuentran en esta
linea, especialmente sensible a los cambios. Igual que con las B50, los
pardmetros del potencial de membrana mitocondrial y la 1C50
requieren concentraciones mas elevadas y no presentan téxicos con

la concentracion minima en estos parametros.

En la linea de hepatoma de rata N13, los primeros efectos téxicos
gue se producen, se encuentran en los niveles de superéxido y en los
niveles de glutation medidos mediante el monoclorobimano (MCB).

Resultado ldgico ya que la forma reducida del glutatién (GSH) se
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encuentra en mayor proporcion en el higado y participa en la
detoxificacidn de sustancias xenobidticas. A su vez, éstas generan

radicales superdxido que pueden provocar daino hepatico.

Sin embargo, en esta linea celular se encuentran muy pocos
compuestos que presentan la concentracién minima en alguno de los
pardmetros, tan solo 8 de los 57 compuestos. Este resultado se debe
a que las concentraciones que se requieren en esta linea celular son

mas elevadas.

En total, existen 55 compuestos de los 57 totales que presentan
concentracién minima a la que se produce el efecto (Tabla 19). Hay
dos compuestos, la warfarina y el benceno que no presentan efectos
en ningln parametro ensayado, debido al mecanismo de accién

toxico de estos compuestos.

A nivel general, para el conjunto de las tres lineas celulares, el
parametro que presenta un mayor numero de concentraciones
minimas es el potencial de membrana plasmatico, 14 compuestos
entre las tres lineas, es el pardmetro mas sensible. El calcio y el
glutatidn son los siguientes mas sensibles, con 11 compuestos cada
uno, muy igualado con el nivel del radical superéxido con 10
compuestos. La IC50 no presenta ningun compuesto, en todos los
casos la concentracién empleada es mas elevada que en los

pardmetros.

Por parametros, el potencial de membrana plasmatico y el nivel
de glutation son mas sensibles en la linea celular neuronal, B50. El

calcio intracelular, el 6xido nitrico y el superdxido mitocondrial
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presentan mayor sensibilidad en la linea renal NRK-52E. En las N13 el
potencial de membrana mitocondrial es el Unico pardmetro mas

sensible, aunque se observa la presencia de un Unico compuesto.

El marcaje de viabilidad mediante el ensayo del yoduro de
propidio se utiliza para seleccionar la poblacion de células vivas, por
lo que los datos de caracter funcional pueden asi ser referidos
exclusivamente a las células vivas. Esta estrategia, que sdlo la
citémica permite, proporciona indicadores de efectos tempranos de
los compuestos, permitiendo relacionar dichos efectos en funcién de
la concentracion minima de los téxicos. Ademas, al ser una técnica
multiparamétrica permite evaluar y cuantificar los cambios
producidos en la célula en respuesta a un agente tdxico

proporcionando gran cantidad de informacién adicional.

El estudio de la capacidad para predecir toxicidad aguda en rata
mediante regresién lineal y obtencion de los coeficientes de
correlacién demuestra que el método empleado, basado en ensayos
con lineas celulares de rata, aporta mejores resultados que el
método in vitro de referencia, basado en los valores de IC50 en el test
de captacién de Rojo Neutro por 3T3. Proporciona una estrategia de
ensayo simple y fiable, dando resultados reproducibles con buenos
resultados a nivel estadistico, lo que demuestra la robustez del

método.
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NUMERO DE CONCENTRACIONES MiNIMAS TOXICAS
1C50 DIBAC |FLUO-4AM| TMRM | DCFH-DA | DAF-FM | MITOSOX | MCB TOXICOS
B50 0 7 4 0 1 2 1 5 20
NRK-52E 0 6 6 0 1 3 7 4 27
N13 0 1 1 1 1 0 2 8
TOTAL 0 14 11 1 3 5 10 11 55

Tabla 19: Numero de concentraciones minimas a las que se produce el efecto téxico en los

parametros de estudio, para el conjunto de las lineas celulares empleadas.

5.4 CAPACIDAD DE CLASIFICACION

Para valorar la capacidad de clasificar los compuestos siguiendo
los criterios del Global Harmonization System (GHS) y la regulacidn
CLP a nivel de la Unién Europea, clasificaciones basadas en los valores
de la LD50 en rata in vivo, se distribuyen los patrones de toxicidad de
los datos generados en forma de una matriz de datos jerarquizada,

gue permite visualizar, correlacionar y clasificar los compuestos.

Se han distribuido los 57 compuestos en las cinco clases segun
indica la GHS. Estas clases se reducen a cuatro categorias de toxicidad
segln la regulacidon a nivel de la Unién Europea, CLP, todas ellas
descritas anteriormente. Para el andlisis de datos se emplea la IC50 y
la EC50. Para establecer el grado de toxicidad de los compuestos
utilizando ambas clasificaciones, es necesario realizar una
transformaciéon de los resultados como ya se ha comentado

anteriormente.
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Numéricamente, después de realizar la transformacién, se
obtienen valores negativos que representan los compuestos mas
téxicos, el cero los compuestos con una toxicidad intermedia, y
finalmente, los valores positivos que corresponde a los compuestos
menos tdxicos o no tdxicos. Basandonos en este criterio, el color rojo
se aplica al mds tdxico, el amarillo para los intermedios y el verde
para los menos toxicos, estableciéndose una gradacién de colores
segun la toxicidad. El color blanco representa los tdxicos que no

presentan efecto para las dosis ensayadas.

En la figura 13, se puede observar la ordenacién de los
compuestos por orden decreciente de toxicidad y su clasificacion
siguiendo la gradacién de color, usando como referencia la LD50 in
vivo de rata de la bibliografia, separados segun las clases o categorias

dependiendo de los diferentes criterios establecidos.
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I Cicloheximida
Clase | o categoria 1: < 5mg/Kg Selenato sodico
EFi Lo
Paration
Estricmwina
War farina
Clase Il o categoria 2: Sulfato de talio
Ocratoxina A
>5y < 50me/Kg Colchicina
Cis-dicloro-diaminplatino (ITI)
Digoxina
Eninefrina hitartrato
Cloruro mercurio (II)
Diclorvos
Hicotina
Trioxido de arsémnico
Pantaclorofenol
Verapamil hidrecloruro
Clase lll o categoria 3: Paracuat dicloruro
< Cloruro cadmio (II)
>50y < 300mg/Kg Lindano
Fluoruroe sodico
Fenobarbital
5-fluorouracilo
Digquat dibromuro
Cafeina
Orlenadrina adroclorure |
Mmitriptilina hidrocloruro
Acido 2.4-diclorofencxiacético
Prooranolol hidrocloruro
Tert butil hidroperdxido
Atropina sulfato monohidrato
Hidrato de cloral

Clase IV o categoria 4: Valproato sodico

>300y < 2000mg/Kg Sulfato litio
17a-etinilestradiol
Malation

Ciclosporina A
Acido acetilsalicilico
Sodie lauril sulfato
Glufosinato aménico
Rifamicina
LCeraninofen
Pireno
Amiodarona hidrocloruro
Carbamazepina
Tetraciclina hidrocloruro
Acetonitrile
Clase V: Dinntilfuqumida

Cloruro sodico

>2000y < 5000mg/Kg Alcohol isopropilico

0 no téxico Benceno

Etilenalicol

Metanol

Hexaclorobenceno

Etanol

1icol

Figura 13: Clasificacion de los compuestos segin su toxicidad decreciente siguiendo la
gradacién de color rojo (mayor toxicidad) hasta verde (menos téxico o no toxico).
Clasificaciones segun la GHS y CLP, basadas en la LD50 de rata con los rangos de
concentraciones incluidos en cada clase o categoria.
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En aquellos compuestos que no presentaban efecto, no se ha
podido obtener la IC50 o EC50. Se ha realizado el mismo analisis de la
matriz de datos empleando los valores correspondientes a la maxima
concentracién probada, y se le ha aplicado el color correspondiente
segun su grado de toxicidad, reemplazando el color blanco de las

matrices de datos generadas.

Los resultados muestran el conjunto de ensayos citdmicos
llevados a cabo en cada una de las lineas celulares, teniendo como
referencia la LD50 de rata, los valores de IC50 in vitro en el test de
captacién de Rojo Neutro por 3T3 (Sjostrom et al., 2008) y con los
valores de LC50 en sangre determinados en casos de

envenenamientos en humano.

Para cada matriz de datos obtenida, se observa en la primera fila
la media de color del total de los ensayos llevados a cabo y se
aprecian las cinco clases de toxicos teniendo en cuenta la
clasificacion segin la GHS, y las cuatro clases al tomar como
referencia la clasificacion CLP a nivel de la Unién Europea. A la
izquierda de cada matriz esta representado el cluster jerarquizado
con las correlaciones que existen entre los parametros en los ensayos

citdmicos.
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5.4.1 CLASIFICACION SEGUN EL CRITERIO GHS/CLP

Los resultados muestran la comparacién con respecto a los
valores de LD50 in vivo de rata, valores en los que se basa la escala
GHS (Figura 14). Existe una parte de los compuestos que presentan la
media de color que se corresponde con los valores de referencia y se
clasifican correctamente, sin embargo, se aprecian bastantes
diferencias en la clasificacién de los compuestos. Hay compuestos
clasificados como poco téxicos (color verde) que en las lineas
celulares de rata presentan una gran toxicidad (color rojo), y al revés,
compuestos que estan clasificados como muy tdxicos no presentan

casi toxicidad en algunos parametros.

Por ejemplo, los compuestos de la clase o categoria 1,
cicloheximida, selenato sédico y fisostigmina, deberian encontrarse
en el grupo 3 ya que presentan menos toxicidad en comparacion con
los valores bibliograficos. El sulfato de talio, la nicotina, el paraquat o
el fenobarbital son compuestos que segun la clasificacion de los
datos de referencia también presentan mas toxicidad que en el
ensayo in vitro y se deberian clasificar en otra categoria o clase de

menor toxicidad.

También existen compuestos que presentan la situacién opuesta,
una mayor toxicidad en los ensayos in vitro que en la rata in vivo, el
hexaclorobenceno, el SDS, el malatién, la amiodarona, el tert-
butilhidroperdxido o la amitriptilina presentan una gran toxicidad y

deberian encontrarse en una clase o categoria 2 o superior. Se puede
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observar que hay dos compuestos, la warfarina y el benceno, que no

se ha podido determinar ninglin parametro.

Estas diferencias en la clasificacion pueden estar causadas por el
mecanismo de accién y la metabolizacidn de algunos compuestos.
Por ejemplo, el sulfato de talio causa la muerte por pardlisis
respiratoria, la warfarina es un antagonista de la vitamina Ky provoca
la muerte por hemorragia o fallo circulatorio. El SDS es un detergente
anidénico y provoca la muerte por lisis celular ya que rompen la
barrera lipidica solubilizando las proteinas, el paraquat puede
provocar la muerte debido a un fallo multiorgadnico progresivo, mas
concretamente por asfixia y fibrosis pulmonar, y el malatidon provoca

fallo respiratorio acompafiado de problemas cardiovasculares.

La fisostigmina actia como inhibidor de Ila enzima
acetilcolinesterasa impidiendo que pueda eliminar la acetilcolina de
la hendidura sindptica, provocando asfixia y convulsiones. El
hexaclorobenceno puede causar efectos sobre el sistema nervioso
tales como debilidad, temblores y convulsiones y dafios en el higado.
El fenobarbital provoca insuficiencia respiratoria, edema pulmonar,
insuficiencia cardiaca y fallo renal agudo. La nicotina es un agonista
del neurotransmisor acetilcolina yse une a los receptores
colinérgicos de las neuronas en los ganglios auténomos, la corteza
adrenal y el cerebro, afectando al sistema nervioso central,

neurohormonal y cardiovascular.

Estos compuestos, entre otros, provocan la muerte del organismo

in vivo mucho antes de que se puedan estudiar sus efectos tdxicos
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dependientes de las concentraciones empleadas, lo que explicaria
una mayor toxicidad en el organismo vivo que en la linea celular. El
mecanismo de accién de algunos compuestos también explicaria la
presencia de una mayor toxicidad en las lineas celulares que en el
organismo vivo. La clasificacién de estos compuestos variara respecto

a los datos publicados en la bibliografia.

Los datos obtenidos para los pardmetros de cada tdéxico son
bastante homogéneos, dan lugar a una escala de color similar para
casi todos los parametros, aunque hay excepciones como por
ejemplo, el diquat dibromuro, identificado quimicamente como
bipiridilo, que presenta elevada toxicidad en los parametros
correspondientes a la linea celular renal y neuronal, NRK-52E y B50
respectivamente, representada con un color rojo intenso, y una baja
toxicidad correspondiente al color verde para la linea de hepatoma

N13 (Figura 14).

Este resultado estd de acuerdo con el mecanismo de accidn del
diquat dibromuro ya que sus propiedades tdxicas se derivan de la
capacidad de los bipiridilos de generar radicales libres en los tejidos,
dando lugar a peroxidaciones de los fosfolipidos de las membranas
celulares produciendo dafio y muerte celular. El diquat causa dafio
renal pudiendo progresar a fallo renal, con evidencias de efectos

neurotoxicos.

A la izquierda de la matriz de datos (Figura 14) esta representado
el cluster que muestra la relacién existente entre todos los

pardmetros, a través del coeficiente de correlacion. Los valores
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confirman que los datos obtenidos para cada tdxico son
homogéneos, con coeficientes de correlacién de 0,78, 0,85 y 0,88

para los distintos clusters generados en la matriz de datos.

Estos valores demuestran que aunque la clasificaciéon de algunos
compuestos no se corresponda con los valores bibliograficos, el
método propuesto basado en ensayos in vitro con lineas celulares de
rata es robusto y comparable a la rata in vivo, ya que la proximidad
entre especies mejora los datos obtenidos en estudios previos
realizados en nuestro laboratorio, basados en lineas celulares

humanas.
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Figura 14: Clasificacion de los compuestos segun la GHS y CLP, basadas en la LD50 de rata con los rangos de concentraciones incluidos en

cada clase o categoria. Se clasifican los 57 compuestos ensayados en las tres lineas celulares. A la izquierda se encuentra la matriz

jerarquizada con las correlaciones para los distintos clusters.
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Con el objetivo de aportar mayor informaciéon para lograr la
clasificacion de los compuestos quimicos y evaluar el método
propuesto, se ha realizado una matriz de datos exclusivamente de los
datos publicados en la bibliografia. Se han comparado los valores de
IC50 in vitro en el test de captacidn de Rojo Neutro por 3T3 (Sjostrém
et al., 2008) y los valores LC50 en sangre determinados en casos de
envenenamientos en humano, tomando como referencia la LD50 de

rata al igual que la escala GHS (Figura 15).

Los resultados muestran que los valores bibliograficos presentan
diferencias en la clasificacién de los compuestos. Los colores no
coinciden con los datos de la LD50 de rata y no se clasifican segun lo
previsto. Existen compuestos que presentan poca toxicidad para la
rata in vivo, pero que en humanos es muy téxico, mientras que en
3T3 tiene una toxicidad intermedia. Otros compuestos presentan
mayor toxicidad en rata que in vitro y en humanos. En general, los
compuestos presentan mayor toxicidad en humanos y en el método
in vitro que en la rata in vivo. Es por eso que en las clases 3, 4 y 5 hay
una gran presencia de color rojo, cuando deberian ser de toxicidad

intermedia (color amarillo) o baja (color verde).

Estos resultados coinciden con los obtenidos en este estudio, al
comparar el método in vitro de lineas celulares de rata con la rata in
vivo se han apreciado las mismas diferencias. La diferencia entre
especies y la diferente metabolizacién y distribucion de los

compuestos quimicos explicaria estas diferencias.
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Figura 15: Clasificacion de los compuestos segln la GHS y CLP, basadas en la LD50 de rata con los rangos de concentraciones

incluidos en cada clase o categoria. Se clasifican los compuestos segun los valores obtenidos en la bibliografia. A la

izquierda se encuentra la matriz jerarquizada con la correlacién para los distintos clusters.
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Para intentar obtener una mejor clasificacion de estos
compuestos, se ha trabajado con la concentracién maxima probada,
limitada por las propiedades de solubilidad de los compuestos. Se ha
realizado la misma clasificacidn de los compuestos, pero sustituyendo
los huecos en blanco por la concentracion mas elevada testada y su

correspondiente color en funcidn de su grado de toxicidad.

Segun la clasificacion GHS basada en la LD50 de rata (Figura 16),
los resultados muestran que aquellos compuestos con ausencia de
efectos en la gran mayoria de parametros presentan un rango de
color indicativo de una gran toxicidad, como el hexaclorobenceno o
el pireno. La interpretacién de estos resultados puede resultar
errénea, ya que su baja solubilidad da lugar a una aparente elevada

toxicidad.

También existen compuestos con ausencia de efecto que
presentan menor toxicidad en comparacion con los resultados
bibliograficos, con un rango de color verde. Es el caso de la warfarina,
cicloheximida o fenobarbital. Este resultado estd de acuerdo con el
mecanismo de accién toxico de los compuestos como se ha explicado
anteriormente, verificando los datos obtenidos y el método

empleado.

La interpretacion de los resultados es la misma que sin emplear la
concentracién maxima probada. Sin embargo, el analisis jerarquizado
de la matriz de datos generada (Figura 16), proporciona coeficientes
de correlacion de 0,84 y 0,87. Estos coeficientes mejoran ligeramente

respecto a la matriz de datos generada sin emplear la concentraciéon
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maxima probada, donde se obtenian coeficientes de correlacion de

0,78 y 0,85 (Figura 14).

Esta mejora en los coeficientes de correlacién indica que las
concentraciones maximas probadas aportan una  mayor
homogeneidad al bloque de resultados, proporcionando mayor

robustez al método empleado.
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Figura 16: Clasificacion de los compuestos segun la GHS y CLP, basadas en la LD50 de rata con los rangos de concentraciones incluidos en

cada clase o categoria. Se clasifican los 57 compuestos ensayados en las tres lineas celulares, con las dosis mas altas ensayadas en

el caso de no presentar efecto. A la izquierda se encuentra la matriz jerarquizada con las correlaciones para los distintos clusters.
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5.4.2 CLASIFICACION SEGUN EL CRITERIO BASADO EN LA
TOXICIDAD HUMANA

Para apreciar posibles diferencias entre especies, se ha realizado
una clasificacion de los compuestos quimicos basada en los valores
de LC50 en sangre de humano (Figura 17). Al tratarse de datos
obtenidos a través de envenenamientos, no todos los compuestos
permiten la obtencién de la LC50 y por tanto, no se han podido
clasificar los 57 téxicos del estudio. En este caso, se han obtenido
datos bibliograficos de 46 compuestos quimicos, y se han clasificado

segun la escala de toxicidad basada en la GHS.

Como muestra la figura 7, se puede apreciar una clasificacion de
los compuestos bastante buena, aunque existen casos puntuales que
no corresponden con la clasificacidn. Con esta clasificacion se
observa que la clase o categoria 1 presenta el mayor nimero de
compuestos. Teniendo en cuenta las clases o clasificaciones 1y 2,
mas de la mitad de los compuestos quimicos se clasifican en los dos
grupos de mayor toxicidad, es decir, la mayoria de compuestos

quimicos aportan una gran toxicidad para el ser humano.

En la segunda categoria, igual que ocurre en la primera se observa
bastante variabilidad, la gradacién de colores no es coincidente con
los valores bibliograficos, existen compuestos con una mayor
toxicidad en algunos de los pardmetros, como el cloruro de mercurio
(I1). Otros compuestos presentan menor toxicidad como el fluoruro

sodico o el 5-fluorouracilo.
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En el tercer grupo de toxicidad ocurre la misma situacién, los
compuestos no estan bien clasificados. En este grupo se encuentra el
diquat dibromuro, compuesto que segun la linea celular sobre la que
actla presenta distinto grado de toxicidad, sin embargo, en humanos
este compuesto se clasifica en un grupo intermedio de toxicidad. El
resto de compuestos de este grupo tienen una menor toxicidad que
los valores bibliograficos. Los dos ultimos grupos son las clases o
categorias de menor toxicidad, los tdxicos se clasifican de acuerdo a

la escala establecida siguiendo los criterios de la GHS.

Las diferencias en la clasificacién se deben a la diferencia entre
especies, ya que los resultados obtenidos previamente en nuestro
laboratorio, realizados con lineas celulares humanas muestran una
mejor clasificacion de los compuestos quimicos. Ademas, el
mecanismo de accidn, la metabolizacién y la distribuciéon de los
compuestos difiere mucho en un organismo tan complejo como el
ser humano, frente a lineas celulares de otra especie u organismos

inferiores como la rata.

A la izquierda de la matriz de datos (Figura 17), se puede ver el
cluster de los pardmetros junto con los coeficientes de correlacion.
Se pueden apreciar coeficientes de correlacién altos, 0,76 y 0,78,
pero son inferiores a los obtenidos anteriormente en la clasificacién

basada en la LD50 de rata, donde son 0,78 y 0,85.

Los resultados globales muestran compuestos quimicos que

debido a su mecanismo de accién no provocan cambios en una gran
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parte de los parametros y no presentan valores de IC50 y/o de EC50,
como por ejemplo el 5-fluorouracilo, cicloheximida, benceno,
warfarina, pireno, carbamazepina o acetaminofen. La clasificacidon de
estos compuestos segun la escala GHS puede resultar errénea debido

a la falta de informacién obtenida.
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izquierda se encuentra la matriz jerarquizada con las correlaciones para los distintos clisters.
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Para intentar aportar mayor informacion, se procede de la misma
forma que con la escala GHS, trabajando con las concentraciones
maximas probadas en aquellos casos donde los compuestos

ensayados no presentan efecto.

Las clasificaciones de los datos obtenidos teniendo en cuenta la
LC50 en humanos (Figura 18), muestra también unas elevadas
correlaciones, mas elevadas que los datos sin la concentracion
maxima ensayada. Se produce un incremento del coeficiente de

correlacién, desde 0,76 y 0,78 (Figura 17), hasta 0,82 y 0,87.

Como se puede apreciar en la figura 18, la concentracién mdaxima
probada aporta una gran homogeneidad, especialmente para las
categorias de menor toxicidad, la clase 4 y la 5, donde practicamente
la totalidad de los compuestos se clasifican correctamente, lo que
explica las altas correlaciones en este caso y la robustez del método

empleado.

Sin embargo, respecto a la clasificacién individual de los
compuestos, ocurre la misma situacién que anteriormente, existen
diferencias en las escalas de color habiendo téxicos con mayor
toxicidad que los valores bibliograficos, como el pentaclorofenol o el
diquat dibromuro y un gran nimero de téxicos con menor toxicidad,
ya que las dos categorias de mayor toxicidad engloban mas de la
mitad de los compuestos, dando lugar a efectos no reproducibles en

nuestros ensayos.
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de no presentar efecto. A la izquierda se encuentra la matriz jerarquizada con las correlaciones para los distintos clusters.
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5.4.3 CLASIFICACION SEGUN EL CRITERIO BASADO EN LA
TOXICIDAD IN VITRO DE 3T3

A pesar de la baja capacidad de clasificacion de algunos
compuestos tanto en rata como en humano, para evaluar el método
propuesto, también se han comparado los ensayos realizados en
lineas celulares de rata con los ensayos in vitro del test de captacion
de Rojo Neutro en 3T3. Se ha empleado la misma metodologia en
gue se basa la escala GHS pero clasificando los compuestos segun el

método in vitro de referencia (Figura 19).

Los resultados muestran en general una muy buena clasificacion
de los compuestos para las tres lineas celulares cuando se comparan
con los valores de IC50 in vitro de 3T3 NRU, al tratarse de dos
métodos in vitro, las condiciones de tratamiento y la metodologia son

similares.

Se observa una gradacion de colores segun la toxicidad creciente,
la clase o categoria 5 de menor toxicidad, clasifica correctamente
todos los compuestos, que presentan color verde intenso. En la clase
o categoria 4, la gran mayoria de compuestos también estan bien
clasificados, salvo algin caso aislado como el pireno. En las clases o
categorias 3 y 2 es donde se produce la mayor variabilidad, ya que
hay algunos compuestos que presentan mayor toxicidad que en el
ensayo in vitro de 3T3 NRU, como por ejemplo, el lindano, el

hexaclorobenceno, el paration o la amiodarona.
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Otros compuestos dentro de los mismos grupos, en cambio,
presentan menor toxicidad, por ejemplo el acetaminofen, el paraquat
dicloruro, el sulfato de talio o la atropina. En el grupo 3 también se
encuentra la warfarina, pero no se puede clasificar debido a que no
presenta cambios en los parametros medidos. Estos compuestos dan
lugar a efectos no reproducibles debido posiblemente al mecanismo
de accién de los compuestos y la variabilidad entre las lineas

celulares.

A pesar de las diferencias en estos dos grupos, se puede observar
una tendencia hacia el color rojo a medida que se incrementa la
toxicidad, principalmente en los compuestos cercanos al grupo 1. En
la clase o categoria 1 practicamente todos los compuestos presentan
una gran toxicidad a excepcién de la colchicina y la cicloheximida,

debido igualmente a la variabilidad entre las lineas celulares.

A diferencia de la clasificacidn basada en los datos de LD50 de rata
publicados en la bibliografia, la clasificacion basada en la IC50 del
ensayo de captacién de Rojo Neutro en 3T3 presenta un mayor
nimero de compuestos quimicos en las clases o categorias 1, 2 y 3,
mientras que las clases o categorias 4 y 5 de menor toxicidad tienen

un nimero menor de compuestos.

Igual que cuando se compara con los datos de rata in vivo y con
los datos de humano, los datos obtenidos cuando se compara con
3T3 para cada téxico siguen siendo homogéneos, dan lugar a una
escala de color similar para casi todos los parametros. A excepcion

del diquat dibromuro, que presenta diferente rango de color
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dependiendo de la linea celular a la que afecte como se ha
comentado anteriormente. En este caso, el diquat dibromuro se
clasifica en la clase o categoria 2, es decir, aumenta una categoria
respecto a las clasificaciones basadas en LD50 de rata y LC50 de

humano.

A la izquierda de la figura 19 aparece el clister que agrupa los
distintos pardmetros en funcién de la similitud, medida a través del
coeficiente de correlacidn entre las distintas agrupaciones. Se puede
observar que presenta elevadas correlaciones, 0,78 y 0,84. Estas
correlaciones son muy parecidas a las obtenidas basandose en la
LD50 de rata y ligeramente superiores que las obtenidas para
humano, lo que indica que el método in vitro propuesto es
comparable y robusto aportando una alternativa fiable para Ia

clasificacion de los compuestos quimicos.
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Figura 19: Clasificacidon de los compuestos segun la GHS y CLP, con los rangos de concentraciones incluidos en cada clase o categoria, basada

en la IC50 del ensayo de captacion del Rojo Neutro en 3T3. Se clasifican los 57 compuestos ensayados en las tres lineas celulares. A la

izquierda se encuentra la matriz jerarquizada con las correlaciones para los distintos clusters.
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Al clasificar los compuestos empleando la concentracion maxima
ensayada, limitada por las propiedades de solubilidad de los
compuestos, se observan también correlaciones mas elevadas que en
ausencia de la concentracion maxima (Figura 20). En el caso del
ensayo en 3T3 los coeficientes de correlaciéon pasan de 0,78 y 0,84
anteriormente (Figura 19), a 0,83 y 0,87. Estos resultados indican la
homogeneidad entre las distintas lineas celulares, ya que los
compuestos presentan efectos téxicos similares en todas ellas, dando

coeficientes de correlacion elevados.

Respecto a la clasificacion de los compuestos, ocurre la misma
situacién que en los casos anteriores, existen diferencias en las
escalas de color habiendo téxicos con mayor toxicidad que los valores
bibliograficos, como el hexaclorobenceno, el pireno, la tetraciclina o
el malatién. En estos casos, la clasificacidon viene limitada por la
solubilidad de los compuestos, ya que una escasa solubilidad como
en este caso, puede dar lugar a interpretaciones erréneas y aparentar

una mayor toxicidad que la que poseen realmente estos tdxicos.

También aparecen tdxicos con menor toxicidad que los valores de
referencia, como por ejemplo, el 5-fluorouracilo, el acetaminofen, el
sulfato de talio, la colchicina y la cicloheximida entre otros,
presentando efectos no reproducibles en nuestros ensayos. Aln asi,
se puede observar una gradacién de color dependiente del nivel de

toxicidad a través de las diferentes clases o categorias.
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el caso de no presentar efecto. A la izquierda se encuentra la matriz jerarquizada con las correlaciones para los distintos clusters.

161



Los resultados globales muestran que la clasificacion segun la
escala GHS, que estda basada en la LD50 de rata, es una buena
aproximacion para clasificar los compuestos quimicos. Con respecto a
los estudios anteriores realizados en el laboratorio, empleando lineas

celulares humanas, se mejoran los resultados obtenidos.

La clasificacién de una gran mayoria de los compuestos se
corresponde con los valores bibliograficos, aunque se pueden
apreciar diferencias significativas en algunos compuestos. Esas
diferencias vienen determinadas por el mecanismo de accién de los
compuestos, ya que muchos de ellos provocan la muerte del

organismo vivo antes de que se observen cambios en los pardmetros.

La clasificacion basada en el ensayo in vitro en 3T3, y en la LC50 en
humanos, aporta buenas clasificaciones y correlaciones de los
compuestos lo que nos confirma la robustez del método empleado.
Ademas se ha obtenido una gran cantidad de informacién adicional
gracias a la técnica empleada, la citometria, que al ser una técnica
multiparamétrica, permite obtener gran cantidad de informacién de

una forma rapida, sencilla y no invasiva.
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5.5 MINERIA DE DATOS E INTEGRACION DE RESULTADOS

En primer lugar, se ha procedido a evaluar si existen diferencias
entre las distintas lineas celulares empleadas en este trabajo. Para
ello, se ha realizado la prueba T de dos muestras, para determinar si
las medias de los dos grupos difieren, realizando una prueba de

hipétesis de la diferencia de las medias de las dos muestras.

La hipdtesis nula consiste en que la diferencia entre las medias de
las poblaciones es igual a la diferencia hipotética, es decir, no existen
diferencias entre las medias de las dos lineas celulares. La hipdtesis
alternativa aporta diferencias entre las medias de las poblaciones y
por tanto, existen diferencias significativas entre las lineas celulares.
En este caso se han comparado los valores de IC50 de las lineas

celulares dos a dos.

Los resultados obtenidos (Figura 21), muestran la grafica de caja
con los valores de IC50 para cada linea celular. En la parte inferior se
muestra la estadistica obtenida, comparando los datos de las IC50
dos a dos. Se obtiene el intervalo de confianza al 95% y el valor
estimado de la diferencia entre ambas lineas, ese valor se encuentra

dentro de los intervalos de confianza en todos los casos comparados.

El dato obtenido de mayor relevancia es el valor P, que representa
la probabilidad de rechazar incorrectamente una hipdtesis nula que
en realidad es verdadera. Los valores numéricos obtenidos son 0,335
en el caso de B50 vs NRK-52E, 0,445 para B50 vs N13 y 0,131 para

NRK-52E vs N13. Todos ellos mayores al nivel de significancia de 0,05.
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Los resultados indican que el valor P es superior al nivel de
significancia, por tanto, la hipdtesis nula no se puede rechazar. No
existen diferencias entre las IC50 de las lineas celulares,
bioquimicamente se puede decir que la IC50 no es drgano

dependiente, sino que son lineas celulares equivalentes.
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Grafica de caja de IC50 B50; IC50 NRK-52E; IC50 N13
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1C50 B50 1C50 NRK-52E 1C50 N13

T de dos muestras para IC50 B50 vs. IC50 NRK-52E

Media del

Error

N Media Desv.Est. estandar
IC50 B50 57 0,150 0,456 0,060
IC50 NRK-52E 57 0,081 0,287 0,038

Diferencia = mu (IC50 B50) - mu (IC50 NRK-52E)

Estimado de la diferencia: 0,0692

IC de 95% para la diferencia: (-0,0726;0,2110)

Prueba T de diferencia =0 (vs. no =): Valor T =0,97 Valor P =0,335 GL=94

T de dos muestras para IC50 B50 vs. IC50 N13

Media del
Error
N Media Desv.Est. estandar
1C50 B50 57 0,150 0,456 0,060
IC50 N13 57 0,235 0,709 0,094

Diferencia = mu (IC50 B50) - mu (IC50 N13)

Estimado de la diferencia: -0,086

IC de 95% para la diferencia: (-0,307; 0,136)

Prueba T de diferencia =0 (vs. no =): Valor T =-0,77 Valor P = 0,445 GL =95

T de dos muestras para IC50 NRK-52E vs. IC50 N13

Media del
Error
N Media Desv.Est. estandar
1C50 NRK-52E 57 0,081 0,287 0,038
IC50 N13 57 0,235 0,709 0,094

Diferencia = mu (IC50 NRK-52E) - mu (IC50 N13)

Estimado de la diferencia: -0,155

IC de 95% para la diferencia: (-0,357;0,047)

Prueba T de diferencia =0 (vs. no =): Valor T =-1,53 Valor P =0,131 GL=73

Figura 21: Prueba T de dos muestras realizando una prueba de hipdtesis de la diferencia de las
medias de las dos muestras. Se ha realizado para las lineas celulares empleadas comparandolas
dos a dos.
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A continuacién, se han representado en forma de grafico
biparamétrico las IC50 de las lineas celulares para comprobar si existe
alguna diferencia entre los compuestos ensayados en las lineas
celulares (Figura 22). Se puede observar que las IC50 de las B50 vs
NRK-52E se mantienen en la diagonal, no existen diferencias, el
coeficiente de correlacidn es de 0,96. Los compuestos presentan

toxicidades equivalentes para estas dos lineas celulares.

La comparacion entre B50 y N13 proporciona los mismos
resultados, no existen diferencias entre las lineas celulares en
general, la mayoria de compuestos se situan en la diagonal y
presentan un coeficiente de correlacién de 0,91. En cambio, se puede
apreciar en la gréfica el compuesto numero 44, correspondiente al
dibromuro diquat, fuera del intervalo de error. Presenta mayor
toxicidad para las B50 que en las N13, debido a su mecanismo de
accion, corroborando la clasificacidn de este compuesto como se ha

comentado anteriormente.

En la dltima grafica (Figura 22), se comparan las lineas celulares
NRK-52E y N13. A nivel general ocurre el mismo comportamiento que
en los casos anteriores, el coeficiente de correlaciéon es de 0,9.
También se aprecia el comportamiento desigual entre las distintas
lineas del dibromuro diquat junto con el paraquat, con mayor

toxicidad para ambos en la linea renal NRK-52E que en N13.

Estos ensayos demuestran que las lineas celulares no son érgano-
dependientes para la IC50, son equivalentes. Sin embargo, algunos

compuestos quimicos si que presentan diferencias en los parametros
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de citotoxicidad y de estrés oxidativo ensayados, dependiendo del
origen de la linea celular. La d6rgano dependencia de las lineas
celulares empleadas aporta informacion adicional para explicar el
comportamiento de algunos compuestos quimicos y justifica su

utilidad.
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Valores IC50 NRK-52E (log M)

B50 Pl vs NRK-52E Pl

Valores IC50 N13 (log M)

B50 Plvs N13 PI
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Figura 22: Correlaciones entre las IC50 de cada linea celular enfrentadas dos a dos. Las lineas rojas continuas representan la igualdad

entre las IC50 de dos lineas celulares. Las lineas rojas discontinuas representan la desviacién de una unidad de logaritmo

que representa los limites para identificar compuestos con comportamientos andomalos. Regresion lineal del conjunto de

compuestos con la obtencion del coeficiente de correlacidn para cada conjunto.
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5.5.1 ANALISIS PCA

Para el analisis estadistico de todos los valores obtenidos, se
incluyen el total de los pardmetros de citotoxicidad y de estrés
oxidativo medidos, 8 variables en total, para cada una de las tres
lineas celulares y para los 57 téxicos por linea celular empleados,

dando un total de 171 objetos para ocho variables.

El andlisis mds adecuado para este gran volumen de datos
generado, que aporta informacién conjunta, es el andlisis de
componentes principales (PCA). Técnica multivariante que resuelve el
problema de la dimensionalidad. El PCA analiza si es posible
representar adecuadamente los datos generados con un numero
menor de variables, construidas como combinaciones lineales de las

originales, a costa de una pequefa pérdida de informacidn.

En este caso, se ha trabajado con los ratios de fluorescencia, es
decir, la relacién existente entre las intensidades de fluorescencia
obtenidas para las distintas concentraciones de toéxico respecto a la
intensidad de fluorescencia en ausencia de toxico. El ratio de
fluorescencia empleado en el PCA corresponde a la IC50 de cada
toxico (Tablas 20, 21 y 22). En el caso de no presentar IC50 el ratio
corresponde a la maxima concentracién probada. Los ratios de
fluorescencia son proporcionales a los niveles de cada parametro

ensayado.
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B50
Numero " L .
Referencia quimica DiBAC |FLUO-4AM| TMRM DCFH-DA | DAF-FM | MITOSOX McB
AcuteTox
1 Acetaminofen 1,131 1,031 1,028 1,345 0,889 1,157 1,605
2 Acido acetilsalicilico 4,710 1,279 1,182 9,172 4,607 0,909 1,253
3 Atropina sulfato monohidrato 2,965 24,339 2,032 5,616 6,854 7,405 0,643
4 Cafeina 2,489 5,466 0,309 15,037 3,371 2,366 0,774
5 Carbamazepina 0,679 1,428 1,717 0,720 1,691 0,247 0,710
6 Colchicina 4,514 3,603 1,273 1,096 1,076 1,836 0,949
7 Cicloheximida 0,384 0,868 0,983 1,036 1,131 0,800 0,689
9 Digoxina 2,483 7,137 1,007 4,468 1,025 1,153 1,444
10 Alcohol isopropilico 1,192 3,307 0,733 2,241 10,520 1,126 8,233
11 Malation 2,158 3,814 1,267 3,819 0,923 2,218 0,672
12 Cloruro mercurio (I1) 2,322 5,877 1,808 2,897 3,896 1,798 3,067
13 Pentaclorofenol 4,926 9,906 0,350 7,087 1,755 3,063 1,806
14 Fenobarbital 3,516 1,472 1,262 9,142 0,734 1,226 1,348
15 Sodio lauril sulfato 1,078 0,750 0,941 1,054 6,670 2,316 0,922
16 Valproato sédico 9,121 0,680 0,529 17,932 2,519 1,808 3,193
17 5-fluorouracilo 1,186 0,879 1,184 3,519 1,557 0,974 1,100
18 Benceno 0,945 0,761 0,480 1,655 1,720 1,032 0,917
19 Tert butil hidroperdxido 0,667 1,330 1,167 0,974 0,971 0,805 1,939
21 Cloruro cadmio (I1) 1,473 4,913 1,033 6,181 1,858 0,318 3,915
23 Pireno 1,438 2,269 1,085 0,642 1,340 1,893 0,802
26 Hexaclorobenceno 1,417 1,170 1,419 0,822 0,598 1,015 0,609
28 Amiodarona hidrocloruro 11,339 4,313 0,720 4,200 0,757 2,736 2,959
29 Verapamil hidrocloruro 13,024 3,514 0,927 2,222 1,940 3,908 1,303
30 Rifampicina 2,359 1,444 1,388 2,170 3,853 0,929 1,581
31 Tetraciclina hidrocloruro 1,784 0,444 0,844 0,845 0,936 1,383 6,561
32 Orfenadrina hidrocloruro 1,562 18,056 1,141 3,080 1,303 1,715 2,169
33 Nicotina 2,838 28,814 3,579 2,449 6,171 1,909 4,908
34 Lindano 4,548 1,797 0,849 0,936 1,664 1,806 2,943
37 Etanol 1,446 14,222 0,277 7,869 10,638 0,949 1,919
38 Paration 1,798 1,735 1,606 0,990 0,623 1,862 0,940
39 Diclorvos 1,082 0,456 0,708 1,047 1,542 0,928 1,761
40 Fisostigmina 5,347 3,897 0,999 3,713 9,426 5,535 2,649
41 Glufosinato aménico 2,004 0,921 1,191 0,912 1,944 1,440 1,036
42 Cis-dicloro-diaminplatino (1l) 1,632 8,548 0,958 2,521 2,626 3,651 1,384
43 Dietilenglicol 0,782 3,214 0,796 1,224 2,713 8,423 0,942
44 Diquat dibromuro 2,291 2,065 1,568 6,946 1,630 3,496 2,110
45 Ocratoxina A 3,654 1,430 1,003 0,974 0,826 0,764 9,649
46 Ciclosporina A 2,583 1,735 1,313 1,382 1,753 1,299 1,049
a7 17a-etinilestradiol 1,363 41,097 0,686 9,897 2,450 3,394 0,988
48 Fluoruro sédico 1,093 1,393 1,290 0,962 2,799 1,687 0,961
49 Paraquat dicloruro 1,347 0,960 1,044 0,883 1,292 2,599 2,285
51 Dimetilformamida 6,121 3,863 0,879 2,165 1,792 1,284 1,075
53 Amitriptilina hidrocloruro 5,327 1,677 1,003 4,751 1,739 2,442 2,463
54 Etilenglicol 0,558 1,734 0,887 1,241 2,541 0,862 3,135
55 Metanol 3,829 2,632 1,038 11,644 1,692 4,767 10,438
57 Cloruro sédico 1,326 1,276 0,655 0,877 0,617 1,173 1,349
60 Sulfato litio 1,020 0,399 0,531 7,337 2,717 3,514 3,160
63 Propranolol hidrocloruro 0,937 5,392 1,274 25,552 1,939 4,440 1,250
64 Triéxido de arsénico 2,190 51,620 0,866 15,690 2,492 0,886 12,440
66 Sulfato de talio 6,855 1,147 1,006 1,057 1,545 1,142 0,434
67 Warfarina 1,636 1,224 1,094 1,148 1,057 0,884 0,563
76 Hidrato de cloral 1,961 0,576 2,221 1,207 1,666 2,649 0,459
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético | 3595 1,954 0,971 1,783 2,326 0,948 1,155
80 Estricnina 7,586 3,395 1,137 0,883 1,038 12,264 1,496
91 Selenato sédico 3,169 47,022 2,332 4,493 3,525 3,141 3,558
92 Acetonitrilo 3,724 2,947 0,981 6,440 1,706 9,853 7,311
96 Epinefrina bitartrato 1,884 1,462 0,750 0,982 1,847 1,448 3,000

Tabla 20: Ratios de fluorescencia obtenidos para cada parametro, a partir de la dosis
correspondiente a la IC50 o a la mayor dosis ensayada. Se han obtenido los ratios de
fluorescencia para los 57 compuestos ensayados en la linea de neuroblastoma de rata,
B50.
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NRK-52E

Nimero Referencia quimica DIBAC |FLUO-4AM| TMRM | DCFH-DA | DAF-EM | MITOSOX | MCB
AcuteTox
1 Acetaminofen 2,108 0,774 1,118 2,944 1,604 1,057 1,675
2 Acido acetilsalicilico 4,268 0,615 1,221 1,002 0,833 1,956 1,136
3 Atropina sulfato monohidrato 12,997 0,757 3,182 38,844 2,713 1,999 1,184
4 Cafeina 2,749 1,563 0,870 0,829 0,996 2,819 7,656
5 Carbamazepina 1,091 0,818 0,936 0,778 2,284 2,771 1,341
6 Colchicina 1,010 2,398 0,904 1,551 2,091 0,869 1,019
7 Cicloheximida 1,440 1,568 1,162 0,812 0,849 0,983 1,371
9 Digoxina 0,843 0,861 0,788 6,396 7,774 3,953 1,239
10 Alcohol isopropilico 1,255 1,022 0,361 0,884 1,145 1,174 1,276
11 Malatién 1,858 1,680 0,942 3,020 1,388 4,817 1,094
12 Cloruro mercurio (I1) 3,295 1,574 1,139 12,760 2,436 4,258 0,358
13 Pentaclorofenol 3,688 1,316 0,431 3,050 1,500 1,903 1,271
14 Fenobarbital 1,558 1,335 0,731 2,533 1,215 0,317 5,814
15 Sodio lauril sulfato 0,718 0,797 1,175 0,873 1,639 1,410 1,576
16 Valproato sédico 2,933 1,320 0,768 2,026 1,029 2,443 1,163
17 5-fluorouracilo 0,827 1,022 0,903 1,673 1,229 1,069 1,628
18 Benceno 0,803 0,654 0,840 0,936 0,939 0,596 1,042
19 Tert butil hidroperéxido 2,388 0,805 1,161 1,328 0,938 1,116 0,540
21 Cloruro cadmio (1) 1,494 1,202 1,078 6,323 0,653 0,341 1,656
23 Pireno 1,619 1,121 0,934 0,823 1,026 1,214 1,122
26 Hexaclorobenceno 1,123 0,719 0,989 1,024 0,986 0,914 1,233
28 Amiodarona hidrocloruro 2,082 0,984 0,149 0,334 2,168 0,867 0,368
29 Verapamil hidrocloruro 8,730 0,780 0,492 2,104 3,345 6,567 1,066
30 Rifampicina 0,912 1,985 0,924 1,194 2,093 1,288 1,508
31 Tetraciclina hidrocloruro 1,506 0,689 0,935 0,576 0,975 1,136 2,033
32 Orfenadrina hidrocloruro 4,627 1,881 0,516 1,230 0,907 2,386 1,147
33 Nicotina 0,765 2,586 0,226 1,465 2,041 1,507 29,924
34 Lindano 4,445 1,064 0,981 1,018 1,474 1,430 0,892
37 Etanol 0,683 4,871 1,018 1,549 5,069 6,176 1,869
38 Paration 2,112 6,136 0,657 0,628 1,065 1,783 1,094
39 Diclorvos 1,159 0,194 0,621 1,230 1,385 1,457 1,450
40 Fisostigmina 1,920 6,273 0,653 3,073 3,236 4,782 3,253
41 Glufosinato amdnico 2,445 0,939 2,121 2,350 1,312 13,368 1,096
42 Cis-dicloro-diaminplatino (Il) 0,958 0,685 0,953 0,725 1,169 1,171 1,885
43 Dietilenglicol 0,925 1,808 0,533 1,508 0,980 0,103 0,711
44 Diquat dibromuro 2,126 3,653 0,852 12,742 2,983 3,975 2,150
45 Ocratoxina A 1,583 0,921 1,148 1,475 0,920 0,752 3,008
46 Ciclosporina A 2,584 2,218 0,667 1,493 1,163 1,595 1,175
47 17a-etinilestradiol 4,373 1,688 1,538 1,611 1,374 1,827 1,939
48 Fluoruro sédico 1,099 0,767 1,439 0,930 2,103 0,726 2,878
49 Paraquat dicloruro 1,022 1,267 1,198 1,051 1,761 4,448 2,875
51 Dimetilformamida 0,395 1,252 1,180 0,912 1,031 0,733 3,445
53 Amitriptilina hidrocloruro 1,148 2,142 0,883 1,253 1,559 1,720 4,221
54 Etilenglicol 0,550 1,620 0,277 1,309 1,289 1,132 4,202
55 Metanol 0,485 1,501 0,514 0,845 1,080 1,260 1,407
57 Cloruro sédico 1,370 0,785 1,224 0,825 0,739 0,601 0,607
60 Sulfatolitio 0,333 0,883 0,621 1,563 0,695 0,277 5,106
63 Propranolol hidrocloruro 2,058 4,016 0,571 0,843 0,954 6,745 3,401
64 Tridxido de arsénico 1,795 2,202 0,907 1,408 3,927 4,945 1,535
66 Sulfato de talio 0,662 0,567 1,204 0,881 1,118 1,263 1,652
67 Warfarina 1,384 1,204 0,816 1,137 0,797 0,755 0,772
76 Hidrato de cloral 0,889 1,259 1,006 0,674 2,518 7,483 1,427
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético 5,526 1,746 0,878 3,356 1,055 1,106 1,461
80 Estricnina 4,738 0,875 1,045 0,948 1,130 1,657 1,607
91 Selenato sddico 1,199 2,987 0,873 1,546 1,504 1,833 2,110
92 Acetonitrilo 1,277 1,081 1,121 1,513 1,880 1,319 1,177
9% Epinefrina bitartrato 1,024 2,227 1,226 3,171 2,731 1,541 5,518

Tabla 21: Ratios de fluorescencia obtenidos para cada pardmetro, a partir de la dosis
correspondiente a la IC50 o a la mayor dosis ensayada. Se han obtenido los ratios de

fluorescencia para los 57 compuestos ensayados en la linea de epitelio renal de rata,

NRK-52E.
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N13
Numero . P .
Referencia quimica DiBAC |FLUO-4AM| TMRM DCFH-DA | DAF-FM MITOSOX MCB
AcuteTox
1 Acetaminofen 0,850 1,606 1,395 1,035 0,856 2,121 1,692
2 Acido acetilsalicilico 2,944 6,421 0,597 2,224 1,386 2,124 0,674
3 Atropina sulfato monohidrato 8,060 10,145 2,773 2,259 2,215 1,594 3,421
4 Cafeina 1,952 1,525 0,649 1,484 1,138 0,875 1,874
5 Carbamazepina 0,922 1,543 1,000 1,182 0,881 1,307 1,094
6 Colchicina 1,046 2,734 2,263 0,713 1,248 1,837 1,424
7 Cicloheximida 1,808 1,617 0,911 2,749 0,735 1,342 1,465
9 Digoxina 0,978 0,752 1,028 0,985 0,833 1,223 1,055
10 Alcohol isopropilico 2,100 2,786 0,612 1,810 2,835 2,046 4,859
11 Malation 3,688 4,134 1,065 1,518 3,158 5,173 1,349
12 Cloruro mercurio (1) 1,606 1,982 0,985 4,950 1,081 3,072 1,598
13 Pentaclorofenol 3,902 1,027 0,721 1,717 2,156 0,943 1,742
14 Fenobarbital 1,081 0,725 1,091 1,146 0,984 1,953 1,303
15 Sodio lauril sulfato 1,036 1,966 1,967 3,976 3,473 2,387 1,368
16 Valproato sédico 4,256 7,565 1,015 3,831 3,396 4,172 2,759
17 5-fluorouracilo 1,595 0,580 0,946 1,287 0,729 1,279 1,370
18 Benceno 0,705 0,719 1,745 1,516 1,010 0,879 1,247
19 Tert butil hidroperéxido 4,782 1,965 0,798 1,075 1,486 1,473 2,540
21 Cloruro cadmio (I1) 1,389 8,890 0,584 2,011 1,427 0,738 5,771
23 Pireno 1,134 1,142 1,501 1,110 0,825 1,192 1,366
26 Hexaclorobenceno 0,612 0,683 0,831 1,072 0,990 1,266 0,983
28 Amiodarona hidrocloruro 6,000 6,671 2,113 1,019 9,121 63,649 1,802
29 Verapamil hidrocloruro 9,075 1,683 14,560 1,169 2,951 0,874 4,326
30 Rifampicina 1,353 0,969 3,591 0,973 0,725 3,748 0,922
31 Tetraciclina hidrocloruro 1,002 1,251 0,876 1,087 0,814 1,299 13,552
32 Orfenadrina hidrocloruro 1,683 78,693 1,568 2,048 4,233 17,225 8,482
33 Nicotina 1,728 6,944 5,316 1,859 5,825 9,143 2,097
34 Lindano 1,576 1,158 0,892 1,051 0,852 1,515 1,498
37 Etanol 2,170 22,155 0,968 1,124 41,368 23,772 5,120
38 Paration 1,746 1,101 1,641 1,430 2,622 1,104 1,500
39 Diclorvos 3,789 3,697 1,642 1,434 6,170 11,464 5,297
40 Fisostigmina 2,800 2,957 8,771 1,217 2,411 5,762 7,487
41 Glufosinato amonico 1,551 0,702 0,948 1,024 1,317 1,461 1,661
42 Cis-dicloro-diaminplatino (I1) 0,631 0,806 1,681 0,971 1,039 1,372 1,194
43 Dietilenglicol 6,512 30,521 2,653 9,023 141,876 11,672 1,503
44 Diquat dibromuro 1,679 31,937 1,088 4,584 3,728 9,248 6,982
45 Ocratoxina A 0,766 0,826 0,826 1,739 0,737 1,178 10,592
46 Ciclosporina A 1,457 3,123 2,979 0,938 1,449 7,015 1,720
47 17a-etinilestradiol 3,404 15,206 3,582 1,625 3,767 0,609 1,401
48 Fluoruro sédico 2,106 3,009 1,165 3,906 1,443 1,312 2,231
49 Paraquat dicloruro 2,038 4,829 2,000 7,906 4,045 14,729 8,126
51 Dimetilformamida 3,220 4,864 0,263 3,364 26,547 4,454 2,857
53 Amitriptilina hidrocloruro 1,474 2,758 3,765 0,998 1,864 4,993 1,068
54 Etilenglicol 0,852 6,154 0,599 1,151 4,134 2,750 4,708
55 Metanol 3,763 11,040 0,837 8,869 8,331 3,137 2,512
57 Cloruro sédico 1,909 5,096 0,616 0,880 1,449 1,127 2,974
60 Sulfatolitio 3,639 5,689 1,002 3,711 33,997 5,642 5,121
63 Propranolol hidrocloruro 1,777 71,796 3,418 1,977 3,118 25,848 11,196
64 Tridxido de arsénico 1,033 1,239 0,554 1,277 2,238 1,141 2,499
66 Sulfato de talio 1,819 2,860 0,298 1,338 1,303 0,936 17,155
67 Warfarina 1,235 1,187 0,967 1,265 1,306 1,689 0,964
76 Hidrato de cloral 0,429 4,000 0,790 0,429 0,782 0,789 0,544
77 Acido 2,4-diclorofenoxiacético 3,051 2,984 2,356 3,482 3,180 1,602 3,369
80 Estricnina 3,138 2,891 1,182 0,717 1,214 18,631 0,984
91 Selenato sédico 1,716 5,831 0,850 1,494 4,012 19,921 1,414
92 Acetonitrilo 1,943 8,115 0,382 1,184 1,931 11,321 5,182
96 Epinefrina bitartrato 0,863 1,962 1,962 2,226 2,557 1,632 2,141
Tabla 22: Ratios de fluorescencia obtenidos para cada parametro, a partir de la dosis

correspondiente a la IC50 o a la mayor dosis ensayada. Se han obtenido los ratios de

fluorescencia para los 57 compuestos ensayados en la linea de hepatoma de rata, N13.
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Debido a la gran variabilidad en la escala de la IC50, se ha
realizado una estandarizacién respecto a la IC50 o la dosis mas alta
probada, con el fin de minimizar el efecto producido por los valores
tan elevados de IC50 en algunos casos. Se ha trabajado con una Unica
matriz de datos con los ratios de fluorescencia estandarizados de las

tres lineas celulares.

Todos los datos deben estar en la misma escala y centrados, lo
gue permite comparaciones independientes de la unidad de medida.
Los datos tienen asi el mismo peso estadistico independientemente

del valor.

El modelo aplicado consta de tres componentes principales,
donde se observa una estabilizacidon de la varianza de casi el 80%
(Figura 23). En este caso, al afiadir una tercera componente, el
modelo gana en complejidad pero se consigue explicar casi en un

80%, lo que supone una pérdida de informacidn de tan sélo el 20%.

PCs
PC_00 0.000
PC_01 58.859
PC_02 71.086

PC_03  79.620

Figura 23: Componentes principales que explican el experimento, con la varianza para cada
componente.
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A continuacién, se han obtenido los graficos de “scores” que
muestra la proyeccion de cada objeto sobre un plano en dos
dimensiones, donde cada dimensién corresponde a cada una de las
componentes que mayor varianza tienen. En este caso se muestran el
total de los compuestos quimicos numerados segun la referencia del
proyecto AcuteTox, ordenados en funcién de sus ratios de
fluorescencia para cada pardmetro y coloreados en funcidn de la

linea celular a la que pertenecen (Figura 24).

Simultaneamente, se ha obtenido el grafico de “loadings” donde
aparecen las variables que corresponden a los parametros de
citotoxicidad y de estrés oxidativo. Estas variables se proyectan sobre
las mismas componentes donde se han proyectado los objetos del
grafico de “scores”. Cada una de las variables consiste en un vector
que se proyecta desde el 0 y presenta una direccidn y sentido (Figura
25).
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Figura 24: Grafico de “scores” que posiciona los compuestos segun los niveles de los
parametros ensayados. Los compuestos quimicos estdn numerados segun los
valores de referencia del proyecto AcuteTox y coloreados segun la linea celular a la
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Figura 25: Gréfico de “loadings” donde aparecen las variables que corresponden a los
parametros de citotoxicidad y de estrés oxidativo.

Ademas, cada variable presenta unas coordenadas con relacién a
los ejes, cuanto mayor sea ese dato en valor absoluto sobre un
determinado componente mas informacion aportard sobre ese
pardmetro, tendra mas peso sobre la componente. El pardmetro se
podra explicar y tendrd significado cuanto mayor sean sus

coordenadas sobre los ejes (Tabla 23).

Por ejemplo, la componente 1 aporta las coordenadas mas
elevadas en practicamente todos los parametros, con valores en
valor absoluto entre 0,3 y 0,4. La componente tendra una gran
importancia y permitira obtener gran parte de la informacion. La
componente 2 proporciona mucha informacidn sobre los parametros
toxicidad, calcio, 6xido nitrico, superdxido y glutatién con valores

entre 0,2 y 0,6. La tercera componente explica muy bien los
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peréxidos y el superdxido con valores aproximados a 0,6 en valor

absoluto.

PC1 PC2 PC3
TOXICIDAD -0,132 0,23 0,172
PMP 0391  -0,028 0,311
CALCIO 0347  -0,467 0,191
PMM 0,397 0,052 0,08
PEROXIDOS 0,369 0,257 0,598
NO 0433 0316  -0,065
SUPEROXIDOS 0,325 0472  -0,676
GLUTATION 0,35 -0,581  -0,107

Tabla 23: Coordenadas sobre los ejes para cada parametro. Cada eje se
corresponde con una componente.

Para la interpretacion de los resultados se deben usar las gréficas

de “scores” y de “loadings” dependiendo del objeto de estudio.

Debido a que las IC50 tienen rangos de concentraciones muy
diferentes, que van desde niveles muy bajos (LM) a muy elevados
(M), los resultados daban una gran variacion y el modelo no resultaba
fiable, ya que los compuestos no se situaban sobre las componentes

correctamente, debido a la gran influencia del parametro de la IC50.

Para conseguir resultados orientativos de los niveles de los

pardmetros de interés, se ha establecido una clasificacion arbitraria
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de los compuestos en tres categorias segun su IC50. Cada categoria
tiene asociada una numeracion, es decir, los compuestos muy téxicos
tienen un 0, los intermedios un 1y los poco o no tdxicos tienen un 2.
A esta nueva clasificacion empleada en el modelo se le ha etiquetado

como “toxicidad” (Tabla 24).

CATEGORIA TOXICIDAD RANGOIC50 (M)
0 >0,0000087 y <0,003
1 >0,003y<0,1
2 >0,1

Tabla 24: Rangos de concentraciones IC50 (M) seleccionadas para cada
una de los grupos creados dentro de la categoria toxicidad.

Esta nueva clasificacién permite ordenar los compuestos quimicos
en funcién de sus ratios de fluorescencia para cada parametro de
estudio y poder marcarlos en funcién de la categoria de toxicidad,
estableciendo diferencias en cuanto a la citotoxicidad y la respuesta

frente al estrés oxidativo.

Segun la nueva clasificacion establecida con las tres categorias, se
puede apreciar claramente como los tres grupos de compuestos
tienen comportamientos distintos frente a los pardmetros de estudio
(Figura 26 y 27). Los compuestos menos téxicos que estan situados

mas alejados del origen de las coordenadas y siguiendo la direccién
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del vector llamado toxicidad, coloreados en verde, requieren
concentraciones de téxico mas elevadas. Ademas, aunque presenten
EC50 en algunos parametros, éstas son muy elevadas y los ratios de
fluorescencia para cada uno de los parametros son similares, no hay

diferencias entre ellos.

Dentro de ese grupo se encuentran compuestos comunes para las
tres lineas celulares, como son el etanol, dietilenglicol,
dimetilformamida, etilenglicol, metanol, cloruro sddico y acetonitrilo,
todos ellos requieren elevadas concentraciones y son muy poco

toxicos.

Los compuestos clasificados con una toxicidad intermedia,
situados a una distancia media del origen de las coordenadas vy
siguiendo la misma direccién del vector Ilamado toxicidad,
coloreados en rojo, presentan el mismo comportamiento. No hay
diferencias entre los compuestos debido a las elevadas
concentraciones empleadas, que dan lugar a ratios de fluorescencia
similares en los pardmetros. Practicamente todos los compuestos

presentan las mismas coordenadas.

Son ejemplos de este grupo el benceno, la cicloheximida, el
alcohol isopropilico, el acetaminofen, el acido acetilsalicilico o la
cafeina entre otros. Estos compuestos son comunes para las tres
lineas celulares y requieren concentraciones elevadas pero inferiores
a los compuestos del grupo de mayor toxicidad representado en

color verde.
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En cambio, en los compuestos con una toxicidad mds elevada
situados préximos al origen, coloreados en azul, se observa una gran
variacion en la posiciéon de los compuestos. Las concentraciones
empleadas de tdxico son muy bajas y los pardmetros son muy
sensibles a la concentracion. Existen compuestos con una gran
variaciéon en los ratios de fluorescencia. Los compuestos se

distribuyen segun sus niveles de los diversos parametros ensayados.

179



FC2 Scores

« 4B - 46

PCT

FPC2 Scores

-12 -1.1 -1.0 -09 -08 -07 -06 -05 -04 03 -02 -01

Figura 26: Grafico de “scores” con los compuestos ordenados segun la categoria toxicidad.
En el gréfico inferior (zoom del superior) se aprecian las diferencias entre los tres
grupos diferenciados en tres colores distintos.
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Figura 27: Grafico de “scores” con los compuestos ordenados segun la categoria toxicidad, realizado sobre las tres componentes
principales del modelo. Se aprecian los tres grupos creados diferenciados en tres colores.
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Simultdaneamente, en la representacién en 3D del grafico de
“loadings” (Figura 28), los resultados muestran una agrupacion de los
pardmetros indicadores de estrés oxidativo, superdxido, peréxidos y
Oxido nitrico. Por otro lado, se agrupan los parametros indicadores
de los potenciales, plasmatico y mitocondrial y finalmente se ha
establecido otro grupo donde se encuentra al calcio y el glutation. En
el lado opuesto, teniendo como referencia el origen de coordenadas,

se encuentra el parametro toxicidad transformado anteriormente.

Para obtener una explicacidn global, se debe combinar la posicidn
de los compuestos sobre las variables. Los compuestos se situaran de
acuerdo con los niveles de aquellos parametros que tengan mas

elevados.

El resultado obtenido es légico, ya que los compuestos que
presenten cambios significativos en los pardmetros ensayados, se
situaran alejados del origen de coordenadas y en la direccién que
indican los parametros. Por su parte, requeriran concentraciones
muy bajas, es decir, tendrdn una IC50 baja dada su elevada toxicidad.
Segun la nueva clasificacion establecida, los compuestos muy toxicos
tienen asignado un 0O, lo que corresponde al origen de coordenadas

para el vector toxicidad.
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Figura 28: Grafico de “loadings” donde aparecen las variables que corresponden a los parametros de citotoxicidad y de estrés
oxidativo, realizado sobre las tres componentes principales del modelo. Se han agrupado segln su naturaleza
bioquimica.
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Por ultimo, para estudiar la relacién existente entre las variables,
se ha realizado un estudio de asociacién entre variables, que
determina si dos variables pueden ser comparables. Al tratarse de
vectores, la mejor opcidn es a través del coseno del dngulo que
forman. Es la mejor medida para establecer el paralelismo entre dos
vectores, ya que dos vectores son paralelos cuando el coseno del

angulo que forman es uno en valor absoluto.

Esta medida es independiente, salvo signo, de la longitud de los
vectores considerados. El coseno del dngulo es una medida de

similaridad con valores entre -1y 1.

Para calcular el angulo entre los parametros se parte de las
coordenadas que presentan sobre dos de las tres componentes, es
decir, sobre los ejes x e y. Empleando las funciones trigonométricas
se ha determinado el coseno del dngulo de dos vectores y finalmente

se ha obtenido el grado de asociacién en porcentaje.

Los resultados muestran una asociacion muy elevada, resaltada en
color amarillo, entre algunos parametros. Esta asociacién permite
relacionar los resultados obtenidos con el metabolismo bioquimico

(Tabla 25).

El parametro de la toxicidad, que en realidad consiste en la
viabilidad a través de la IC50, esta asociado con los niveles de calcio y
glutatién en un porcentaje muy préximo al 100%. Esto es debido a
qgue niveles altos de calcio intracelular pueden ocasionar muerte
celular o apoptosis, desencadenada a través de la pérdida del control

homeostatico del calcio, o también a través de cambios en la
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distribucidon del calcio en los compartimentos intracelulares, que
ocasionan la activacion de las caspasas. Ademas el calcio también
estd implicado en otros procesos de muerte celular como la necrosis

o la autofagia (Boris Zhivotovsky et al., 2011).

El glutatidn es el antioxidante no enzimatico mas abundante en
las células que actia como regulador redox y de la sefializaciéon
celular, y protege contra el dafio oxidativo y nitrosativo (Liyun Yuan
et al., 2008). Una deplecién del glutation ocasionada por los
compuestos quimicos produce el aumento de los radicales y junto al
aumento de los niveles de calcio intracelular ocasionan la muerte

celular inducida.

El metabolismo del calcio también estd relacionado con el
potencial de membrana plasmatico, en la membrana plasmatica se
encuentran canales de calcio dependientes de ATP que bombean
calcio del exterior hacia el interior generando un potencial. La
acumulacidén de calcio intracelular es el resultado de la inactivacién
de la ATPasa de calcio en la membrana plasmatica, provocando que
las concentraciones de calcio se igualen y el potencial de membrana
se pierda, despolarizando la membrana y activando la apoptosis

(Boris Zhivotovsky et al., 2011).

También se puede observar que existe una asociacion muy
elevada, 98%, entre los potenciales de membrana plasmatica y
mitocondrial. El potencial de membrana mitocondrial es importante
para el mantenimiento de la funcién fisioldgica de la cadena

respiratoria para generar ATP, el efecto de los compuestos téxicos
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provoca variaciones en los gradientes de iones, las membranas se
despolarizan, hay una disminucidon en la generacidon de ATP y dan

lugar a la activacion de la apoptosis.

Otros parametros muy relacionados con un grado de asociacién
superior al 90% y cercano al 100%, son los relacionados con el estrés
oxidativo y nitrosativo, superéxido, dxido nitrico y peréxidos. Como
se ha comentado anteriormente, el radical superdxido es una
molécula muy pequefia altamente reactiva debido a la presencia de
una capa de electrones de valencia no apareada, formada a partir de
la reduccién parcial del oxigeno. A partir de la reduccion de dos
electrones del oxigeno molecular se forma el peréxido de hidrégeno,

especie mas estable ya que no es un radical libre.

Ademas de estas especies también existen las especies reactivas
del nitrégeno, familia de moléculas derivadas del dxido nitrico, cuyo
efecto téxico ocurre cuando se une al radical superdxido dando lugar
a peroxinitrito (ONOO-), también muy estable ya que no es radical
libre. La presencia del compuesto tdéxico puede provocar un
incremento en los niveles de estas especies reactivas del oxigeno y
del nitrégeno provocando efectos dafiinos sobre las células a
distintos niveles, pudiendo causar dafios a través de la interaccion

con lipidos, proteinas y DNA.
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MEDIDAS DE ASOCIACION ENTRE VARIABLES EN PORCENTAJE

TOXICIDAD CALCIO PMP PMM  PEROXIDOS NO SUPEROXIDO GLUTATION

TOXICIDAD - 99,3 55,9 38,1 8,7 10,9 43,2 99,98
CALCIO 99,3 = 65,2 48,7 3,1 0,86 32,3 99,53
PMP 55,9 65,2 = 98 77,8 76,4 50,7 57,6
PMM 38,1 48,7 98 = 88,8 87,7 66,9 40,1
PEROXIDOS 8,7 3,1 77,8 88,8 = 99,98 93,6 6,6
NO 10,9 0,86 76,4 87,7 99,98 - 94,4 8,8
SUPEROXIDO 43,2 32,3 50,7 66,9 93,6 94,4 - 41,3
GLUTATION 99,98 99,53 57,6 40,1 6,6 8,8 41,3 =

Tabla 20: Indica el grado de asociacion entre todas las variables ensayadas en porcentaje. Los valores elevados se han resaltado en
amarillo.
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Los resultados obtenidos del estudio de asociacién de variables
muestran resultados acordes con el metabolismo bioquimico a nivel
celular y demuestran que el método estadistico es Util para realizar el
estudio de una gran cantidad de datos. Permite obtener informacién
a nivel general sobre el mecanismo de accion de los téxicos y su

efecto sobre el metabolismo.
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6. CONCLUSIONES

La puesta a punto de un conjunto de ensayos citdmicos
miniaturizados y de alto contenido ha sido atil para Ia
determinacidn de pardmetros generales de citotoxicidad vy
especificos de estrés oxidativo en tres lineas celulares de rata,

proporcionando un método rapido, sencillo y robusto.

. Se ha validado la plataforma de ensayos citdmicos in vitro
disefiados, obteniendo buenas correlaciones para los valores de
citotoxicidad y de estrés oxidativo ensayados, superiores a los
valores bibliograficos in vitro basados en el test de captacién de
Rojo Neutro por 3T3, asi como en lineas celulares humanas

empleadas previamente en nuestro laboratorio.

. Aunque no se han obtenido resultados excesivamente
satisfactorios, los ensayos citdmicos clasifican correctamente la
toxicidad de un gran numero de compuestos quimicos con el
criterio del sistema global de armonizaciéon (GHS), basado en la
toxicidad in vivo en rata. La capacidad de clasificacion mejora
respecto al método in vitro de referencia, basado en los valores

de IC50 en el test de captacion de Rojo Neutro por 3T3.

Estadisticamente, el método propuesto proporciona una buena
capacidad de prediccidén de los distintos parametros ensayados,
asi como su grado de asociaciéon dependiente de los mecanismos

bioldgicos.
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