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EDITORIAL

Monografico sobre Planteamientos Alternativos a la Experimentacion Animal

El presente numero de la Revista de Toxicologia contiene un monografico dedicado a la promocion y
difusion de los métodos alternativos a la experimentacidon animal. La Directiva 2010/63/UE del Parlamento
Europeo y del Consejo, relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos ha supuesto
un paso hacia adelante en la promocion de planteamientos alternativos a los animales de experimentacion,
como lo demuestra que el 25% de sus considerandos abordan, directa o indirectamente, el principio de las
tres erres.

Los responsables del Punto Nacional de contacto espafiol sobre alternativas clarifican, en el primer
articulo de este nimero, que los métodos alternativos no son solo aquellos que alcanzan el Reemplazo total
de los animales, sino que también comprenden otros métodos y estrategias en las que se reduce el nimero de
animales utilizados (Reduccion) o se refinan las condiciones en los que éstos se utilizan y mantienen
(Refinamiento).

En este sentido resulta necesario conocer las estrategias de identificacién de planteamientos
alternativos a la experimentacion animal y se revisan las actividades de difusion y promocion de alternativas
realizadas en Espafia.

Se incluye una revision sobre la utilizacion de animales y de métodos alternativos en docencia y se
constata que todavia se siguen utilizando animales, a pesar de los avances tecnologicos que permiten cada
vez métodos mejores y mas efectivos para reemplazar a los animales en las practicas docentes.

EURL-ECVAM recomienda incorporar en la estrategia de evaluacion de la sensibilizacion dérmica a
tres métodos in vitro, el ensayo directo de reactividad peptidica (DPRA), el ensayo KeratinoSens™ y el
ensayo de activacion de la estirpe celular humana (h-CLAT). Son muy numerosos los modelos celulares para
predecir la hepatotoxicidad humana de farmacos, en los que se estan aplicando nuevos sistemas que
reproducen las interacciones entre células, célula-biomatriz y el flujo de nutrientes caracteristicos del
microambiente hepatico con cultivos 3D, co-cultivos con células no parenquimales y sistemas con
microfluidos.

Los métodos computacionales se estin mostrando muy ttiles en toxicologia predictiva, por lo que se
presentan aplicaciones a la reduccidn de ensayos con animales en el contexto de la legislacion comunitaria
REACH, asi como aplicaciones concretas en el desarrollo de medicamentos.

Como articulos de investigacidn se incluyen estudios que muestran una gran variedad de aplicaciones
como la evaluacion de la citotoxicidad de mezclas de contaminantes en cultivos de células de mono, el
empleo de mosquitos y la investigacion de la citotoxicidad, formacion de metabolitos e interaccion entre la
zearalenona y sus metabolitos en células hepaticas. Finalmente se revisan los numerosos procedimientos in
vitro que se han empleado para investigar la toxicidad de la micotoxina alternariol.

Rev. Toxicol. (2014) 31: 103-104 103



Editorial

Deseamos agradecer que la difusién de la presente monografia haya contado con el apoyo del
Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente dentro del convenio de colaboracidon con la Red
Espafiola para el Desarrollo de Métodos Alternativos a la experimentacién animal, para el intercambio de
informacion técnico-cientifica y la cooperacion en materia de alternativas a la utilizacion de los animales
destinados a la experimentacion y otros fines cientificos.

Por otra parte, una vez concluida la tarea de adaptacion de la revista para su gestion electronica y
publicacion de articulos también en inglés, deseo ceder el testigo de la edicidn, no sin antes agradecer a la
Profa. Guillermina Font por confiarme esta labor, a las editoras adjuntas Profas. Maria José¢ Gonzalez Mufioz
y Maria del Prado Miguez Santiyan por su estrecha colaboracion, a los revisores por su anéonima ayuday alos
autores por el interés mostrado en publicar en la Revista de Toxicologia.

El Editor
Guillermo Repetto
Universidad Pablo de Olavide, de Sevilla

104 Rev. Toxicol. (2014) 31: 103-104



Rev. Toxicol. (2014) 31: 105-107

Los métodos alternativos: un reto para las

administraciones y para los cientificos

Leon P*, Dignoes O

Servicio de Bienestar Animal. Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente

Recibido 3 de octubre de 2014 / Aceptado 3 de noviembre de 2014

Resumen: La normativa actual que regula en el ambito europeo la
utilizacion de los animales con fines cientificos establece con
absoluta rotundidad que su prioridad absoluta es el fomento y la
implantacion de los enfoques alternativos a los métodos tradicionales
de utilizacion de los animales. Insistimos sobre dos aspectos que
consideramos relevantes. En primer lugar es necesario aclarar que los
métodos alternativos no son solo aquellos en los que se alcanza el
Reemplazo total de los animales, sino que también comprenden
aquellos otros métodos y estrategias en las que se reduce el numero de
animales utilizados (Reduccion) o se refinan las condiciones en los
que ¢éstos se utilizan y mantienen (Refinamiento). En segundo lugar
quisiéramos animar a la comunidad cientifica a dar los pasos que sean
necesarios para poder implementar también en el ambito de las 3 erres
el cambio de paradigma que los avances y el desarrollo que en el
campo de la biologia molecular y de sistemas estan haciendo posible
en toxicologia. En el futuro es posible que algunas pruebas puedan
consistir ya no tanto en analizar los efectos que determinadas
sustancias toxicas tienen sobre los animales, sino mas bien en evaluar
los cambios metabolicos que a nivel molecular son los que realmente
causan los mencionados efectos sobre los animales (y 16gicamente el
ser humano).

Palabras clave: alternativas, enfoques, administraciones, cientificos

Abstract: Alternative methods: a challenge for governments and
scientists. Current European regulations on the use of animals for
scientific purposes categorically states that the first priority is the
development and implementation of alternative approaches to
traditional methods using animals. We insist on two aspects that we
consider relevant. Firstable it is necessary to clarify that alternative
methods are not only those in which the total replacement of animals
is reached, but also include those other methods and strategies in
which the number of animals used decreases (reduction) or refine the
conditions under which they are used and maintained (Refinement).
Secondly, we would like to encourage the scientific community to
take the steps necessary to also implement in the field of the 3Rs
principle that progress and development in the field of molecular
biology and systems are possible in toxicology. In the future it is
possible that some studies may consist not so much as to analyze the
effects that certain toxic substances have on the animals, but rather to
evaluate metabolic changes at the molecular level that actually cause
the effects on animals (and logically on humans).

Key words: alternatives, approaches, governments, scientists

" e-mail: pilarleon@magrama.es

Los métodos alternativos en la legislacion de proteccion
animal

La normativa actual que regula en el ambito europeo la utilizacion de
los animales con fines cientificos establece con absoluta rotundidad
que su prioridad absoluta es el fomento y la implantacién de los
enfoques alternativos a los métodos tradicionales de utilizacion de los
animales. No es que esta preocupacion sea nueva, ya que estaba
presente tanto en la anterior directiva comunitaria como en su
correspondiente real decreto de transposicion [1] al ordenamiento
juridico espaiiol, pero si que es importante resaltar que la voluntad del
legislador de impulsar este enfoque estd mucho mas presente en la
normativa actual [2]. Esta evolucion juridica responde, como no
podia ser de otra forma, a la creciente concienciacion de los
ciudadanos europeos de que si bien el uso de animales sigue siendo
necesario, el mismo conlleva una responsabilidad moral y ética hacia
los animales que se utilizan con estos fines.

Como veremos en las conclusiones de este articulo, en toxicologia
parece que es especialmente ardua la tarea de implementar los
métodos alternativos, ya que la aplicacion de los distintos métodos y
procedimientos viene impuesta en muchos casos por la normativa y
su sustitucion solo puede hacerse tras un largo proceso de validacion.
Sin embargo, también es cierto que el horizonte es prometedor, ya que
los avances cientificos en biologia molecular y de sistemas pueden
hacer posible un cambio de paradigma en este campo de la
toxicologia.

Si analizamos la Directiva 2010/63/UE, simplemente haciendo una
valoracion numérica las cuentas son faciles: 14 de los 56
considerandos abordan bien directa, bien indirectamente el principio
de las tres erres [3]. Es mas, en el considerando 10 se reconoce
explicitamente que el objetivo final es el reemplazo total de los
animales utilizados con fines cientificos y educativos por sistemas
que no impliquen el uso de animales vivos, es decir la R de reemplazo
aplicada hasta su ultimo extremo.

Entendiendo que ese objetivo final no es alcanzable a corto plazo, la
norma establece la aplicacion inmediata y estricta de enfoques
alternativos (obsérvese que la Directiva habla de enfoques y no de
métodos, porque alguno de los enfoques alternativos consiste
precisamente en evitar la aplicacion de métodos con animales).
Dentro de estos enfoques, la normativa hace especial hincapié en el
principio de las 3 erres. Este principio, enunciado por Russel y Burch,
consiste en esencia en aceptar la utilizacion de animales (mientras
ésta sea imprescindible) y avanzar paso a paso, a través de la
implementacion gradual de los sistemas de reemplazo, reduccion y
refinamiento hacia el objetivo final de no utilizacion de animales con
fines cientificos. Asi, el siguiente considerando establece la
introduccion sistematica de una valoracion de las posibilidades de
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reemplazo de los animales vivos en los proyectos de investigacion, de
la reduccién del nimero de animales utilizados tanto como sea
posible y, para aquellos casos en que sea imprescindible su
utilizacion, que los procedimientos sean lo menos lesivos que sea
posible y que los animales se mantengan en las mejores condiciones y
entorno. Por supuesto, siempre que estas medidas no menoscaben la
calidad de los resultados de la investigacion o de la prueba, ya que en
caso contrario el uso de los animales hubiera sido inutil.

Esta declaracion de intenciones que constituye los considerandos de
la directiva se plasman explicitamente en el articulado tanto de la
Directiva como del real decreto que la transpone al ordenamiento
juridico nacional [4]. Con fines unicamente didactico-organizativo
podemos agrupar estos requisitos normativos en cinco apartados:

Obligacion de utilizar métodos alternativos

Ao largo de todo el Real Decreto se establece como primer paso la
obligatoriedad de valorar la aplicacion de las diversas estrategias
metodoldgicas disponibles en el marco del uso de animales. De
hecho, no debe realizarse ningtin procedimiento para el que exista un
método alternativo satisfactorio desde el punto de vista cientifico.
Esta idea viene reforzada incluso por una ordenacion jerarquica en la
eleccion de los métodos a utilizar.

Por otra parte, para evitar un derroche innecesario de usos de
animales, la norma establece la obligatoriedad de aceptar los datos
obtenidos en los demés Estados miembro, siempre que para la
obtencion de dichos datos se hayan empleado procedimientos
reconocidos por la normativa de la Unién. La norma anima
igualmente a establecer programas que permitan compartir drganos
y tejidos en diferentes proyectos, con el obvio fin de reducir el
numero de animales utilizados.

Requisitos para los establecimientos, para los proyectos y
parael personal

Todos los criadores, suministradores y usuarios de animales estan
obligados, entre otras cuestiones, a disponer de un drgano encargado
del bienestar. Este 6rgano, que en el caso de los usuarios ha de tomar
la forma de comité ético, debera proporcionar asesoramiento al
centro y al personal sobre la aplicacién de los requisitos de
reemplazo, reduccion y refinamiento, sin perjuicio de desarrollo de
otras actividades que también corresponden a estos 6rganos.

Los proyectos, antes de ser autorizados y de iniciarse, deben ser
cuidadosamente evaluados, de forma que se garantice que en su
disefio se han valorado todas posibilidades que ofrecen las estrategias
alternativas. De hecho, y para los proyectos que a priori y en teoria
pueden ser mas lesivos para los animales (es decir todos aquellos que
incluyen procedimientos clasificados como severos), asi como para
aquellos proyectos que el ciudadano europeo considera
especialmente sensibles por utilizar determinados tipos de animales
(primates) deben, obligatoriamente ser sometidos ademas, “a
posteriori”, ala una evaluacion retrospectiva con el animo, entre otros
aspectos, de permitir, gracias a la experiencia adquirida, una mejor
futura aplicacion de las tres erres.

Promocion, acceso y diseminacién

La normativa enuncia que todas las administraciones publicas, tanto
las estatales como las de las comunidades autonomas, debemos
fomentar la investigacion de los enfoques alternativos y difundir el
resultado de estas investigaciones para impulsar y desarrollar nuevos
planteamientos alternativos. Sin embargo, nada dice la normativa
sobre como realizar tal fomento y divulgacion de resultados, por lo
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que es uno de los retos a los que nos estamos enfrentando las
administraciones publicas de toda Europa. Si bien sobre el papel el
objetivo a alcanzar es muy claro, las vias para conseguirlo estan en
fase de disefio, siendo ésta obligacion una de las que esta siendo
abordada por distintos grupos de trabajo a nivel de la Unién Europea.

Transparencia e informacién

Es evidente que las medidas que se toman tienen mucho mas valor
cuando son conocidas, de ahi la politica de transparencia que
impregna la normativa de aplicacion. Se trata de poner en
conocimiento los avances y la situacion, no solo a aquellos actores
directamente afectados o interesados (la comunidad cientifica y
experimentadora), sino a la ciudadania en general.

Una de las preocupaciones mas extendida es la que plantea si
realmente esta justificado el dafio que se infringe a los animales en
relacion con los beneficios (potenciales y reales) que conlleva el
desarrollo de los proyectos de investigacion. Con el objeto de dar a
conocer a todas aquellas personas interesadas cuales son las
actividades en las que se utilizan animales, las razones por las que se
llevan a cabo tales actividades en el ambito cientifico, asi como qué
medidas se han tomado para minimizar los posible dafios a los
animales, se establece la obligacion a las autoridades competentes de
publicar un resumen, de facil comprension por el ciudadano de a pié,
en el que se de informacién basica sobre en qué consisten los
proyectos autorizados y en qué han consistido las medidas de
adoptadas en el marco de las tres erres.

Asimismo se ofrece informacion, con caracter anual, de los animales
utilizados con fines cientificos, diferenciando especies animales,
origen de los mismos y campos cientificos en los que han sido
utilizados. A partir del afio que viene el formato de esta informacion
se vera profundamente modificado, ya que el sistema de recogida de
la informacion y el enfoque con el que se publicara en 2015 sera
totalmente novedoso, incluyendo informacion no ya sobre numero de
animales utilizados (como se ha venido haciendo tradicionalmente),
sino sobre el nimero de usos que se hace de los animales,
diferenciando entre otros aspectos la “severidad” de los
procedimientos a que hayan sido sometidos.

Desarrollo y validacién

El ultimo pilar es el que pretende aumentar las posibilidades de
utilizar las estrategias alternativas, mediante su desarrollo y
validacion por las instituciones y organismos que sirven de referencia
a las autoridades competentes. Aqui el papel del Centro Comun de
Investigacion (JRC o Joint Research Center) y de su Centro Europeo
de validacion de Métodos Alternativos (EURL-ECVAM por sus
siglas en inglés) en particular, es primordial. Dada la amplitud de la
tarea prevista y la necesidad de que todos los actores intervengan se
han contemplado diferentes niveles de cooperacion y participacion en
el proceso (PARERE-autoridades competentes, ESTAF-actores
implicados, ESAC-cientificos).

Conclusiones

Como conclusion queremos insistir sobre dos aspectos que
consideramos relevantes. En primer lugar es necesario aclarar que los
métodos alternativos no son solo aquellos en los que se alcanza el
Reemplazo total de los animales, sino que también comprenden
aquellos otros métodos y estrategias en las que se reduce el numero de
animales utilizados (Reduccidn) o se refinan las condiciones en los
que ¢éstos se utilizan y mantienen (Refinamiento). En todos estos
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casos de aplicacion de las 3 erres se obtienen métodos que suponen
una alternativa a los métodos tradicionalmente utilizados.

En segundo lugar quisiéramos animar a la comunidad cientifica a dar
los pasos que sean necesarios para poder implementar también en el
ambito de las 3 erres el cambio de paradigma que los avances y el
desarrollo que en el campo de la biologia molecular y de sistemas
estan haciendo posible en toxicologia. En el futuro es posible que
algunas pruebas puedan consistir ya no tanto en analizar los efectos
que determinadas sustancias toxicas tienen sobre los animales, sino
mas bien en evaluar los cambios metabolicos que a nivel molecular
son los que realmente causan los mencionados efectos sobre los
animales (y logicamente el ser humano).
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Resumen: Los investigadores deben asegurarse de que la
informacion que podrian obtener con su experimentacion no esta ya
disponible, que no existe otro procedimiento para llevarlo a cabo sin
emplear animales y que el protocolo se ha disefiado teniendo en
cuenta consideraciones de proteccion animal. Sin embargo, la
identificacion de procedimientos alternativos empleados por otros
cientificos sigue siendo un proceso muy complejo, debido, sobre
todo, a la deficiente indexacion de las publicaciones en las bases de
datos bibliograficas. Una busqueda eficiente debe basarse en emplear
siempre varias bases de datos, en revisar al menos los documentos de
los ultimos 5-10 afios. En primer lugar debe evitarse la duplicacion
inutil de investigaciones, es decir, asegurarse de que la informacion
que pudiera obtenerse en el estudio no estd ya disponible. A
continuacion se realiza la busqueda de posibles alternativas de
reemplazo. Si ésta no fuera productiva, se identificarian alternativas
de reduccion y refinamiento, tratando de mejorar, en lo posible, cada
una de las fases de la experimentacion animal. Los estudios
toxicologicos de finalidad reguladora presentan la exigencia de
utilizar protocolos oficiales, por lo que deben localizarse en sus
directorios especificos. Las alternativas en la enseflanza y
entrenamiento, como los modelos mecanicos, audiovisuales y de
simulacion, se encuentran recogidas en bases de datos especificas.
Finalmente, cuando no se encuentran opciones validas en otras
fuentes, es posible recurrir a expertos, tanto directamente como en
foros especializados. Todo ello se facilita con el buscador
Buscaalternativas.com (http://buscaalternativas.com).

Palabras clave: Alternativas, experimentacion animal, reduccion,
refinamiento, reemplazo

Abstract: Strategies for the identification of alternative
approaches to animal experimentation. The researchers should be
sure that the information obtainable with the experiments is not yet
available, that there is no other possible procedure without the use of
animals or that the protocol was designed taking into account animal
protection considerations. However, the identification of alternative
procedures employed by other scientists is a very complex process,
mainly due to the deficient indexation of the articles. An efficient
search must be based on the use of several data bases and the review
of documents of the last 5-10 years. The search strategy presents
several phases. Firstable, the unnecessary duplication of studies
should be avoided, assuring the information obtainable in the study is
not yetavailable. A search for replacement alternatives is then carried
out. If it is not productive, reduction and refinement alternatives are
identified to improve every phase of animal research. Toxicological
regulatory studies must use official protocols, which should be
localized in specific directories. Alternatives in education and
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training, including mechanical models, audiovisuals and simulations
are included in specific databases. Finally, when no valid options are
found in other sources, it is possible to ask experts, directly or through
specialized debate lists. The procedure is facilitated thanks to the Web
Buscaalternativas.com (http://buscaalternativas.com).

Key words: Alternatives, animal experimentation, reduction,
refinement, replacement

Introduccion

La investigacion se encuentra hoy dia encauzada no s6lo por razones
éticas, logisticas, economicas y cientificas, sino también por
requerimientos legales. En el ambito europeo debe destacarse la
Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo de 22
de septiembre de 2010 relativa a la proteccion de los animales
utilizados para fines cientificos [1], que se traslada a la legislacion
espafiola por el Real Decreto 53/2013 [1-2]. Esto implica que los
investigadores han de mostrar la necesidad real de utilizar animales
en las aplicaciones cientificas y de ensefianza. Estas normativas
pretenden asegurar la proteccion animal y, en particular, que se
dispensen los cuidados adecuados a los animales utilizados; que no se
les cause innecesariamente dolor, sufrimiento, angustia o lesion
prolongados; que se evite toda duplicacidn inutil de procedimientos y
que se reduzca al minimo el niimero de animales utilizados en los
procedimientos, aplicando en lo posible métodos alternativos.

De acuerdo con las citadas normativas, que adoptaron el “Principio de
las tres erres” enunciado por Russell y Burch [3], el investigador
debiera justificar, entre otros: la aplicacion de métodos para
reemplazar, reducir y refinar el uso de animales; el uso de anestésicos,
analgésicos y otros medios para aliviar el dolor; las medidas para
reducir, evitar y aliviar cualquier forma de sufrimiento de los
animales a lo largo de toda su vida; el uso de puntos finales
humanitarios; la estrategia experimental o de observacion y modelo
estadistico para reducir al minimo el nimero de animales utilizados,
el dolor, sufrimiento, angustia y el impacto ambiental, cuando
proceda; la reutilizacion de animales y su efecto acumulativo sobre el
animal; la propuesta de clasificacion de los procedimientos en
funcion de su severidad; las medidas para evitar la repeticion
injustificada de procedimientos; las condiciones de alojamiento,
zootécnicas y de cuidado de los animales; los métodos de eutanasia; y
la capacitacion de las personas que participan en el proyecto [1,2].

Sin duda alguna la promocidn de los planteamientos alternativos es
uno de los aspectos basicos que impregnan la nueva normativa de
proteccion animal. Esta es la terminologia empleada en la Directiva
2010/63/UE, en concreto "alternative approaches" en inglés, y
consecuentemente en el Real Decreto 53/2013 [1,2]. La
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denominacion de planteamientos alternativos es muy acertada, ya
que trasmite que es necesaria una actitud abierta a nuevas opciones,
mas que la simple sustitucion de unos procedimientos por otros.
Ademas debe tenerse en cuenta que se ha ampliado el ambito de
aplicacidn para proteger también, por ejemplo, a los animales de los
que se extraen tejidos para utilizarse en estudios in vitro. En la
practica [4], las opciones alternativas disponibles son
fundamentalmente las incluidas en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales planteamientos alternativos

1. Evitar experimentos innecesarios in  vivo ¢ in vitro: Protocolos normalizados.
Disponibilidad de estudios previos, intercambio de informacion. Flexibilidad.  Estrategias
inteligentes. Modelos en la ensefianza.
Modelos Computarizados (in silico) de Prediccion e integracion de datos
Organismos inferiores: Bacterias, hongos, protozoos, algas, plantas, invertebrados
Embriones en las ctapas iniciales: peces, anfibios, reptiles, pajaros, mamiferos
Métodos In vitro: Organos, Cultivos, Sistemas acelulares
Estudios animales: Reduccion: niimero de animales usados.
Refinamiento: minimizacion del dolor y distres; nuevos modelos
Estudios en humanos

ouiswN

<

Son planteamientos alternativos aquellas técnicas que puedan
aportar un nivel de informacién igual o superior al obtenido en
procedimientos con animales, pero que no utilicen o utilicen menos
animales o impliquen procedimientos menos dolorosos [2]. Por lo
tanto, como métodos alternativos se incluyen a aquellas técnicas o
estrategias experimentales que pretenden 1° el Reemplazo del empleo
de animales; 2°la Reduccion, es decir, la aplicacion de estrategias
encaminadas a utilizar el minimo nimero de animales necesario para
alcanzar el objetivo propuesto; 3° el Refinamiento, que incluye la
mejora de aquellos procedimientos que afectan a la vida del animal de
experimentaciéon y permiten aliviar o reducir el posible dolor o
malestar.

El objetivo del presente trabajo es facilitar los estudios
experimentales teniendo en cuenta la adecuada aplicacion de los
planteamientos alternativos, para lo cual se desarrolld e incluy6 en
2005 en Internet Buscaalternativas.com, un sitio en espafiol sobre
alternativas en / y a la experimentacién animal
(http://buscaalternativas.com), del que se ofrece una imagen en la
figura 1.

BuscaAlternativas.co- = A

Http://Buscaalternativas.com
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Experimentacion Animal en ma
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Figura 1. Imagen del buscador de alternativas disponible en Internet
Buscaalternativas.com (http://buscaalternativas.com)

La estrategia experimental

En cualquier proyecto experimental debiera realizarse una
planificacion estratégica inicial definiendo claramente los objetivos,
elaborando las hipdtesis a demostrar y especificando los analisis
diana, incluyendo la determinaciéon del conjunto de datos e

informacion que seran necesarios [5-7]. En todo este proceso existen
una serie de herramientas que pueden ser utiles y que se resumen en la
Tabla 2.

Tabla 2. Principales herramientas de ayuda sobre planteamientos
alternativos

e Diagrama de Planificacién Estratégica para Reducir el Uso de Animales en Ciencia Biomédica.
FRAME. http://www.remanet.net/F AQ/documentos/strategic_planning_posterspanish.pdf

e Buscaalternativas.com encuentra alternativas de reduccion, refinamiento y reemplazo
http://buscaalternativas.com/

e Guia ECVAM de buena practica de basqueda de alternativas a los animales
http://bookshop_europa.ew/en/the-eurl-ecvam-search-guide-pbL. BN 124391/

e Curso de Disefio experimental de MW Testing. http://www.3rs-reduction.co.uk/

e 3Erres - Foro de Alternativas a la Experimentacion animal
http://www.rediris.es/list/info/3erres.es.html

e SECAL-L: Foro de la Sociedad Espafiola para las Ciencias del animal de Laboratorio
http://www.secal.es/

e Toxicol- Foro de Toxicologia http://www.rediris.es/list/info/toxicol.html

¢ COMPMED Comparative Medicine Discussion List: mensaje a listserv@listserv.aalas.org y en el
cuerpo: subscribe COMPMED Nombre Apellido

e JACUC (Institutional Animal Care and Use Committee ) Forum http://www.iacuc.org

* REMA- Red Espaiiola para el Desarrollo de Métodos Alternativos http:/www.remanet.net/

Se continlia con /a revision de antecedentes, evaluando criticamente
la bibliografia para establecer el marco conceptual de referencia [8-
13]. Se pretende conocer el estado de conocimiento hasta en ese
momento, lo que se denomina como “el estado del arte”, que incluye
lo que ya se ha investigado y sus resultados, cuando se hizo, cuales
son los equipos que han destacado en ese tema, sintetizar la
informacion, buscar indicaciones para nuevas hipoétesis, buscar
fundamento para ellas y conocer la metodologia empleada y las
razones de ello. Finalmente se extraen argumentos que apoyen la
necesidad del estudio, y estimen la probabilidad de éxito y su
relevancia.

Con esta informacion se procede a la definicién del problema,
centrando el campo de interés, la elaboracion de la hipdtesis que
conteste a las preguntas realizadas y la redaccion del proyecto y del
plan de trabajo.

La planificacion del programa implica ademas clasificar los métodos
viables seguin el impacto en los animales, desde la no utilizacion de
animales hasta el uso de animales con sufrimiento severo. Planear una
secuencia de experimentos que ofrezca resultados satisfactorios con
el menor uso animal y con la menor severidad. La figura 2 refleja la
forma en que pueden organizarse las distintas etapas para alcanzar la
meta con mayores posibilidades de éxito [5].

Para cada experimento se debiera especificar el objetivo/hipotesis a
probar. Determinar la naturaleza de los datos necesarios y como
maximizar la relacién sefial-ruido para cada parametro. Evaluar otra
vez si este experimento deberia o no utilizar animales. Analizar si el
experimento pretende probar la hipotesis o si es un experimento
piloto de finalidad exploratoria, que son muy recomendables al
iniciar lineas de trabajo.

A continuacion debiera realizarse el disefio experimental, eligiendo
un tipo apropiado ej.: factorial/en bloque/secuencial, etc. Usar
calculos estadisticos para decidir el tamafio muestral adecuado (ej.:
Analisis de la potencia estadistica). Todo ello facilita el refinado del
disefio, en el que se incluyen aspectos de enriquecimiento ambiental,
puntos finales humanitarios, formacion de personal, eleccion de
especie/estirpe/sexoy tipo de disefio.

Evitar la duplicacion innecesaria de investigaciones

Aunque parezca obvio, debe recordarse que en primer lugar el
investigador debe asegurarse de que la informaciéon que pudiera
obtener en el estudio no ha sido ya conseguida, lo que haria
innecesario realizar el experimento. Para ello deben consultarse
varias bases de datos bibliogrdficas generales (PubMed, Agricola,
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Planificacion Estratégica de "wL Amas de IRvESHe il

Planificacion Estratégica Inicial
Proponer objetivos claros, identificar las hipotesis a probar y especificar los analisis diana,
incluyendo la determinacion del conjunto de datos e informacion que seran necesarios.

y

Investigacion de Antecedentes

Revisar criticamente la bibliografia previa para determinar si la investigacién es novedosa,
examinar como se llevaron a cabo estudios similares previos e identificar todos los métodos
viables de probar las hipotesis seglin el programa planificado.

L

Planificacion del Programa

Clasificar los métodos viables segun el impacto en los animales, desde la no utilizacién de
animales hasta el uso de animales con sufrimiento severo. Planear una secuencia de

experimentos que ofrezca resultados satisfactorios con el menor uso animal y con la

menor severidad.

l

Para cada Experimento
Especificar objetivo/hipdtesis a probar. Determinar la naturaleza de los datos necesarios y como
maximizar la relacién sefal-ruido para cada parametro. Evaluar otra vez si este experimento
deberia o no utilizar animales. Analizar si este experimento es principalmente exploratorio o para
probar la hipotesis. Deberia hacerse un experimento piloto?
(Ver: http://www.nc3rs.org.uk/downloaddoc.asp?id=400)

!

Diserio Experimental
Elegir un diseno apropiado €j.: factorial/en bloque/secuencial, etc. Usar
Tamaiio muestral calculos estadisticos para decidir el tamafio muestral necesario (€j.: Analisis
| disponible de Potencia Estadistica).

- | demasiado bajo

b 4

e A Refinando Disefio/Procedimientos
N Incluyendo enriquecimiento ambiental, puntos finales
humanitarios, formacion de personal, eleccion de
TR e e especie/estirpe/sexo v tipo de diseno.

.................. e T

€ Experimento i
--------------------------- Objetivos no
l conseguidos
completamente.

Evaluacion Retrospectiva

Objetivos conseguidos.

v

Siguiente experimento o

FIN DEL ESTUDIO

Para solicitud de copias email: michelle@frame.org.uk E Referencia : Gaines Das, Fry, Preziosi and Hudson, A7LA4 37, 27-32, 2009

Figura 2. Planificacion estratégica de programas de investigacion [5]
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etc) y bases de datos especificas de la especialidad considerada.
Ademas de Pubmed debieran usarse, siempre que sea posible,
Embase y Biosis. Se ha de insistir en la necesidad de usar varias bases
de datos ya que la coincidencia de documentos recuperados en la
misma busqueda en las tres principales bases de datos biomédicas
(PubMed, Embase y Biosis) es menor al 30% [10]. Ello implica que,
si se desea conseguir una revision exhaustiva, no es en absoluto
suficiente realizar busquedas de informacidn en una sola de ellas.

Si se encuentran estudios que utilicen metodologias similares a las
que se pretende emplear, es conveniente anotar las palabras clave que
los describen por si fueran ttiles posteriormente.

PubMed es un servicio gratuito de la Biblioteca Nacional de
Medicina Norteamericana que incluye mas de 24 millones de citas de
articulos biomédicos (Medicina, Enfermeria, Odontologia,
Veterinaria y otras ciencias preclinicas) publicados desde 1950 y
extraidas de MEDLINE (4800 revistas biomédicas), OLDMEDLINE
(2 millones de citas de articulos sin resimenes) y de otras diversas
revistas cientificas. Enlaza con textos completos, una parte de ellos
gratuitos a través de PubMed Central.

Agricola es la base de datos bibliografica gratuita AGRICultural
OnLine Access. Fue creada por la Biblioteca Nacional de Agricultura
Norteamericana e incluye citas de literatura sobre agricultura,
veterinaria, entomologia, plantas, acuacultura, pesca, ganaderia,
alimentos, nutricién y ciencias medioambientales. Enlaza con
fuentes de textos completos. Contiene referencias de libros
publicados desde 1970 y articulos de revistas desde 1982. Es mucho
mas amplia que Medline, al incluir otras bases de datos en la ciencia
del animal de laboratorio, manejo y alojamiento.

Embase ofrece cobertura de la literatura biomédica, con mas de 28
millones de registros de mas de 8400 revistas publicadas
actualmente. Embase incluye mas de 6 millones de discos y mas de
2700 revistas que no estan cubiertos por Medline.

Biosis, accesible desde la Web of Knowledge, es una fuente para
investigaciones sobre ciencias biologicas y biomedicina, basada en
revistas, reuniones, libros y patentes. Contiene mas de 21 millones de
registros desde 1926 de mas de 5200 revistas. A través de Zoological
Record proporciona informacion en biologia animal y su taxonomia.

Limitaciones en la blisqueda de alternativas

Por muy diversas razones, la identificacion de procedimientos
alternativos empleados por otros cientificos sigue siendo un proceso
muy complejo. En primer lugar, la indexacion actual de las
publicaciones en las bases de datos bibliograficas no facilita la
identificacion de alternativas [13]. Por ejemplo, los términos clave
que deberian ser basicos para este cometido, como “uso de
alternativas a los animales, reduccion, refinamiento...” no solo se
emplean con diversos significados en las diferentes bases de datos,
sino que sélo se estan asignando a una pequefia proporcion de los
articulos a los que les corresponderia. Por ello, son poco utiles para
recuperar la informacion, lo que obliga a utilizar en las busquedas
descriptores mucho mas concretos. La eleccion de los términos
adecuados requiere practica y la realizacion de pruebas. Es muy ttil
comenzar con palabras clave de algin documento de tema semejante
al objetivo.

En segundo lugar, la informacion contenida en las bases de datos esta
limitada, ademas, por los sesgos de publicacion, idioma, de
cobertura, del patrocinador o de disponibilidad de acceso. Por ello es
imprescindible buscar la informacion en varias bases de datos, ya que
ésta se encuentra muy repartida. Debieran utilizarse tres tipos de

bases de datos: bibliogrdficas (Ej. PubMed, Agricola, Embase,
Biosis), factuales o de datos depurados (AnimAlt-Zebet, dbAlm) y de
informacion diversa y pdginas web especializadas: (AltWeb,
Buscaalternativas.com). Ademas pueden ser muy utiles los sistemas
de busqueda simultdnea en varias bases de datos a través de
metabuscadores especificos y seguir las sugerencias de la Tabla 3
paralaseleccion de las bases de datos.

Tabla 3. Criterios para la seleccion de las bases de datos sobre
alternativas

e Tipos de bases de datos:

o Bibliogréficas (PubMed, Agricola, Embase, Biosis)

o Factuales o de datos depurados (AnimAlt-Zebet, dbAlm)

o De informacion diversa y paginas web especializadas:

(AltWeb, Buscaalternativas.com)

e Criterios basicos de seleccion:

o Veracidad, es decir, fidelidad a los documentos originales

o Objetividad en el tratamiento de los datos, separando
la informacién de cualquier tipo de anuncios, y si es posible,
citando la fuente original
Relevancia, o interés real de la informacion que contengan
Cobertura tematica amplia y cantidad de informacion
Actualizacion periddica
Facilidad de manejo
Autoria y responsables bien definidos: personal o corporativa
Finalidad: educacional, promocional, comercial, etc.
Audiencia potencial
Alcance geografico amplio

0O 000 0CO0O 00

Los portales o buscadores generales o de amplio espectro pueden ser
apropiados para encontrar algunos documentos especificos, pero no
son utiles para busquedas generales (Ej. Alternativas). Aunque no
garantizan el éxito de la busqueda ni la objetividad de la informacion,
resultan interesantes por su gran capacidad de rastreo de archivos y
paginas por gran parte de la red. Sin embargo estan muy limitados ya
que no revisan bases de datos especificas, dado que no tienen acceso a
su informacion. Por lo tanto se encontrardn documentos concretos,
pero no informacion depurada.

Quien realiza la busqueda también aporta sus propios sesgos, entre
los que se encuentran el sesgo de soberbia, el cultural o de tradicion, el
sesgo de la experiencia personal; el sesgo de la amistad; el sesgo de la
fama de la institucion/autor/revista; o el sesgo geografico, que
favorece a paises importantes y a nuestros vecinos.

Para mejorar la efectividad, es necesario familiarizarse con la base de
datos, ya que cada una estd estructurada de forma diferente.
Légicamente es preciso emplear el idioma de la base de datos. En el
caso del inglés, puede ser conveniente usar determinadas palabras en
sus modismos britanicos y americanos (Ej. anaesthesia, anesthesia).

Ademas, para que las busquedas sean productivas es necesario
realizarlas sistemdticamente. Ello implica que se ejecuten siguiendo
un método explicito y reproducible, que reduzca al minimo los sesgos
y que seleccione la informacion mas relevante. En primer lugar es
preciso definir claramente qué informacion se desea encontrar. A
continuacién se recomienda preparar una lista con los descriptores,
sindnimos o frases que mejor definan el objetivo del estudio o drea de
estudio. Puede usarse como base un protocolo o publicacion similar a
la prevista. A continuacion se afiaden o reducen los términos para
obtener un numero adecuado, es decir, suficiente pero no demasiado
alto de resultados que permita manejarlos. Para ello, los términos
suelen combinarse entre si para reducir el nimero de respuestas, en
las ventanas de busqueda o con comandos de inclusién de ambos (y /
and / +), inclusién de alguno (o / or), exclusion (no / not / -), frase
exacta (“....”), etc.
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Estrategias de blisqueda de alternativas

Es muy conveniente realizar una planificacion previa, y seguir una
secuencia de pasos protocolizados, que incluyen el registro de la
metodologia empleada que permita a cualquier persona repetir
posteriormente la busqueda y acceder a las mismas referencias o
articulos. Para cada base de datos se sigue un proceso como el
recomendado en la Tabla 4.

Tabla 4. Etapas en la busqueda de informacion

1.Formulacion de la pregunta en forma clara, precisa y concisa.

2.Preparacion del perfil de bisqueda, es decir, de la forma de plantear la pregunta combinando varios
términos. Esta fase es la mas importante

3.Seleccion de la base de datos

4.Realizacion de la busqueda

5.Evaluacion inicial de los resultados en forma cuidadosa. Un nimero entre 10 y 60 registros puede ser
util en la mayoria de los casos, aunque podran ampliarse o restringirse los resultados segun el tipo de
estudio.

6.Modificacion del perfil de busqueda para ampliar o restringir el nimero de resultados. Una posible
estrategia, a menos de que se esté realizando una revision exhaustiva, es tratar de obtener menos de
300 registros. A partir de la lectura de los titulos se realiza una segunda seleccion de unos 50 de ellos
de los cuales se leeran sus resumenes, y una tercera de unos 15 trabajos que se estudiaran completos.

7.Archivo de los resultados satisfactorios y la estrategia de busqueda.

8.Repeticion de la busqueda en al menos dos bases de datos

Las estrategias de bisqueda de alternativas, incluyendo las bases y
fases recomendadas se incluyen en la Tabla 5. Es necesario utilizar
varias bases de datos, recuperar documentos de los ultimos 5-10 afios
y anotar todos los datos que permitan reproducir la busqueda
posteriormente.

Tabla 5. Bases y fases de la busqueda de alternativas

Bases

¢ Deben emplearse siempre varias bases de datos

¢ Deben revisarse al menos los documentos de los tltimos 5-10 afios.

e Deben anotarse las bases de datos utilizadas, el intervalo de tiempo que
cubren, los descriptores de la bisqueda, la fecha y el resultado obtenido

Fases

1 Evitar la duplicacion initil de investigaciones

2 Busqueda de alternativas de Reemplazo

3 Buisqueda de alternativas de Reduccion y Refinamiento

4 Alternativas en estudios toxicologicos o de finalidad reguladora
5 Alternativas en la ensefianza y entrenamiento

6 Otras opciones

8 La ayuda de expertos

A menos de que se trate de busquedas de alternativas en la ensefianza
o en estudios reguladores, para los que se recomienda acceder
directamente a bases de datos especificas, en el resto de los casos debe
procederse ordenadamente. En primer lugar debe evitarse la
duplicaciéon de investigaciones, para pasar a intentar encontrar
alternativas de reemplazo. Si ello no fuera posible, se localizarian
alternativas de reduccion y refinamiento. Ademas de otras posibles
opciones, como ultimo recurso puede acudirse al asesoramiento de
expertos.

Bisqueda de alternativas de Reemplazo

Se recomienda iniciar la busqueda en bases de datos generales como
las ya indicadas, fundamentalmente PubMed. Ademas, expertos del
Programa de Informacién sobre Toxicologia y Salud Ambiental han
desarrollado para la Biblioteca Nacional de Medicina
Norteamericana el sistema A/thib, de Bibliografia sobre Alternativas
al Empleo de Vertebrados vivos en Investigacion Biomédica y
Bioensayo. Sin embargo, lo mas interesante de éste son las busquedas
predefinidas y actualizables (Live PubMed Searches) de
procedimientos para diversos tipos de ensayos toxicoldgicos
(http://toxnet.nlm.nih.gov/altbib.html).

Se inicia la busqueda incluyendo términos que definan el objetivo
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basico del estudio, no la metodologia que se pretende usar (Ej.
efectos E. coli higado). Esto es muy importante, ya que hasta que se
disponga de sistemas informaticos realmente expertos que sean
capaces de localizar alternativas, debe evitarse en lo posible cercenar
el ambito de busqueda. No debiera, por tanto, incluirse ni la especie,
nieltipodeagente o patologia.

Una vez que se obtengan resultados, se intenta restringir la busqueda
a posibles modelos alternativos. Lamentablemente los descriptores
que parecerian logicos como “alternatives” no son demasiado utiles,
pero conviene probarlos. En algunas bases de datos pueden ser utiles
“alternative, animal testing alternatives, animal use alternatives,
replace”. Finalmente, aunque no sea realmente exhaustivo, el
descriptor mas util en estos momentos es “vitro”.

Por ejemplo, debe intentarse sobre todo localizar posibilidades de
sustitucion o reemplazo afladiendo (AND) algun/os términos
relacionados con la sustitucion, usando entre ellos OR. Ej. coli AND
liver AND (vitro OR cell line OR hepatocyte)

Si no se encuentra ninguna alternativa valida de sustitucion, debiera
revisarse cuales son los modelos animales ya utilizados por otros
investigadores con similar finalidad y pasar al punto siguiente.

Bisqueda de alternativas de reduccion y refinamiento

Si no se identifica ninguna opcién de sustitucion, sera preciso
centrarse en el empleo adecuado de animales. Debiera actualizarse el
protocolo experimental teniendo en cuenta los ultimos avances
cientifico-técnicos en disefio experimental, para evitar estrés y dolor
yreducir en lo posible el niimero de animales empleados.

Entre los descriptores que pudieran emplearse junto al término
animal se encuentran muy diversos de refinamiento (refinement,
acclimation, quarantine, blood collection, cage, caging, housing,
husbandry, injection, welfare, enrichment, behavioural, euthanasia,
handling, distress, (non-)invasive, pain, stress, anaesthesia,
analgesia...) y de reduccidon (reduction, experimental design,
statistical analysis, model...).

La localizacion en bases de datos generales de algunas publicaciones
recientes con un protocolo similar puede ser muy ttil y comoda. La
ayuda de un experto en proteccion y experimentacion animal es muy
recomendable.

Sin embargo, ello debiera complementarse con la revision de cada
una de las etapas del procedimiento teniendo en cuenta los objetivos
precisos del mismo, sobre todo inspeccionando bases de datos y
documentos especificos de reduccion y refinamiento que ayuden en
sus diferentes fases, desde las condiciones generales, la eleccion del
sustrato biologico o la especie animal, el nimero y la distribucidn por
grupo de los individuos, la seleccion de las dosis y grupos, la eleccion
de la via y el periodo de tratamiento, los marcadores y la toma de
muestras, la terminacion y eutanasia, el andlisis de los resultados y el
disefio del modelo predictivo. Como punto de partida se recomienda
utilizar Buscaalternativas.com

Alternativas en estudios toxicolégicos o de finalidad reguladora

Por las peculiaridades propias de las investigaciones toxicoldgicas,
de seguridad quimica o de estudios con finalidad reguladora, es
conveniente revisar en primer lugar las bases de datos especificas. Si
se trata de un estudio regulado, sera obligatorio seguir un
procedimiento estandarizado, validado y aceptado por las
autoridades reguladoras correspondientes para la evaluaciéon de
sustancias, medicamentos, plaguicidas, residuos, efluentes, etc. En la
actualidad muchos de estos protocolos estan siendo revisados para
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adaptarlos a los criterios de las tres erres.

Pero, aunque se trate de una investigacion basica no regulada por
ninguna norma especifica, es muy conveniente comprobar si existe
alguna directriz regulada que pueda ser util o adaptable para el
objetivo propuesto. Sino esta disponible un protocolo especifico para
la finalidad requerida, debe comenzarse desde el principio revisando
las bases de datos generales, como PubMed y su sistema AltBib.

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico
(OCDE) ha ido elaborando los métodos de ensayo estandarizados y
legalmente validos en la mayoria de los paises para determinar las
propiedades intrinsecas de las sustancias quimicas. Su compleja
pagina Web es reestructurada frecuentemente con lo que los enlaces
directos se modifican. Dispone de protocolos de cinco tipos:
determinacion de propiedades fisicoquimicas, efectos en sistemas
bidticos, degradacion y acumulacion, efectos sobre la salud (humana)
y actividades especiales. Afortunadamente estan ya disponibles en
forma gratuita.

Los protocolos de de ensayo de la Unidén Europea coinciden
aproximadamente en un 80 % con los de la OCDE, y pueden
obtenerse gratuitamente ya que forman parte de la normativa REACH
[14], al igual que los protocolos de ensayo de la Agencia
Medioambiental Norteamericana.

El Laboratorio Europeo de Referencia para Alternativas al Ensayo
con Animales (EURL-ECVAM) incluye en su base de datos db-ALM
informacién sobre los procedimientos en fase de validacion y
aceptacion, asi como a los protocolos de INVITTOX, una base de
datos de FRAME/ERGATT/ECVAM de métodos experimentales in
vitro. Su contrapartida norteamericana, el Comité Coordinador
Interagencias de la Validacion de Métodos Alternativos ICCVAM) y
el Centro del Programa Nacional de Toxicologia para la Evaluacion
de Métodos Toxicologicos Alternativos (NICEATM) también
informan sobre los procedimientos cuya validaciéon estan
promoviendo.

AnimAlt-ZEBET es una base de datos de Métodos Alternativos a la
Experimentacion Animal en Biomedicina y campos relacionados del
Instituto Aleman de Documentacion e Informacion Médica. Ofrece
mas de 140 documentos con revisiones muy bien documentadas
sobre alternativas y permite ademas, la busqueda simultanea en
varias bases de datos como XMEDALL, XPHARMALL,
XTOXLITALL, XVET.

Alternativas en la ensefianza y entrenamiento

Existen muy diversas modalidades de alternativas utilizables en la
docencia [7,15], como se recoge en la Tabla 6. Se recomienda iniciar
la busqueda de Alternativas en la enseflanza y entrenamiento en bases
de datos especificas. Son webs muy completas que recogen
numerosas posibilidades en diferentes disciplinas sin precisar del
empleo de animales. Sobre todo incluyen modelos mecanicos,
audiovisuales y de simulacion.

Tabla 6. Principales modalidades de procedimientos alternativos en
la ensefianzay formacion

1. Modelos mecénicos.

2. Sistemas audiovisuales: Peliculas, videos, CD-ROM, DVD.
3. Simulaciones por ordenador y sistemas de realidad virtual.
4. Ensayos in vifro: Ej. cultivos celulares.

5. Estudios de observacién y de campo.

6. Materiales de desecho procedentes de mataderos.

7. Practicas clinicas: humanas y veterinarias.

Si no se localizara un sistema adecuado, se podrian revisar, ademas,
las bases de datos bibliograficas. En los sistemas generales pueden
emplearse los términos “education, training, teach®, instruct®,
mannequin, manikin, simulat®, video, virtual, cadaver, software,
computer...). También existen sistemas dirigidos a mejorar la
preparacién de las personas que manejan animales de
experimentacion.

Otras opciones

Muy diversas instituciones proporcionan informacién sobre
alternativas. Altweb - Alternativas al Ensayo Animal, en la Web, del
Centro Johns Hopkins de Alternativas al Ensayo con Animales es un
sitio que recoge gran variedad de informacion, sobre todo de noticias,
aunque puede resultar dificil discernir cuales son los documentos
realmente interesantes (http://altweb.jhsph.edu/searchalt.htm).

La pagina de Ecopa- Plataforma Europea de Consenso sobre
Alternativas a la Experimentacion Animal recoge muy variada
informacion, sobre todo de los proyectos de investigacion sobre
alternativas financiados por la Unién Europea. Otras paginas, como
la de la Red Espafiola para el Desarrollo de Métodos Alternativos a la
Experimentacion Animal- REMA, incluyen informacion actualizada
y noticias sobre validacion y aceptacion de nuevas alternativas
(http://www.remanet.net). A través de Buscaalternativas.com se
facilita el acceso a estas paginas y a otras muchas
(http://buscaalternativas.com), ver figura 1.

La ayuda de expertos y foros

Si no se encuentra informacidn suficiente sobre alternativas en las
bases de datos disponibles, se puede solicitar la ayuda de expertos,
bien directamente o en foros cientificos de debate. Pueden localizarse
equipos de investigacion que emplean tecnologias alternativas en
diversas bases de datos, como el Inventario de las Instituciones y
Cientificos Espaiioles Interesados en Métodos Alternativos al uso de
Animales de Experimentacion [16].

Los profesionales afines interaccionan entre si y debaten en diversos
foros y redes tematicas en Internet sobre alternativas y
experimentacioén animal, como son 3Erres- Foro de Alternativas a la
Experimentacion animal, SECAL-L: Foro de la Sociedad Espafiola
para las Ciencias del animal de Laboratorio, Toxicol- Foro de
Toxicologia, Farmacol- Foro de Farmacologia, COMPMED — Lista
de Discusion sobre Medicina Comparada o el Foro del Comité sobre
el Uso y Cuidado Animal (IACUC), que son lugares muy adecuados
donde plantear cuestiones sobre alternativas no resueltas por otras
vias.
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Resumen: Se revisan las actividades de promocion y desarrollo de
los métodos alternativos y complementarios a la experimentacion
animal en Espafia. Se muestran las reuniones o jornadas que se han
celebrado y organizado, incluyendo la constituciéon de la Red
Espafiola de Métodos Alternativos. Como foro de discusién para
lograr un menor y mads racional uso de los animales de
experimentacion, fomentando el desarrollo, validacién y utilizacion
de los métodos in vitro, tiene como fin conseguir el eficaz desarrollo
de los procedimientos alternativos mediante el uso de los principios
de reduccidn, refinamiento y reemplazo de los animales en la
experimentacion, lo que constituye la aplicacion de las 3Rs. Se
destaca el papel de la citada Red detallando informacién sobre la
misma, sus miembros, la participacidn en numerosos cursos,
seminarios y jornadas que se organizan por Universidades espaiiolas
y otras entidades, y la estrecha colaboracion con el Ministerio de
Sanidad, Servicios Sociales ¢ Igualdad y el Ministerio de Agricultura
Alimentacién y Medio Ambiente, contando con observadores en su
Junta Directiva.

Palabras Clave: alternativas, reduccion, refinamiento,
reemplazamiento

Abstract: Advocacy and outreach on alternatives in Spain. A
revision of advocacy and development of alternative and
complementary methods to animal testing in Spain was done.
Meetings and conferences that have been organized, including the
constitution of the Spanish Network for Alternative Methods, are
shown. As a discussion forum for a lower and more rational use of
experimental animals, promoting the development, validation and
use of in vitro methods. The aims were the effective development of
alternative procedures using the principles of reduction, refinement
and replacement of animal use in experiments, which is the
application of the 3Rs. The role of the aforementioned net is detailed,
with the information about the network and their members. It has
participated in many courses, seminars and conferences in the
Spanish universities and other entities, maintaining a close
collaboration with the Ministry of Health and the Ministry of
Agriculture, Food and Environment, with observers included in the
Board.

Key Word: alternatives, reduction, refinement, replacement

Las dos reuniones en Tres Cantos

El inico de la aplicacién del principio de las 3 erres comienza con la
publicacion The principle of humane experimental technique de
Russell & Burch [1], principio que considera el reemplazo, la
reduccion y el refinamiento de los animales en experimentacion. En

" e-mail: epena@ica.csic.es

Espafia son muy variadas las actividades y reuniones que se han
realizado y se mostraban en el trabajo del documento preparado para
la constitucion de una red sobre métodos alternativos [2], en dicha
publicacion quedaba claramente expuesta la existencia de diferentes
acciones y actividades cientificas para el desarrollo de
procedimientos alternativos, junto a la existencia de publicaciones de
gran trascendencia sobre el uso y aplicaciéon de los métodos
alternativos [3-5]

Las principales actividades sobre el desarrollo y difusion de los
métodos alternativos comienzan de forma coordinada tras la
celebracion, en colaboracion con el Grupo de Trabajo Especializado
en Métodos Alternativos de la Asociacion Espafiola de Toxicologia
GTEMA/AETOX, del que el Dr. Repetto era su coordinador, de la
reunion conjunta titulada “Avances en la Aplicacion de los Métodos
Alternativos In Vitro en la Evaluacion de Medicamentos, Cosméticos
y Productos Quimicos”, en el centro de Smithkline Beecham
Pharmaceuticals de Tres Cantos (23 de mayo de 1997).

Se organizo otra reunidn en colaboraciéon con Glaxo Wellcome, que
se tituld “Reunidn sobre Desarrollo y la Coordinacion con ECVAM
de los Espaiioles Interesados en Métodos Alternativos” celebrada en
Tres Cantos (21 de octubre de 1997), de la que se elabord un Acta [6].
Después de la celebracion de estas dos reuniones, se ha venido
trabajando de forma coordinada en el desarrollo y difusion de los
métodos alternativos, lo que se materializo mediante la constitucion
dela Red Espafiola de Métodos Alternativos REMA.

El Grupo de Trabajo de ICLAS/CSIC

Otras razones externas contribuyeron al desarrollo de los métodos
complementarios y alternativos en Espafia. El Presidente saliente del
International Council of Laboratory Animal Sciences ICLAS, Dr.
Harry C. Rowsell (1921-2006), Director Ejecutivo del Canadian
Council on Animal Care CCAC, remarcaba el interés en considerar
los ensayos complementarios a la experimentacion animal, dada la
demanda que se estaba desarrollando socialmente en el interés en
profundizar y desarrollar los métodos complementarios y
alternativos, para un menor uso de animales en la experimentacion
cientifica; y ello influy6 en que la Junta de Gobierno de ICLAS en
Bangkock, Tailandia (1988), considerara que las alternativas debian
de formar parte de las actividades de interés en las ciencias sobre
animales de laboratorio. Mas tarde la Junta de Gobierno de ICLAS,
celebrada en Hyderaba, India, (1994), a propuesta del nuevo
Presidente, el Dr. Jean Maisin, acord6 la creacion de un grupo de
trabajo sobre métodos complementarios de ICLAS que se denomind
“ICLAS Working on Complementary Methods”, descrito en la
Historia de ICLAS escrita por Ericsen y Hopla [7]. Todo ello se
materializo con la organizacion del ICLAS/CSIC Working Group on
Complementary Methods/ICLAS/CSIC, Grupo de Trabajo sobre
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Meétodos Alternativos, que celebramos en Talavera de la Reina del 27
-30 de abril de 1995, de la que se edit6 un monografico, de la Pefia et
al. [8]. El Grupo de Trabajo reunid, con el apoyo de ICLAS, el
Ministerio de Educacion y Ciencias, Junta de Castilla La Mancha y
CSIC, durante tres dias, a destacados representantes de organismos
de gran relevancia e implicados en el desarrollo y difusion de los
métodos alternativos, contando con la participacion de las siguientes
personalidades: 1. Dr. M. Balls Director de ECVAM/JRC
(Environmental Center of Validation Alternatives Methods) de Ispra,
Italia; 2. Dr. A. Golberg Director del CAAT (The Johns Hopkins
Center for Alternatives to Animal Testing) de Baltimore, USA; 3. Dra.
M.J. Gomez-Lechon de La Fe de Valencia, Espafia; 4. Dr. H Koeter de
la OECD Paris, Francia; y 5. Dr. H. Spellman Director del ZEBET
(Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz-und
Ergdnzungsmethoden zum Tierversuch) de Alemania.

La Red Espaifiola de Métodos Alternativos a la
Experimentacion Animal

En la Reunién para el Desarrollo y la Coordinacion con ECVAM de
los Grupos Espafioles intersados en Métodos Alternativos, celebrada
en el Centro Glaxo Welcome de Tres Cantos, Madrid, el 21 de
octubre, 1997, fue donde quedo constituida la Comision Promotora,
formada por los siguientes Dres: Adela Lopez de Cerain (Universidad
de Navarra, Pamplona), José¢ Vicente Castell (La Fe, Valencia),
Eugenio Vilanova (Universidad Miguel Hernandez, Elche),
Guillermo Repetto (Instituto de Toxicologia y Ciencias Forenses,
Sevilla), Domingo Gargallo (GlaxoWellcome, Madrid), Eduardo de
la Pefla (CSIC, Madrid); y con la esponsorizacion de Glaxo
Wellcome, se pudieron celebrar siete reuniones de trabajo en el citado
Centro, en abril, septiembre y octubre en 1998, y en junio y dos en
noviembre en 1999.

La Comision Promotora elabor6 el Documento de Trabajo para la
Creacion de la Red Espaiiola para el Desarrollo de Métodos
Alternativos a la Experimentacion Animal (REMA) [2], en el que se
presentaban las reuniones celebradas y otras iniciativas que con
anterioridad se habian realizado en Espafia; y tambien a partir de la
ultima reunion de Comision Promotora, se organizd la reunion
preparatoria para la convocatoria de la Jornada Cientifica para la
Constitucion y Puesta en Marcha de Red Espaiiola de Métodos
Alternativos que celebramos en el Ministerio de Sanidad (1
diciembre de 1999).

En la reunion celebrada en el Ministerio de Sanidad, todos los
asistentes recibieron el numero monografico de la Revista de
Toxicologia, Repetto ef al. [9], una la lista de personas, centros y
grupos que trabajan o estan interesados en la utilizaciéon de los
métodos alternativos, y como fruto de la reunion en el Ministerio, se
formoé y constituyo la Comision Coordinadora de REMA.

La Comision Coordinadora designada en la reunién estuvo
constituida por D*. Consol Fina de ANDA, Dra. Argelia Castafio del
CISA-INIA, Dr. Domingo Gargallo de Glasso Wellcome, Dra. M*
José Gomez-Lechdn y Dra. José Vicente Castell del Hospital La Fe,
Dra. Adela Lopez de Cerain de CIFA-Universidad de Navarra, Dr.
Eduardo de la Pefia del CSIC-CCMA, Dra. Pilar Prieto del ECVAM
del JRC; Dr. Eugenio Vilanova de la Universidad Miguel Hernandez,
Elche, y Dr. Guillermo Repetto del Instituto de Toxicologia y
Ciencias Forenses. Esta Comision fue apoyada por 20 entidades del
mundo cientifico, 4 entidades de defensa de los derechos de los
animales y 5 entidades de la industria.

La Comision Corrdinadora se constituyd formalmente el 2 de marzo
de 2000; y prepard el documento sobre la constitucion de la citada
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Red Espaiiola de Metodos Alternativos a la Experimentacion Animal
(REMA) como un foro de discusion para lograr un menor y mas
racional uso de los animales de experimentacion, fomentando el
desarrollo, validacion y utilizacion de los métodos in vitro, con el fin
de conseguir una mejor y eficaz aplicacion de los principios de
reduccion, refinamiento y reemplazo del uso de animales en la
experimentacion; estaba formada por los miembros que como ya
hemos indicado, pertenecian a la academia (Universidad e
Investigacion), industria, administracion y entidades protectoras,
esta vision de conjunto y diversificada nos ha permitido organizar y
fomentar reuniones interesadas en el desarrollo y promocion de los
métodos alternativos; se definieron las bases y la estructura del
funcionamiento de REMA [2]; y este proceso de constitucion
culminé con la inscripcion legal de REMA, para lo que se obtuvo el
numero de registro de asociaciones y el NIF.

La Junta Directiva de REMA ha celebrado desde el afio 2000, 34
reuniones de la JD y organizado 19 Reuniones y Jornadas y Cursos
(Tabla 1), que han contado con un total de 151 ponentes, con
aportaciones sobre diferentes aspectos tedricos y practicos de los
métodos alternativos, destacando en lamisma el titulo de cadauno de
ellas, fecha, lugar; y que, en la gran mayoria de las reuniones
contamos con la Presidencia de Honor de SM 1a Reina de Espafia.

REMA integra y coordina por tanto las iniciativas de la industria, la
administracion y la sociedad con las del mundo cientifico respecto al
estudio, validacion, aplicacion e implementacion legal del uso de
métodos alternativos, asi como impulsa la divulgacion de la
problematica y los avances alcanzados en este campo; sus miembros
han participado en mas de 50 cursos de proteccidon y experimentacion
animal; su actividad ha permitido conseguir una mejor aplicacion de
los principios de reduccion, refinamiento y reemplazo del uso de
animales en la experimentaciéon, promocionar el desarrollo,
validacion, aplicacién e implementacion legal de métodos
alternativos, especialmente de los procedimientos in vitro, e impulsa
la divulgacion y difusion de los requerimientos normativos y los
avances alcanzados.

Participa y colabora en la elaboracién de las ultimas Directivas,
Reglamentos y disposiciones que la Administracion ha promulgado
recientemente; de la normativa de proteccion animal Directiva
2010/63/UE, relativa a la proteccion de animales utilizados para fines
cientificos; en la Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de
los animales, en su explotacion, transporte, experimentacion y
sacrificio; en el Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos; y en el Real Decreto 53/2013 donde se establecen
las normas basicas aplicables para la proteccion de animales
utilizados en experimentacion y otros fines cientificos; mantiene
actualmente un convenio de colaboracion con el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion, punto de contacto de PARERE
Network (Preliminary Assessment of Regulatory Relevance)y en la
actualidad asesora en todo lo relativo a los procedimientos
alternativos y en lo aspectos relacionados con alternativas y la
aplicacion de las 3Rs, y asesora en la legislacion y en las nuevas
regulaciones.

Son varios los miembros de REMA que han publicado trabajos sobre
métodos alternativos; remarcando tanto sobre el empleo de los
procedimientos alternativos como el que existe una necesidad del uso
de la experimentacion animal, para la evaluacion toxicoldgica de
sustancias y mezclas, productos quimicos, biocidas, productos
farmaceuticos y productos fitosanitarios [10-13]
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Tabla 1. Reuniones sobre Métodos Alternativos de 1995-2014

Reuniones sobre Métodos Alternativos de 1995-2014

1 | ICLAS/CSIC Working Group on Complementary Methods Centro Regional de Salud Publica.
Grupo de Trabajo de ICLAS/CSIC sobre Métodos Complementarios. Talavera de la Reina, 27-30 de abril, 1995

2 | Avances en la Aplicacion de los Métodos Alternativos /n Vitro enlao | Tres Cantos.
Evaluacion de Medicamentos, Cosméticos y Productos Quimicos. Madrid, 23 de mayo, 1997

3 | Reunidn para el desarrollo y la coordinacién con ECVAM de los Centro Glasso Welcome. Tres Cantos,
grupos espafioles interesados en métodos alternativos. Madrid, 21 de octubre, 1997

4 | Jornada Cientifica para la Constitucién y Puesta en Marcha de REMA | Ministerio de Sanidad. Madrid, 1 de
(Red Espafiola de Métodos Alternativos). diciembre, 1999

5 | I Jornada Nacional de la Red Espafiola De Métodos Alternativos(*). Madrid, 28-29 octubre, 2002
Los M¢étodos Alternativos y la Estrategia Europea de Evaluacion de
Sustancias Quimicas.

6 | II Jornada Nacional de la Red Espafiola de Métodos Alternativos: CSIC — CCMA. Madrid, 1 de marzo,
Genomica, protedmica y citdmica: Nuevas herramientas en el 2004
desarrollo de medicamentos.

7 | Curso-Taller de Reduccién, Refinamiento y Reemplazo de animales Universidad Auténoma de Madrid,
de experimentacion de Reduccion, Refinamiento y Reemplazo en 23 noviembre, 2005
Investigacion, Desarrollo y Docencia. Facultad de Medicina.

8 | II Curso-Taller Reduccién, Refinamiento y Reemplazo De Animales Cordoba, 20 de noviembre, 2007
En Investigacion, Desarrollo y Docencia.

9 | X Aniversario de la Red Espafiola de Métodos Alternativos a la | Colegio Veterinarios de Madrid, 1 de
Experimentacion Animal. IV Jornada de REMA. “Los métodos | diciembre, 2009
alternativos a la experimentacion animal ante las nuevas normativas
internacionales”

10 | Meeting 3Rs needed in The Pharmaceutical Research and | Ministerio de Sanidad y Consumo,19 de
Development mayo, 2008

11 | Workshop “Bottlenecks in the application of 3Rs in the R & D process | Ministerio de Sanidad y Consumo, 20 de
in the pharmaceutical industry”. mayo, 2008

12 | 3er Curso REMA: Calidad y Métodos Alternativos a la CSIC Centro de Ciencias
Experimentacion Animal. NOSCIRA. Medioambientales, 27 de mayo, 2009

13 | Mesa Redonda sobre M¢étodos Alternativos en Experimentacién | Barcelona-Espafia, 16-20 de julio, 2010
Animal. XII International Congress of Toxicology [IUTOX. IV REMA.

14 | Pre-Congress Course "Evaluation of Drugs Without Animals.” REMA | Barcelona Espafia, 16-20 de julio, 2010
IUTOX-2010. XII International Congress of Toxicology.

15 | V Jornada de REMA Modelos in vivo y Alternativas en Investigacion | Facultad de Farmacia. Universidad de
Biomédica. Navarra, 4 de mayo, 2011

16 | 12 ECOPA Annual Workshop "The Future of 3Rs - From Innovation | Madrid — Espafia, 11 noviembre, 2011
to Validation”.

17 | VI Jornada REMA Avances en la Implantacién de Métodos CSCI -ICA
Toxicolégicos Alternativos. In Memorian de Joan Albert Vericat. 18 de enero, 2013

18 | Mesa redonda de métodos alternativos: Aplicaciones de los sistemas | Universidad de Salamanca, 26-28 de julio,
alternativos. XX Congreso Espafiol de Toxicologia y IV | 2013
Iberoamericano.

19 | VII Jornada de REMA GSK. Tres Cantos, 1 de abril, 2014.

La Plataforma Europea de Consenso sobre Alternativas - ECOPA se
constituye a finales de 2002, como una asociacion europea de la que
forman parte integrante las Plataformas Nacionales que tienen una
actividad reconocida y una estructura juridica definida, a
consecuencia de que en el World Congress on Alternatives (Bolonia
1999), se discutid la conveniencia de aglutinar las iniciativas y
esfuerzos llevados a cabo en los distintos paises europeos para
fomentar el desarrollo y uso de los modelos alternativos a la
experimentacion animal. Esta iniciativa ponia en contacto a las

plataformas nacionales de paises europeos que aceptaron el principio
de que eran partes integrantes de la misma, la industria, el mundo
cientifico y universitario, la administraciéon y los movimientos
sociales (proteccidén animal y consumidores)
(http://ecopa.vub.ac.be).

REMA se integré e impulsé a ECOPA, participando desde el
principio en el lanzamiento de esta iniciativa, miembros de ella han
formado parte de su junta directiva, ocupando su vicepresidencia el
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Dr. José Vicente Castell, y la presidencia de la misma la Dra. Adela
Lépez de Cerain. Esta coordinacion de los esfuerzos de las distintas
Plataformas europeas se ha convertido en el interlocutor reconocido
en el ambito internacional sobre los procedimientos alternativos.

Participé mediante la Comision Coordinadora de REMA, en sendos
Proyectos demandados por la Unién Europea: 1) Evaluation Socio-
economic impact and the applicability of in vitro alternative methods
of the 5 research contracts in the SFP area 3.1.4. Specific Support
Actions VI Programa Marco IP. IR: Comisién Cordinadora de de
REMA (FP6-2004-Lifessxihealth-5) 2006-2008; 2) Consensus
networrking on alternatives methods within Europe CONAM
European Consensus Platform on 3R-alternatives (ECOPA) Specific
Support Actions VI Programa Marco IR M. Vera Rogier / Bélgica, y
Comisién Corrdinadora de REMA, 2003-2006.

REMA cuenta con una pagina web donde se detalla toda la
informacion, noticias, cursos y actividades de la misma. Sus
miembros desde su constitucion vienen participando en cuantos
cursos, seminarios y jornadas se realizan por las Universidades
espafiolas o en las organizadas por otras entidades; los programas y
contenidos de cada una de las actividades organizadas pueden ser
consultados en su pagina web; y dejan constancia de una clara
predisposicion a colaborar con toda iniciativa que promocione o
difunda el desarrollo del empleo y difusién de las 3Rs.
(http://www.remanet.net)

Colabora desde su constitucién con los diferentes sociedades
cientificas, que contemplan aspectos relacionados con el principio de
las 3R: Reduccion, Refinamiento y Reemplazo del uso de animales en
la experimentacion; de entre ellas deseo destaca a la Sociedad
Espafiola para las Ciencias del Animal de Laboratorio, que ha
organizado mesas redondas en sus congresos sobre métodos
alternativos y ha editado en la revista Animales de Laboratorio, varios
articulos de miembros de REMA [14-17]; y con la Asociacion
Espafiola de Toxicologia, que en 1992 cred el Grupo de Trabajo
Espacializado en Métodos Alternativos (GTEMA), en la actualidad
Seccion de Métodos Alternativos, y en sus respectivos congresos que
bianualmente ha celebrado, ha mantenido una seccion sobre métodos

alternativos [18].

Difunde informacion sobre alternativas mediante su portal en internet
con noticias actualizadas sobre alternativas
(http://www.remanet.net), realiza quincenalmente la difusiéon de un
Boletin de actividades sobre alternativas por correo electronico a las
personas interesadas, dispone de un activo foro de discusion y debate
sobre alternativas denominado 3ERRES con mas de 400 suscriptores
de 14 paises y colabora con los medios de comunicacion social

Promociona las alternativas otorgando premios y becas de asistencia
a congresos y reuniones sobre las mismas, ha organizado 5 jornadas
generales de divulgacion de alternativas y ha participado en mas de
100 actividades cientificas; ha organizado 7 cursos especificos sobre
alternativas, 3 de ellos internacionales, y en cursos de proteccion y
experimentaciéon animal de diversas categorias explicando los
conceptos basicos y las estrategias para identificar alternativas en las
bases de datos y ha difundido procedimientos alternativos; y ha
participado en cursos de formacién del personal de todas las
categorias en diferentes comunidades autdnomas, en este sentido es
de destacar la existencia del buscador especifico de alternativas
(http://buscaalternativas.com).

Mantiene una estrecha colaboracion con el Ministerio de Sanidad,
Servicios Sociales e Igualdad y el Ministerio de Agricultura
Alimentacion y Medio Ambiente, sus representantes forman parte de
REMA como observadores junto al conjunto de los miembros que
forman parte de la Junta Directivade de REMA.

En la Tabla 2, se muestran las personan han formado y que
actualmente forman parte de la Junta Directiva de REMA. La Figura
1 muestra un corolario de sus actividades desde 1995 a 2014,
destacando que en 2009 se celebrd la Jornada conmemorativa del 10*
aniversario de la Red Espafiola para el Desarrollo de Métodos
Alternativos, el 1 de diciembre en Madrid; y en el IUTOX-2010, X7/
International Congress of Toxicology, Barcelona, 2010, se organizd
la sesion “Global impact of the 3Rs strategy on the regulatory
process: sharing experiences and future trends” coordinada por el
Dr. Eugenio Vilanova de AETOX y REMA, y presidente del citado

Tabla 2. Miembros de las Juntas Directivas de REMA (2000-2014)

Miembros de las Juntas Directivas de REMA (2000-2014)

Ejecutiva

Presidente: Guillermo Repetto (U Pablo de Olavide, de Sevilla)
Vicepresidente: Domingo Gargallo (Grupo Ferrer, Barcelona)

Secretario: Alberto Diez Michelena(ANDA/Eurogroup for Animals, Madrid)
Tesorera: M* José Gémez Lechdén (Hospital La Fé, Valencia)

Vocales

e A Pl S

— = \D
PO~

Argelia Castafio (1.S. Carlos Ill, Madrid) - Presidenta de Honor de RFMA
José Vicente Castell (Hospital La Fé, Valencia)
Francisco Ferrandiz (OTIME- Oficina Técnica Internacional del Medicamento)
Adela Lopez de Cerain (Universidad de Navarra, Pamplona)
Eduardo de la Pefia de Torres (CSIC, Madrid) — Presidente de Honor de AETOX
. Pilar Prieto (Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos, Italia)
. Eugenio Vilanova (Universidad Miguel Hernandez, Elche)
. Nicolas Fabre (Unilever, Holanda)
. Joaquin de Lapuente (Parc Cientific de Barcelona)
. Jorge Estévez (Universidad Migucl Hernandez, Elche)

—_
n

Observadores

—_——
=R e

. Elina Valcarce de Angulo. Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad
. Pilar Leon. Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente

. Ana Fresno. Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente

. Mercedes Perote. Area de Proteccion Animal, DGMA. Comunidad de Madrid

—_—
Nel

Miembros

21. Manuel Navarro
22. Miguel Galva

. Consol Fina Montaner- Miembro Honorifico
anteriores 20. Nuria Basi - Miembro Honorifico

23. Joan Albert Vericat (1951-2012)
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Figura 1. Documentacion grafica de actividades de promocion y difusion de métodos alternativos en Espafia

congreso [UTOX2010.

En conclusion la iniciativa de crear la Red Espafiola de Métodos
Alternativos y la constitucion de la misma, por miembros
procedentes de la Academia, Administracion, Industria y Grupos
sociales interesados en la proteccion animal y en los métodos
alternativos, ha permitido difundir, promocionar y desarrollar la
utilizacion y aplicacion de las tres erres (3Rs), y que el modelo de
constitucion se haya aplicado para la formacion de otras nuevas redes
europeas de ECOPA.

Por todo lo citado, las actividades, iniciativas y fomento de las 3Rs,
se han venido desarrollando en la promocion y difusién con un gran
éxito, por la constante, continuada y activa labor que la Red Espafiola
de Métodos Alternativos desarrolla en Espafia en colaboracion con
otras entidades y mantiene desde su constitucion.
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La reduccion del namero de animales de experimentacion y el

calculo del tamafio muestral: una mesa con cinco patas.
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Resumen: El calculo del tamafio muestral necesario para la
consecucion de los objetivos de un experimento esta basado en cuatro
factores interdependientes: tamailo de efecto, nivel de significacion,
potencia estadistica, y variabilidad de la muestra. El trabajo de
planificacién previo a la ejecucion del estudio es fundamental para
obtener el maximo de informacion con el niimero minimo de
animales.

Palabras clave: Estadistica, tamafio muestral, reduccion.

Abstract: Reduction of the number of animals in experiments
and sample size calculation: a five-legged table. Sample size
calculation to accomplish with the objectives of an experiment is
based in four interdependent factors: effect size, significance level,
statistical power and sample variability. The planning of the study,
prior to execution, is fundamental to obtain the maximum of
information from the minimum number of animals.

Keywords: Statistics, sample size, reduction.

Introduccion: planificacion y tamafio muestral

La segunda ley de la Termodinamica establece que, un sistema
aislado, sin un aporte externo de energia, tiende a la uniformidad. En
cambio, mediante una aportacion de energia externa, es posible crear
orden y por tanto generar informacion [1]. Un experimento no deja de
ser en cierto modo un sistema en el que siguen siendo validas las leyes
de la Termodinamica. Por tanto, si no se aporta energia, el resultado
final va a ser el caos. La energia debera aportarla el investigador
responsable. Y una parte importante tendra su fuente en el disefio o
planificacion del experimento. Es importante insistir en este hecho:
Cuanto mas esfuerzo se dedique al planificar, mayor sera la cantidad
de informacion que se obtenga, mejor sera su calidad y, por tanto, los
resultados seran mas fiables. No es esto ninguna opinion, ni responde
a un principio filosofico o una forma de pensar: Es consecuencia
directa de una de las leyes de la Fisica.

El investigador va a planificar su experimento en base a una hipotesis
de partida. Cree que ésta puede ser cierta, y dedica sus esfuerzos a
reunir datos que la apoyen. Una vez analizados estos datos, decidird si
va a considerar cierta su hipotesis, o no. Pero, dado que se esta
operando con el método cientifico, existe una cierta incertidumbre en
la decision que se tome: segun la decision que tome, su resultado,
puede ser erréneo.

Es légico que se plantee si existe alguna manera de controlar esta
incertidumbre. El problema es reunir la suficiente evidencia. La
materia de que esta formada la evidencia son los datos. Y la cantidad
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de datos esta directamente relacionada con el niimero de unidades
experimentales que se utilicen. La unidad experimental es el sujeto
experimental minimo ¢ independiente del resto sobre la que van a
medirse los efectos en los que estd interesada la investigacion. El
numero de sujetos experimentales que se utilicen en un estudio es lo
que se denomina su “tamafio muestral”. Por tanto, cuanto mayor sea
el tamafio muestral mayor va a ser la evidencia que permitira verificar
si la hipotesis que se quiere probar es cierta o no. Pero, por muchas
razones, el tamafio muestral no puede ser tan grande como se desee.
Hay que poner unos limites, principalmente éticos o presupuestarios.
El tamafio muestral adecuado debe ser el minimo que permita llegar a
los objetivos del estudio. La utilizacion de un tamafio muestral
adecuado va a permitir controlar la incertidumbre en la decision de si
la hipotesis de trabajo es cierta o no. En el resto de este articulo vera
como puede lograrse esto y las implicaciones que conlleva.

Material y Métodos: Datos necesarios para el
calculo del tamafio muestral.

No existe un tinico método para el calculo del tamafio muestral. Una
ojeada a Internet nos revela que existe como minimo una férmula
distinta para cada disefio experimental y para cada objetivo que pueda
plantearse. Por ejemplo, en el Centre for Clinical Research and
Biostatistics (CCRB) de la Chinese University of Hong Kong
publican una util pagina web (http://www.cct.cuhk.edu.hk/stat/) para
el célculo en linea del tamafio muestral para diversos disefios y
objetivos experimentales. No cubre todos los casos, pero podemos
usarlo para ilustrar lo que sigue, y su funcionamiento es simple
(existen otros recursos, algunos gratuitos (ver Anexo), asi como
programas comerciales para el calculo del tamafio muestral, que
cubren los supuestos no contemplados por el recurso del CCRB). En
primer lugar hay que escoger el tipo de experimento que se propone
realizar: comparar medias, proporciones, supervivencias, etc. Y
luego hay que escoger el disefio: Una sola muestra, dos muestras
independientes, dos muestras dependientes, etc. Y finalmente hay
que escoger la hipdtesis de partida: Igualdad entre tratamientos,
prueba de no-inferioridad, prueba de superioridad, prueba de
equivalencia...

En este punto se abre un formulario en el que hay que introducir los
datos o parametros necesarios para el calculo del tamafio muestral
necesario para el experimento. Existe un formulario para cada uno de
los posibles caminos en el arbol de decision previo: Objetivo-Diseflo-
Hipdtesis. No obstante, los conceptos comunes subyacentes son
comunes.

Tomemos por ejemplo el caso de la comparacion de dos medias en un
diseflo en paralelo para la prueba de igualdad. Para efectuar el calculo
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es necesario definir las dos hipdtesis que van a ser contrastadas: La
denominada “hipotesis nula” (H,) va a ser que no existen diferencias
entre las medias de los dos grupos experimentales, es decir - =0.
Frente a ella se define la “hipdtesis alternativa” (H,) que es la que
quiere probarse: Existe una cierta diferencia entre las medias de
ambos grupos experimentales, es decir ,- , 0. Los materiales o
parametros necesarios para el calculo son [2]:

Nivel de significacion ()

El nivel de significacion es la probabilidad de un error estadistico de
tipo L. Es el que se cometeria si se aceptase como cierta la hipotesis
alternativa cuando en realidad es falsa (probabilidad de un resultado
falso positivo). Habitualmente se adopta como referencia =0,05 (es
decir, que exista un 5% de probabilidades de que en un experimento
se observen diferencias entre medias que no se corresponden con la
realidad).

Potencia estadistica (1- )

Es el complementario de , el error estadistico de tipo II, que se
comete cuando se decide rechazar la hipotesis alternativa cuando en
realidad es cierta (probabilidad de un resultado falso negativo). La
potencia estadistica es por tanto la probabilidad de aceptar la
hipotesis alternativa cuando es realmente cierta. Habitualmente se
trabaja con una potencia estadistica que toma valores entre un 80% y
un 90%.

Variabilidad muestral ( °)
Se expresa mediante la varianza de lamuestra ( ).

Tamario de efecto (- ,).

Es la diferencia minima que se desea que el experimento pueda
detectar entre las medias de los dos grupos experimentales, con un
nivel de significacion y una potencia 1- . Debe ser una diferencia que
aporte significado a la investigacion, y dentro de los limites de
plausibilidad que marque el modelo experimental que se vaya a
utilizar.

Resultados

Vamos a ilustrar los resultados del calculo del tamafio muestral con el
ejemplo descrito en la Tabla 1 y la Tabla 2. Son datos reales de un
estudio piloto (nunca publicado) realizado en ratas para medir el
cambio en la presion arterial media tras la administracion de un cierto
tratamiento. La utilidad de este estudio fue la estimacion de la
variabilidad muestral en las condiciones del experimento, la cual se
desconocia. La diferencia entre las variabilidades de los dos grupos
experimentales no fue estadisticamente significativa, asi que puede
aceptarse que la desviacion tipica comun es igual a la total =8,11,y
suvarianza ‘=65,77.Asimismo, dado que el tratamiento consistié en
la administracion de una sustancia de referencia, de la cual se conocia
su efecto, se determind que un efecto de interés seria obtener al menos
una diferencia tan grande como la observada en el estudio piloto,
- ,»~8mmHg.

Con estos datos se planted cual deberia ser el tamafio muestral de un
estudio en que se comparase el control con otro tratamiento, y se
quisiese detectar una tamafio de efecto igual a 8, asumiendo una
varianza muestral igual a 65,77, con un nivel de significacion igual a
5%, y una potencia estadistica del 80%. Si se entran estos datos en el
formulario se obtiene que el tamafio muestral necesario es N=17
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animales por grupo experimental.

Tabla 1. Resultados de un estudio piloto en que se compara el
cambio en la presion arterial media (PAM) a los 10 minutos tras la
administracion del tratamiento, respecto al valor basal, en ratas.

PAM, cambio en 10 min (mmHg)
Grupo Exp. Media N Desv. tip.
Vehiculo 3,54 3 828
Test 11,60 6 7,20
Total 8,92 9 811

Tabla 2. Resultados de la prueba de la t de Student para comparar el
cambio en la PAM en los dos grupos experimentales.

t -1,515
gl 7
Sig. (bilateral) 174
Diferencia de medias -8,063
Error tip. de la diferencia 5,322
95% Intervalo de confianza para la diferencia Inferior |-20,647

Superior | 4,521

Discusion

El ejemplo presentado en los resultados es bastante trivial, pero
permite empezar la discusion sobre como puede reducirse el numero
de animales de experimentacion. En primer lugar, debe quedar clara
la relacion que existe entre estos cuatro factores (tamaiio de efecto,
nivel de significacion, potencia estadistica y variabilidad) y el tamafio
muestral. Una vez hechos los célculos y decidido qué hacer y como, y
con cuantos, es como si se hubiese construido una mesa con cinco
patas capaz de mantenerse perfectamente estable. La posterior
alteracion la altura de cualquiera de las cinco patas hara que la mesa
cojee. La potencia estadistica y la variabilidad de la muestra estan
directamente relacionados con el tamafio muestral necesario. Por el
contrario, el nivel de significacién y el tamafio del efecto estan
inversamente relacionados con el tamafio muestral. Fijados tres de los
cuatro parametros, el cuarto determina el tamafio muestral y entonces
la mesa es estable. Alterar cualquiera de los parametros sin ajustar el
resto da como resultado un experimento mal planificado, una mesa
coja.

Existe una decision importante que debe tomarse al inicio de la
planificacion, y es la referente a la hip6tesis de trabajo. Es importante
porque ya se ha visto que segun cudl sea la hipotesis de trabajo, la
formula de calculo del tamafio muestral puede variar y por tanto
también el resultado del céalculo. Grosso modo, existen dos tipos de
hipotesis alternativas: las denominadas bilaterales, y las unilaterales
[3]. Una hipodtesis alternativa bilateral, en cuanto a la diferencia entre
dos medias se refiere, especifica que se espera que esta diferencia sea
distinta de cero, sin importar que sea positiva, o negativa. De ahi la
denominacion de bilateral. En el experimento del ejemplo se ha
optado por una primera aproximacion que seria la de realizar una
prueba bilateral. Esto puede ser razonable cuando se desconoce el
posible efecto del tratamiento. Pero cuando se tiene una idea cierta de
cual podria ser ese efecto o de cual seria el sentido de las diferencias
entre grupos experimentales que tendria sentido bioldgico, es muy
aconsejable plantearse realizar una prueba unilateral. En efecto, se
sabe que el tratamiento incrementa el cambio de la PAM respecto al
grupo Control, y por tanto cuando se investigue un nuevo producto va
a resultar seguramente interesante saber si mejora el resultado del
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tratamiento estandar con que se ha realizado el estudio piloto. Por
tanto, el efecto que se quiere demostrar que existe es que la diferencia
entre las medias del grupo tratado y el grupo control sea superior a 8
mmHg. La hipdtesis alternativa sera que ,- >0, y la hipdtesis nula
sera que ,- , 0. Una prueba unilateral es mas potente que la
correspondiente bilateral. Puede comprobarse que, si se efectia el
calculo, el resultado es N=13 animales por grupo experimental, para
detectar un efecto superior § mmHg, con una variabilidad *=65,77,
un nivel de significacion del 5% y una potencia estadistica del 80%
(para quien quiera reproducir el calculo, debera doblarse el nivel de
significacion unilateral deseado al introducir los parametros en el
formulario).

El parametro de la variabilidad muchas veces es el mas dificil de
estimar. Debe realizarse el esfuerzo de encontrar el dato en trabajos
semejantes publicados con anterioridad. Si ello no es posible,
entonces, deberd plantearse la realizacion de un estudio piloto, con
pocos animales, como el que hemos descrito en el ejemplo, con la
finalidad de obtener esta estimacion de la varianza.

Y una vez conocida la variabilidad muestral, existe otra manera de
reducir el tamafio muestral necesario, que es precisamente reducir
dicha variabilidad. Ello puede conseguirse de diversas maneras. Si el
dato que se va a recopilar depende, por ejemplo, de una intervencion
sobre el animal, ésta debera estandarizarse al maximo para evitar que
variaciones en la condicion inicial del animal provoquen una mayor
variabilidad en la respuesta. También puede ser util plantearse la
utilizacion de una cepa que tenga una menor variabilidad intrinseca
(por ejemplo, cepas consanguineas) [4]. En este aspecto, la
creatividad y la pericia del investigador, deben hacerse notar para
mejorar la calidad de sureactivo biologico.

Conclusiones

El investigador debe plantearse qué quiere encontrar, como quiere
hacerlo, qué riesgos de equivocarse puede asumir, y conocer e
intentar reducir la variabilidad del material bioldgico con que va a
trabajar. De esta manera podra calcular el nimero de animales 6ptimo
para lograr sus objetivos de investigacion.

Invertir en la planificacion y el disefio experimental es una garantia de
que la informacidn que se vaya a obtener sera suficiente, y de calidad.
Esta inversion es la que hace surgir el orden e invierte la tendencia
termodinamica hacia el caos.

Apéndice
Recursos en linea gratuitos que pueden utilizarse para el célculo de

tamarfio muestral.

No existe un recurso que cubra todas las necesidades. Muchos se
complementan entre si. Y es una buena practica efectuar los calculos
en mas de uno, para contrastar resultados.
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-Sample Size Estimation: http://www.cct.cuhk.edu.hk/stat/Means.
htm

Es el utilizado para trabajar el ejemplo que se ha utilizado en este
articulo. Es muy sencillo, y cubre muchas posibilidades de disefio ¢
hipdtesis distintas. Bien documentado.

-G*Power: Statistical Power Analyses for Windows and Mac [5]:
http://www.gpower.hhu.de

Un programa que hay que descargar e instalar en el ordenador. Muy
completo, y bien documentado, en parte, ya que el documento de
ayuda estd sin terminar.

-PS: Power and Sample Size Calculation: http://biostat.mc.
vanderbilt.edu/wiki/Main/PowerSampleSize

Un programa muy sencillo, que tiene la ventaja que los resultados
generan un texto en inglés que puede ser usado directamente como
justificacion del tamafio muestral.

-Java applets for power and sample size [6]
http://homepage.stat.uiowa.edu/~rlenth/Power/

Una coleccion de programas en Java que pueden ser ejecutados desde
el navegador de Internet o bien descargados y ejecutados
directamente desde el ordenador. Muy completo, y bien
documentado.
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Resumen: En este articulo se hace una revision sobre la utilizacion de
animales y de métodos alternativos en docencia y se constata que
todavia se siguen utilizando animales, a pesar de los avances
tecnologicos que permiten cada vez métodos mejores y mas efectivos
para reemplazar a los animales en las practicas docentes. Asi mismo
se analizan las ventajas y las limitaciones que pueden presentar estos
métodos y se hace una revision bibliografica de los ultimos articulos
publicados en este sentido. A pesar, de existir muchos docentes que
utilizan métodos alternativos, no existen demasiados articulos que
nos informen de la situacion de las alternativas ni tampoco de los
beneficios que aportan a los estudiantes.

Palabras clave: docencia, animales de laboratorio, simuladores, in
vitro, auto-experimentacion

Abstract: Alternatives to laboraroty animals in education. This
paper is a review on the use of laboratory animals and alternatives
methods in education. Laboratory animals are still used despite
technological advances that allow better alternative methods and
more effectives to replace animals in laboratory practices.
Moreover, we analyze the advantages and limitations of these
alternative methods and we review the literature of the last years in
this field. Although, there are many teachers who use alternative
methods, there are not too many papers giving information about the
real situation of alternatives neither the benefits for students

Key words: education, laboratory animals, computer simulations, in
vitro, self-experimentation

Introduccion

Desde que en 1959 Russell y Burch describieron el principio de las
3Rs (Reduccidon, Refinamiento y Reemplazo) de los animales de
laboratorio, en su libro “The principles of Humane experimental
technique™[1], se han producido numerosos cambios en la utilizacion
de los mismos, tanto en el ambito de la investigacion como de la
docencia. En los ultimos afios se ha reducido el nimero de animales
utilizados para fines docentes, si bien, todavia se utilizan numerosos
animales de laboratorio. Asi en el ultimo informe de la Comisioén
Europea sobre los animales utilizados en Europa en el afio 2011, se
puede ver como se ha pasado a un total 179.981 animales, que
representa un 1.56% del total de animales utilizados (Figura 1) [2] .
Este valor se ha reducido a la mitad respecto al afio 2002 en que
representabaun 3% del total (Figura 2).

Este numero de animales, en realidad es superior, ya que en esta cifra
no se contabilizan, por ejemplo, a aquellos animales que han sido
sacrificados previamente para realizar algin procedimiento en
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practicas de laboratorio. En muchos casos estos niimeros no son bien
conocidos, pues en algunos paises no se informa adecuadamente del
uso de animales en docencia, si bien cada vez los datos aportados por
los diferentes paises son mas fiables.

Toxicologiay Docenciay
evaluacion  Diagnéstico entrenamiento

seguridad enfermedades 1%
9% 2%

14D humana
veterinariaetc
19%

Producciény
control
medicamentos
veterinaria
3%

Producciony

control
medicament
humana |§
11%

P Biologia
fundamental
46%

Figura 1. Distribucién de animales utilizados con diferentes
finalidades en la Union Europea en el aflo 2011, adaptado del informe
de la Comision Europea [2]
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Figura 2. Evolucién del nimero de animales utilizados con fines
docentes en la Unién Europea desde 2002 hasta 2011, adaptado del
informe de la Comisioén Europea [2]

La disminucion del nimero de animales utilizados para educacion y
formacion puede atribuirse a la aplicacion de técnicas alternativas y a
lareutilizacion de animales, si bien todavia resulta elevado.

En cuanto a las especies utilizadas, se observa en dicho informe que
lamayoria sonratones y ratas (Tabla 1, Figura 3)

En algunas materias como Farmacologia, Fisiologia, Toxicologia o
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Anatomia, se realizan practicas de laboratorio que implican el uso de
animales o sus tejidos. En muchos casos, los objetivos de estas clases
estan poco definidos, y en otros se habla de la necesidad de aprender
habilidades practicas y de laboratorio, habilidades relacionadas con
la manipulacion de animales, y la diseccién o cirugia. También se
indica que este tipo de practicas son importantes para reforzar los
conocimientos adquiridos en clases tedricas, aprender a hacer
mediciones, toma de datos, analisis, representacion e interpretacion
de los mismos. También para adquirir habilidades relacionadas con la
comunicacion oral y escrita y para desarrollar actitudes responsables
hacia los animales de experimentacion.

Tabla 1. Numero total de animales de diferentes especies utilizados
en la docencia y el entrenamiento en Europa durante el aiio 2011,
segun el ultimo informe de la Comision Europea [2]

____ Especie ____N°de animales

Raton 82167

Rata 48152
Otros roedores 4234
Conejos 2068
Carnivoros 1149

Herbivoros 14297
Monos 209

Otros mamiferos 26

Pajaros 3025

Animales de sangre fria 24654

Total 179981

Animales sangre

Otros mamiferos c
fria

Ratén
45,65%

0,64%
Conejos
1,15%

Otros
roedores
2,35%

Rata
26,75%

Figura 3. Distribucidon por especies del numero de animales
utilizados con fines docentes en la Union Europea en el afio 2011,
adaptado del informe de la Comisién Europea [2]

Estos objetivos son importantes, pero en la mayoria de casos también
se pueden alcanzar utilizando métodos alternativos [3].

Aspectos legales del uso de animales de laboratorio en
docencia

La Directiva2010/63/EU del Parlamento europeo y del consejo de 22
de septiembre de 2010 [4] relativa a la proteccion de los animales
utilizados para fines cientificos es la que regula a nivel europeo el uso
de animales de experimentacion y que sustituyé a la anterior
Directiva 86/609/CEE. Esta directiva se basdé en el Convenio
Europeo sobre la proteccion de los animales vertebrados utilizados
para experimentacion y otros fines cientificos en el que ya se
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especificaba en el articulo 25: “aquellos procedimientos llevados a
cabo con fines educativos o de entrenamiento se deben restringir a los
absolutamente necesarios para los fines relativos a la ensefianza y el
entrenamiento y se permitiran inicamente si sus objetivos no pueden
ser conseguidos con métodos audiovisuales u otros que sean
suficientemente efectivos”.

A nivel espafiol la directiva se traspuso a la ley en forma del Real
Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia
[5].

Recientemente, en febrero de 2014 se ha publicado un documento
sobre la aplicacion de la Directiva 2010/63/EU sobre animales de
experimentacion con finalidades docentes y de entrenamiento. Dicho
documento esta destinado a servir de guia a los diferentes paises
miembros de 1a Union Europea en la aplicacion de dicha directiva [6].
En primer lugar se distingue entre la docencia y el entrenamiento ya
que cada caso implica unas connotaciones diferentes en cuanto al uso
de animales de laboratorio. Se destaca que en todos los casos que
suponga dolor, o sufrimiento para los animales se necesita una
autorizacion especifica. Cuando se solicita dicha autorizacion, es
necesario indicar que se ha explorado la posibilidad de utilizar
alternativas y se han de definir muy bien los beneficios del uso de
animales respecto a modelos sin animales.

Clasificacion de los métodos alternativos en docencia

El desarrollo de métodos alternativos para la docencia no es nuevo y
asi en el informe de la reunion de expertos en métodos alternativos en
docencia, organizado por ECVAM en 1999 [7], ya se identificaron
varios tipos de métodos: a) modelos y maniquies b) peliculas y videos
¢) simulaciones de ordenador y sistemas de realidad virtual d) auto-
experimentacion en el propio individuo, e) experimentos con plantas
f) uso de material procedente de mataderos g) estudios in vifro con
lineas celulares h) aprovechamiento de animales muertos de forma
natural o utilizados después de un procedimiento cientifico i) practica
clinica. Entre las propuestas de alternativas que se suelen utilizar,
especialmente en las facultades de veterinaria es la utilizacion ética
de cadaveres procedentes de donaciones desinteresadas [8,9].
Recientemente se han hecho otras propuestas como es la utilizacion
de invertebrados [10], asi como el uso de tejidos procedentes de
animales de consumo (ej.: muslo de pollo, etc.) para la ensefianza de
microcirugia, sin necesidad de utilizar animales de laboratorio
[11,12].

Los métodos alternativos presentan ciertas ventajas respecto al uso
de animales. En aquellos casos en que los estudiantes no estan
suficientemente preparados para trabajar con animales, puede
resultar una experiencia desagradable el enfrentarse al sufrimiento y
sacrificio de los animales. Cuando se realiza un experimento con
animales, en la mayoria de los casos unicamente se puede realizar una
vez ya que si se tiene que repetir implica un mayor coste y tiempo. Por
el contrario, un método alternativo se puede repetir las veces que sea
necesario, hasta que el estudiante comprenda aquello que representa
el fundamento de la practica que esta realizando. Los métodos
alternativos evitan la experiencia negativa de aquellos experimentos
que no se han podido realizar adecuadamente o han dado datos
ambiguos. Los métodos alternativos, en especial los basados en
programas de ordenador, pueden incluir preguntas para el auto-
aprendizaje y la valoracion del grado de comprension del
procedimiento a estudiar. Aquellos que utilizan técnicas
audiovisuales modernas permiten la posibilidad de demostrar
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fendmenos que no son observables en los experimentos con animales,
como por ejemplo la observacion de animaciones sobre las funciones
celulares o de los 6rganos.

Las simulaciones para ordenador, a pesar de que resultan costosas al
principio y es la excusa para que algunos profesores no las
implementen, tienen muchas ventajas. Entre ellas se puede citar que
el estudiante puede aplicar diferentes variables en un corto periodo de
tiempo, pueden proporcionar una retroalimentacion y numerosas
ayudas, los experimentos se pueden repetir tantas veces como se
quiera y en cualquier sitio. Su coste-efectividad es mejor que en el
caso de los animales y por ultimo estimula la creatividad del profesor
comparada con métodos convencionales como la diseccion [13].

Los métodos de auto-experimentacion resultan muy ttiles cuando
estudiamos Fisiologia, pues permiten al estudiante hacer
determinadas mediciones sobre su propio cuerpo. Ejemplos los
tenemos en las determinaciones de presion arterial, ritmo cardiaco,
electromiografia etc. Este tipo de practicas de laboratorio son muy
bien aceptadas por los estudiantes [ 14].

Es indudable que actualmente existe un gran niimero de métodos
alternativos y resulta dificil elegir entre los que se nos ofrece. En la
web (http://Buscaalternativas.com) [15], se ha hecho una
recopilacion exhaustiva de diferentes paginas web sobre métodos
alternativos. En dicha pagina se explica como hacer una busqueda de
métodos alternativos y las estrategias de busqueda. En relacion con
las alternativas en docencia, existen enlaces con bases de datos sobre
docencia y también diferentes simulaciones gratuitas que pueden ser
de utilidad para el profesorado interesado en implantar métodos
alternativos en sus clases.

Una buena base de datos que aporta informacion al respecto es
NORINA (http://oslovet.norecopa.no/fag.aspx?fag=57&mnu=
databases 1) [16]. Se trata de una base de datos en inglés con
informacion sobre unas 3500 alternativas al uso de animales en
docencia y entrenamiento desde la escuela hasta la universidad. Esta
informacion se ha recopilado desde 1991 y se va actualizando
periddicamente. Se puede hacer una buisqueda por diferentes
categorias de alternativas y para diferentes disciplinas que impliquen
uso de animales de laboratorio. Desde 2011 se encarga de la base de
datos Norecopa (Norwegian consensus plataform for replacement,
reduction and refinement of animal experimentation) y el proyecto
esta financiado actualmente por Nordisk Samfunn mot
Smertevoldende Dyreforsek. También cuenta con otra base de datos
TextBase con informacién sobre mas de 1500 libros sobre animales
de laboratorio.

Otra buena fuente de informacion sobre métodos alternativos en
educacion es INTERNICHE (http://www.interniche.org) [17] que
constituye una red internacional sobre educacion humanitaria. Esta
organizacion promociona el uso de métodos alternativos en todo el
mundo. También dispone de un sistema de préstamo de métodos
alternativos, pensado para que el profesorado pueda ver y probar los
diferentes métodos, antes de su adquisicion para ser utilizados por
sus estudiantes. También existe un libro “from Guinea Pig to
Computer Mouse: Alternative methods for a progressive, humane
education” que recoge todas las alternativas en el mercado, con
explicaciones sobre las mismas, el suministrador, precio, etc. [18]. El
libro esta traducido a diferentes idiomas, francés, aleman, italiano,
espafiol, portugués, portugués brasilefio, ruso, arabe, chino mandarin
y japonés y actualmente esta en su segunda edicion.

Cuando un profesor, se plantea el reemplazo de las practicas
tradicionales con animales, por algin método alternativo, se
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encuentra que tiene que elaborar su propio material o recurrir a los
existentes en el mercado. La elaboracién de un material docente
alternativo, constituye un gran trabajo y una dedicacion exclusiva y
no todos los profesores estamos capacitados para realizarlo,
utilizando determinadas herramientas informaticas, ademas del
elevado coste de realizacion. Es por ello que una solucion es la
utilizacion y adaptacion de material ya existente. En ese caso nos
encontramos con una gran cantidad de material del cual es dificil
diferenciar el bueno del malo, si no se puede consultar con suficiente
tiempo y analizar su posible utilizacién para el fin de nuestras
practicas. Con la finalidad de servir de guia para el profesorado,
durante un tiempo existié una red europea de profesores interesados
en los métodos alternativos denominada EURCA que realizaba una
revision de los diferentes métodos dando informacion mas detallada a
los profesores [19,20]. Por desgracia, dicho proyecto dejé de estar
activo en el momento que desaparecio la financiacion que permitia su
funcionamiento.

A pesar de la existencia de gran niimero de métodos alternativos,
existen todavia problemas relacionados con su introduccion. En
primer lugar existe una resistencia por parte de algunos profesores
para cambiar su opinion sobre los métodos alternativos y necesitan
ser convencidos de las ventajas de la utilizacion de alternativas. En
muchos casos consideran los métodos alternativos de menor calidad
docente que las practicas tradicionales con animales [21,22].

Beneficios de los métodos alternativos en docencia

Sin considerar los aspectos éticos, no existen demasiados estudios
comparativos sobre los beneficios de un método alternativo y un
método con animales [23,24]; La incorporacion de métodos
alternativos en las clases practicas comprende una inversion inicial de
tiempo y dinero. Por otro lado, no existe una buena informacion sobre
el material existente ni sobre la calidad del mismo. En el aflo 2007 se
publicd un estudio retrospectivo de los trabajos publicados entre 1996
y 2004 en Estados Unidos, en los que se comparaban los resultados
obtenidos entre estudiantes que utilizaban métodos tradicionales con
animales y métodos alternativos. Se contabilizaron 17 estudios de los
cuales 5 correspondian a estudiantes de Veterinaria, 3 a estudiantes de
Medicina, 6 a estudios universitarios de diferentes disciplinas y 3 a
estudiantes preuniversitarios de Biologia. El niimero de estudiantes
en cada estudio estaba entre 14 y 283. A pesar que el nimero de
estudios y estudiantes no era elevado los resultados académicos
parece no diferir en los grupos que utilizan animales y los que no
utilizan animales [25].

Los enormes avances en la informatica y en la tecnologia de la
informacion han producido un cambio en el sistema educativo.
Existen métodos novedosos para enseflar Anatomia, Fisiologia y
otras disciplinas en diferentes formatos como los modelos
tridimensionales, las simulaciones para ordenador, videos, etc. Los
profesores han empezado a darse cuenta que los estudiantes pueden
aprender igual utilizando esta moderna tecnologia [7].

Una de las disciplinas que tradicionalmente ha utilizado animales es
anatomia, en la que se realizaba la diseccion de animales, siendo una
de las practicas que mas debates ha desencadenado. En muchos casos
en ciencias basicas la practica de anatomia aporta pocos
conocimientos y a pesar que el estudiante adquiera habilidades estas
tienen poca relevancia para sus carreras futuras [26]. Una de las
alternativas propuestas es la sustitucion de la diseccion de gatos por
un modelo plastificado humano. En un trabajo previo se observo que
los estudiantes que realizaban su aprendizaje con el modelo
plastificado obtenian mejores puntuaciones que los que realizaban




una diseccion tradicional en gato [24]. Al final de dicha experiencia
los estudiantes que utilizaron gatos consideraron que era mas efectiva
respecto a su opinion inicial, mientras los que utilizaron modelos, no
variaron su apreciacion respecto al inicio. A pesar de que en ese
estudio no parecia que los estudiantes apreciaran el uso de
alternativas, en un trabajo similar realizado recientemente y en
condiciones similares se observo que los modelos plastificados eran
la técnica preferida por los estudiantes en su percepcion subjetiva de
su experiencia de aprendizaje [27]. Estos tltimos resultados parecen
cambiar la opinion de los estudiantes a favor del uso de alternativas.

Otro tipo de alternativas que ha sido estudiada en cuanto a su eficacia
es la utilizacion de un CD para el autoaprendizaje en veterinaria. En
este caso concreto se compararon estudiantes que utilizaron un
programa de ordenador para aprender a introducir una sonda
nasogastrica en caballos y los que observaron como lo hacia el
profesor directamente en el animal. Al final del proceso se observo
como los estudiantes que habian aprendido con el CD obtenian mejor
puntuacion en el test de conocimiento y también realizaban mejor la
maniobra [28].

Otros estudios han mostrado el grado de satisfaccion de los
estudiantes con experimentos virtuales en Farmacologia, si bien en
algunos casos preferian realizar tanto experimentos virtuales como
con animales ya que consideraban que necesitaban estos tltimos si se
iban a dedicar a la investigacion [29]. En general, los estudiantes se
sienten mas confiados si utilizan métodos alternativos [30].

En la utilizacién de métodos alternativos en docencia, juega un papel
importante el profesor. Este tiene que saber transmitir al estudiante la
necesidad de sustituir los animales por otros métodos, de una manera
adecuada, ademas de explicarle previamente todos los aspectos éticos
y legales del uso de animales de laboratorio.

Limitaciones del uso de métodos alternativos en docencia

El impacto y las ventajas educativas de los sistemas de aprendizaje
basados en el uso de ordenador para simular experimentos en
Farmacologia y otras disciplinas biomédicas en educacion superior
ha estado muy bien documentado [31-33]. La mayoria de estos
programas se desarrollaron en los afios 90 como aplicaciones
multimedia y suministradas por universidades en formato CD, a
través de servidores locales. En la mayoria de los casos se utilizaban
programas comerciales autorizados. Estas tecnologias han cambiado
de DOS a Windows y de procesadores mas lentos a procesadores mas
rapidos y a pantallas de mayor resolucion y continiia cambiando muy
deprisa.

Estos cambios representan que muchos programas cuyo contenido
educativo es todavia valido, pero las tecnologias han quedado
obsoletas con posibilidades de que se pierdan definitivamente.

Con las posibilidades actuales de acceso a internet existe una
demanda de los estudiantes para poder acceder a los recursos
educativos desde cualquier parte y a través de webs.

La utilidad de los programas depende de la proximidad del programa
alas necesidades del profesor y a la capacidad para adoptar materiales
desarrollados en cualquier parte. Los profesores en general no tienen
habilidades ni tiempo para desarrollar sus propios programas y es
dificil adaptar los programas a sus propias necesidades. En la
actualidad los profesores necesitan materiales docentes basados en
webs y que puedan ser editados por los profesores segun sus
necesidades [34].

Una de las principales limitaciones del uso de métodos alternativos,
es que en muchos casos se tratan de programas que se encuentran en
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inglés y esto dificulta el aprendizaje de los estudiantes [35]. Por ello
hay que destacar las iniciativas de diferentes universidades para la
elaboracion de su propio material en el idioma propio del pais.

Podemos poner ejemplos como la realizacion de videos para practicas
de Fisiologia en la Facultad de Veterinaria de Madrid. Tal como
indican los autores las ventajas que se consiguen con estos videos
son: la disminucidn del nimero de animales utilizados, la posibilidad
de utilizacion del material audiovisual durante varios afios, la
utilizacion del material audiovisual en distintos espacios fisicos:
clases, seminarios, practicas, consultas, aulas de informatica, etc, y
el uso de mejores técnicas pedagogicas [36]. Evidentemente, existen
mas trabajos en los que se desarrollan alternativas, pero no han sido
publicados y es dificil tener conocimiento de su existencia, a no ser
que sea a través de congresos en los que se presentan estos trabajos. Se
deberia animar al profesorado que ha desarrollado métodos
alternativos o que los aplica en su docencia a hacer participes a la
comunidad universitaria de sus actividades en este campo.

Pero la gran limitacion para el uso de métodos alternativos en
docencia, todavia es la reticencia de muchos profesores que no ven o
quieren ver las ventajas de estos métodos y que todavia defienden la
necesidad de utilizar animales de laboratorio en las practicas,
justificandolas como fundamentales para la formacion de sus
estudiantes.

Existe un desconocimiento de los propios profesores sobre la
introduccion de las 3Rs en docencia, tal como se desprende de un
estudio realizado en Alemania [37]. En este estudio se observo que
una gran mayoria de los docentes no estaban interesados en
implementar estos métodos.

Toda esta reticencia se eliminaria si existiera una buena difusion del
principio de la 3Rs entre los docentes. En este sentido la reunion de
expertos internacionales que organizo el Center for Alternatives to
Animal Testing in Europe (CAAT-Europa) conjuntamente con
Transatlantic Think Tank for Toxicology (t4) evidencié dichos
aspectos y limitaciones en la introduccion del concepto de 3Rs [38].

Avances en la implementacion de métodos alternativos en
docencia

En diferentes facultades se van introduciendo los métodos
alternativos. En el caso de las facultades de Veterinaria, los profesores
preparan a los estudiantes para la practica veterinaria que requiere la
utilizacion de animales y el entrenamiento en su uso, asi como en la
administracion de anestesia que es fundamental. Sin embargo, el
consumo de animales en los laboratorios esta cada vez mas regulado y
el numero de animales esta disminuyendo en los ltimos afios. Estos
cambios se estan dando en la mayoria de facultades de Veterinaria en
Estados Unidos [39], siendo la Universidad de California la pionera
en este cambio [40].

Se han hecho varios estudios sobre la implementacion de métodos
alternativos en diferentes paises [41-51] (Tabla 2). A pesar que se
estan introduciendo los métodos alternativos, todavia, en muchos
casos, se observa un desconocimiento por parte de los profesores y de
los estudiantes en cuanto a la existencia de métodos alternativos y el
propio concepto de 3Rs, tal como se ha mencionado anteriormente y
en muchos casos también hay un desconocimiento de la legislacion
referente al uso de animales de laboratorio.
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Tabla 2. Resumen de la bibliografia sobre la implementacion de los
métodos alternativos en docencia en diferentes paises.

India Badyal y col. 2011 26

Sathyanarayana 2013 13

Shehnaz et al. 47
Espafia Vinardell 2012 14
Europa del Este  Dewhurst DG, Kojic ZZ. (2011) 39
Estados Unidos Hart y col 2003, 2004 40,41
Corea Lec y col. 2010 42

Choe y, Lee 2013 43
Kenia Kimwele y col. 2011 44
Brasil Deguchi y col. 2012 45
México Perez-Rivero y Rendon-Franco 2012 46
Australia Whittaker y Anderson, 2013 48
China Kong y Qin 2010 49
Balcanes Kojic y Dewhurst, 2009 50
Rusia Jukes 2008 51

Conclusiones

A pesar que cada vez se estan perfeccionando mas, las simulaciones
modelos para ordenador, asi como los modelos y otras alternativas
utilizadas en las practicas docentes para reemplazar a los animales de
laboratorio, todavia se siguen utilizando estos en muchas
universidades de todo el mundo. En los ultimos afios se han publicado
diversos estudios mostrando las ventajas de los métodos alternativos,
asi como la implantacion de los mismos. Se han podido constatar las
ventajas de las alternativas respecto a los métodos tradicionales con
animales, pero todavia existe una cierta reticencia por parte del
profesorado a su utilizacion. Es necesario realizar un esfuerzo para
difundir estos métodos entre la comunidad universitaria.
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Resumen: La sensibilizacion dérmica constituye uno de los efectos
adversos sobre la piel mas comun en las enfermedades laborales y que
ademas afecta a toda la poblacion al ser causada por productos
quimicos que son frecuentemente utilizados en el hogar, tanto
aquellos destinados a la limpieza como a los productos de higiene
personal. La necesidad de evaluar el posible dafio que puede causar
un agente quimico sobre la piel, en lo que conocemos como
sensibilizacion dérmica, estd recogido en las distintas legislaciones
relacionadas con la evaluacion del riesgo para la salud derivado de la
comercializacion de productos quimicos: REACH (Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of chemicals), Biocidas,
Cosméticos....Actualmente los métodos aprobados por la OECD
(Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico)
utilizando animales, son los Unicos capaces de evaluar el dafio, por
una parte, y clasificar un potencial sensibilizante, por otra. Los
esfuerzos en investigacion realizados en los tltimos aflos, junto con el
empuje de EURL-ECVAM (European Union Reference Laboratory
for alternatives to animal testing) han permitido validar métodos in
vitro que, aunque no sustituyen totalmente los ensayos con animales
al evaluar solo un evento dentro del proceso de sensibilizacion
(DPRA, KeratinoSens y h-CLAT), si pueden formar parte de una
estrategia integrada con la cual poder evaluar el riesgo que supone
para la salud la utilizacién de potenciales sensibilizantes dérmicos.
La experimentacién que se llevard a cabo en los préximos afios
aportara importantes novedades en este apartado.

Palabras Clave: Sensibilizacion dérmica, métodos alternativos,
evaluacion del riesgo.

Abstract: Progresses in the skin sensitization assessment using
alternative methods. Skin sensitization is one of the most common
adverse effects on skin in occupational diseases. It affects the whole
population and it is caused by household chemical products, used as
much as in cleaning as in personal hygiene. According to the
legislation related to health risk assessment resulting from chemical
products commercialization (Registration, Evaluation, Authorization
and Restriction of chemicals (REACH), biocides, cosmetics....) it is
necessary to evaluate the possible damage that a chemical may cause
onto skin. This is known as skin sensitization. Nowadays, animal test
methods officially accepted by the OECD (Organization for
Economic Cooperation and Development) are the only ones capable
of evaluate the risk on one side, and classify a potential sensitizer on
the other. However, the development and validation of in vitro
methods to evaluate skin sensitization are improving steadily with
contributions from the EURL ECVAM (European Union Reference
Laboratory for alternatives to animal testing). Despite these methods
(DPRA, KeratinoSens™ y h-CLAT) are relatively static and focus
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only in one event of the skin sensitization process, they may become
part of an integrated testing strategy for the risk assessment of
potential skin sensitizers. Further testing over the coming years will
bring significant advances in this field.

Key Words: Skin sensitization, alternative methods, risk assessment.

Introduccion

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo. Ademas de actuar como
escudo protector contra el calor, la luz, lesiones e infecciones, la piel
posee otras propiedades esenciales para el mantenimiento de las
funciones celulares. Esta barrera protectora, mantiene la integridad
del cuerpo, absorbe y elimina liquidos, regula la temperatura, impide
la pérdida y entrada de agua, absorbe y filtra radiaciones (UV),
metaboliza la vitamina D, tiene funciones sensitivas, impide la
entrada de microorganismos, etc... [1].

Las enfermedades que afectan a la piel, aunque estadisticamente no
representan una de las primeras causas de mortalidad en el mundo,
ocupan un lugar importante en cuanto al nimero de personas que se
ven afectadas y la alteracion en la calidad de vida que suponen. En
Espaiia representan aproximadamente el 6% de las enfermedades
profesionales declaradas [2]. Muchas de estas enfermedades no
suponen un riesgo mortal para la salud, pero si conllevan una menor
calidad de vida a los que las padecen, y necesitan del tratamiento
médico adecuado. Por ello, resulta imprescindible conocer los
mecanismos biologicos implicados asi como disponer de métodos
que permitan la evaluacion de los posibles efectos adversos sobre la
piel.

El progreso técnico llevado a cabo por la industria, la agricultura o la
mineria esta directamente relacionado con el desarrollo de
enfermedades de la piel. Asi, los primeros efectos nocivos descritos
fueron ulceraciones de la piel causadas por sales metalicas en la
mineria [3]. El descubrimiento de nuevos materiales y su posterior
utilizacion, han provocado una alteracion en la salud de la piel de las
personas. En la actualidad, se han identificado mas de 4000 productos
como sensibilizantes dérmicos y se ha calculado que en Europa la tasa
de prevalencia de la enfermedad esta comprendida entre 7,2 y 18,6%
con una incidencia cada vez mas en aumento debido a las repetidas
exposiciones a sensibilizantes [4].

Tanto los productos quimicos medioambientales como aquellos que
se utilizan en el hogar (para limpieza o higiene personal), entran en
contacto con la piel y, en algunos casos, pueden tener efectos no
deseados. Entre estos efectos se podrian citar la accion irritante al
aplicar el producto directamente sobre la piel, el efecto fotoirritante
cuando tras su aplicacion incide la luz ultravioleta-visible del sol o
bien un efecto sensibilizante causado por alguno de los componentes
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tras repetidas exposiciones al mismo.

Sensibilizacion dérmica es un término utilizado para describir a nivel
regulatorio los dafios conocidos como dermatitis de contacto alérgica
(Allergic Contact Dermatitis, ACD) o hipersensibilidad por contacto,
un importante punto a tener en consideracion en la evaluacion del
dafio y del riesgo de los productos quimicos. De acuerdo a la
definicion de la Union Europea: un sensibilizante dérmico es una
sustancia que causa una respuesta alérgica como consecuencia del
contacto con lapiel [5].

La informacion sobre el potencial de sensibilizacion de las sustancias
representa un requisito esencial en la proteccion de la salud y el
medioambiente y queda reflejada en la legislacion promovida por la
Unién Europea.

La Legislacion REACH (EC) n°® 1907/2006, relativa al Registro,
Evaluacion, Autorizacion y Restriccion de productos quimicos es de
aplicacion para todas las sustancias quimicas, tanto las utilizadas en
procesos industriales como las contenidas en productos de consumo.
Para cumplir con la legislacion, las empresas deben identificar y
comunicar los riesgos para los usuarios de los productos fabricados y
comercializados en la UE. La evaluacion de la sensibilidad dérmica
esta entre los requerimientos estandar de informacion necesaria para
sustancias fabricadas o importadas en cantidades superiores o iguales
a 1 tonelada, lo que lo convierte en requisito para todos los productos
quimicos registrados bajo REACH. Estas sustancias deberan estar
registradas para el 31 de mayo de 2018.

Se estima que se necesitara informacién de 20.000 productos
quimicos y, asumiendo que puedan agruparse en un 50%, 10.000
productos quimicos deberdan ser estudiados para evaluar su
sensibilidad dérmica utilizando ensayos en animales, a no ser que los
métodos alternativos estén disponibles en este tiempo.

La informacién sobre sensibilizacion dérmica es también requisito
reflejado en las directivas sobre comercializacion de Biocidas
(Regulacion (EU) N° 528/2012) y de Productos de Proteccion de
Plantas (Regulacion (EC) N° 1107/2009).

En cuanto a los productos cosméticos, la legislacion (Directiva
Cosmética (76/768/EEC) y su 7* enmienda (Directiva 2003/15/EC)
establece que deben ser evaluados todos los ingredientes
independientemente de su volumen de produccién. La
sensibilizacion dérmica se encuentra entre los puntos mas relevantes
en la evaluacion del perfil toxicoldgico de estos productos. La
regulacion de productos cosméticos es la mas avanzada en el sentido
de que exige no solo la identificacion del peligro, sino también la
caracterizacion del riesgo, para lo que se necesita conocer la potencia
del sensibilizante.

Mecanismos moleculares en la sensibilizacion dérmica

La dermatitis de contacto alérgica (ACD) se caracteriza por
enrojecimiento de la piel, acompafiada de episodios de picor
periddicos y recurrentes. Con una prevalencia del 15-20%, 1a ACD ha
llegado a ser un gran problema de salud medioambiental y
ocupacional. La ACD es una enfermedad cronica y la recomendacion
a los individuos afectados es evitar completamente los alérgenos por
contacto.

Anivel biologico la ACD es un proceso inmunoldgico que se describe
en dos etapas: la induccién de la sensibilizacion y la elicitacion de la
respuesta inmunologica [7]. En la fase de induccion o de adquisicion,
el alérgeno penetra la epidermis de la piel. Durante esta etapa los
compuestos quimicos estan sujetos a procesos de biotransformacion
que pueden aumentar o disminuir el potencial alergénico. El
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compuesto quimico o su metabolito, forma un conjugado estable con
proteinas transportadoras de la piel. Este conjugado estable (o
complejo proteina-hapteno) es procesado por las células dendriticas
epidérmicas (células de Langerhans) y dérmicas, con la consiguiente
activacion y maduracion de estas células mientras migran hacia los
noédulos linfaticos. Asimismo, los complejos proteina-hapteno
pueden también reaccionar y activar la respuesta en los
queratinocitos, que a su vez también pueden interactuar con las
células dendriticas. En los nodulos linfaticos, las células dendriticas
realizan el proceso de presentacion antigénica a los linfocitos T,
induciendo la diferenciacion y proliferacion de las células T alérgeno-
especificas, algunas de las cuales recirculan a través del organismo
(figura 1) [8].
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Figura 1. Fase de induccién de la sensibilizacion dérmica. Fuente:
“The adverse outcome pathway for skin sensitization initiated by
covalent binding to proteins” (OECD) [8].

La fase de elicitacion ocurre después del contacto con el mismo
alérgeno. Se forma de nuevo el conjugado hapteno-proteina que
posteriormente es captado por las células dendriticas epidérmicas, asi
como por otras células presentadoras del antigeno. Las células
alérgeno-especificas circulantes secretan citoquinas especificas que
inducen la liberacion de citoquinas inflamatorias y la movilizacion de
células T citotdxicas, asi como otras células inflamatorias a partir de
la sangre circulante. Estas células migran a la epidermis de la piel e
inducen la tipica respuesta inflamatoria con enrojecimiento,
ampollas, y picor y quemazon de la piel (figura 2) [8].
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Figura 2. Fase de elicitacion de la sensibilizacion dérmica. Fuente:
“The adverse outcome pathway for skin sensitization initiated by
covalent binding to proteins” (OECD) [8].
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La secuencia de mecanismos adversos (Adverse outcome pathway;
AOP) es la sucesion de eventos que suceden a partir de una estructura
quimica, pasando por los eventos moleculares iniciales hasta que
sucede la reaccion in vivo. Cada AOP representa el conocimiento que
se tiene de las relaciones que existen desde el inicio de la reaccién
molecular hasta la reaccion adversa, a nivel del individuo. El
diagrama de flujo de los eventos asociados con la sensibilizacion
dérmica estd recogido en el documento publicado por la OECD
(figura 3) [8,9] y reconoce 4 pasos clave desde el inicio hasta que
sucede el efecto adverso. El primero es la interaccion molecular con
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incluye las respuestas inflamatorias asi como la expresion génica
asociada con vias especificas de sefializacion celular, tales como la
ruta dependiente del elemento de respuesta antioxidante/electréfilo
(antioxidant/electrophile response element; ARE/EpRE). El tercer
paso es la activacion de las células dendriticas, que se miden por
expresion de marcadores de superficie, quimioquinas y citoquinas.
Por tltimo, el cuarto paso clave es la proliferacion de las células T,
que se mide de forma indirecta en el ensayo LLNA.
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Figura 3. Diagrama de flujo de los mecanismos asociados con la sensibilizacion dérmica. Fuente: “The adverse outcome pathway for skin

sensitization initiated by covalent binding to proteins” (OECD) [8].

Evaluacion de la sensibilizacion dérmica

La capacidad de un compuesto quimico de inducir sensibilizacion se
evaliia mediante métodos recogidos en la legislacion, con el objeto de
limitar y controlar el uso de productos sensibilizantes que pueden
llegar al consumidor.

Tradicionalmente, los ensayos de sensibilizacion se han realizado en
animales, siendo el método de maximizacién en cobayas el mas
utilizado. Dicho método fue descrito por Magnusson y Kligman en
1969 [10] y evalua las fases de induccion y elicitacion del proceso de
sensibilizacion dérmica. Se rasura la piel del cobaya y se realiza una
inyeccion intradérmica del producto en estudio junto con adyuvante
de Freund para potenciar el efecto sensibilizante. Una semana
después se realiza una aplicacion topica del producto y se mantiene
durante 48 horas mediante un vendaje oclusivo. A los 21 dias se
vuelve a aplicar el producto y se mantiene durante 24 horas y después
de retirar el aposito y el producto se valora la aparicion de edema o
eritema a las 48 y 72 horas. El ensayo es largo y costoso al durar mas
de 21 dias y requerir la utilizacion de un gran numero de animales.

El ensayo del nodulo linfatico local (Local Lymph Node Assay;
LLNA) en ratéon se ha utilizado como alternativa al método de
Magnusson, al reducir el dolor y el estrés animal, utilizando ademas
un menor nimero de animales (OECD TG 429, OECD TG 442A,;
OECD TG 442B). Sin embargo, este ensayo unicamente puede
utilizarse para clasificar un producto como negativo (no-
sensibilizante) y no sirve para estudiar una posible relaciéon dosis-
respuesta.

Con la excepcion del método LLNA, los modelos in vivo utilizados
[11] para evaluar la sensibilizacion dérmica miden la induccién de la
sensibilizacion mediante la monitorizacion clinica de las “respuestas
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del organismo”, tales como la aparicion de eritemas, edemas e
hinchazon de las orejas. Dichas respuestas se determinan mediante la
comparacion de los individuos expuestos al producto a ensayar frente
a otros expuestos al producto control [11]. El ensayo LLNA mide el
potencial sensibilizante de un compuesto quimico antigénico, en
funcion de su capacidad inductora (evalua la fase de induccidén), en
lugar de su capacidad para provocar una reaccion desencadenante.
Para ello, determina la capacidad de los productos quimicos,
aplicados por via topica para inducir una respuesta proliferativa en las
células de los ganglios linfaticos que drenan el area donde se aplica el
producto. Es por tanto, una respuesta del organo. Segin datos
histdricos, la utilidad de los ensayos animales para predecir la
capacidad de un compuesto quimico para inducir dermatitis de
contacto alérgica en humanos no supera el 80% [12]. En el ensayo
LLNA, el resultado se calcula mediante el valor EC3 (Concentracion
que provoca un indice de estimulacion de 3); aquella concentracion
de producto que induce un aumento de 3 veces sobre los controles, en
la actividad proliferativa de las células del ganglio. En algunos tipos
de productos quimicos, tales como surfactantes, el método LLNA
muestra falsos positivos [12].

Mientras que los ensayos disponibles en animales determinan
respuestas del organismo completo o de los drganos para evaluar el
potencial de sensibilizacion de un compuesto quimico, los ensayos
que no utilizan animales y, por tanto, utilizan sistemas in vitro, son
capaces de cuantificar los eventos claves descritos en el modo de
accion de un sensibilizante.

El avance metodologico en el desarrollo de métodos alternativos
junto con la presion social a fin de evitar la utilizacion de animales en
experimentacion para la evaluacion de la seguridad de compuestos,
ha llevado a la Unién Europea a imponer la prohibicion de ensayos
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con animales en cosméticos desde marzo de 2013. Sin embargo, no se
ha tenido en cuenta la disponibilidad de métodos alternativos
validados y aceptados que no utilicen animales, por lo que resulta
dificil suaplicacion[13].

La presion legislativa ha provocado la investigacion y el desarrollo de
métodos alternativos que, convenientemente validados sean capaces
de predecir la sensibilizacion dérmica causada por compuestos
quimicos. En Europa se cred en 1991 EURL ECVAM (European
Center for the Validation of Alternative Methods) con el objetivo de
cumplir con las necesidades de la Directiva Europea para la
proteccion de los animales de experimentacion y su funcion es apoyar
activamente el desarrollo, validacion y aceptacion de métodos
alternativos con la finalidad de reducir, refinar y reemplazar el uso de
animales de laboratorio. También es responsable de la generacion de
una base de datos sobre métodos alternativos y de la organizacion de
reuniones de expertos en métodos alternativos.

El proceso de validacion de nuevos métodos comprende desde el
desarrollo del método en un determinado laboratorio, un ensayo
previo de prevalidacion en el que participan pocos laboratorios y el
posterior estudio de validacion en el que estan implicados un numero
amplio de laboratorios. Con los datos recogidos se procede a la
evaluacion del método y la posterior aceptacion por las autoridades
reguladoras, siendo esta tltima fase del proceso la mas compleja y
lenta.

Para validar un ensayo se necesita demostrar la necesidad del método
para suplir al método in vivo ya existente, disponer de indicadores del

efecto biologico que se presenta in vivo, un protocolo experimental
bien desarrollado y que el método sea reproducible en el propio
laboratorio y en otros laboratorios. Asimismo se necesitan productos
de referencia que posean un efecto in vivo ampliamente estudiado,
que el método tenga una relacion con datos toxicoldgicos y que el
procedimiento cumpla las buenas practicas de laboratorio [ 14].

Avances recientes en la evaluacion de la sensibilizacion
dérmica

Recientemente, EURL ECVAM ha publicado la estrategia para la
sustitucion de ensayos con animales en la evaluacion de la
sensibilizacion dérmica [15]. Como consecuencia, EURL ECVAM
publica su decision de enfocar sus acciones en el area de la
sensibilizacion dérmica durante los proximos 5 afios, abordando el
desarrollo de estrategias de evaluacion que, sin utilizar animales, sean
adecuadas para la identificacion del dafio y la clasificacion de los
compuestos sensibilizantes. Este planteamiento tiene como objetivo
el desarrollo de guias de ensayo que faciliten una aproximacion
global a la identificacion y clasificacion del dafio producido por la
sensibilizacion dérmica. El mapa de ruta planteado por EURL
ECVAM contempla objetivos a medio plazo (2014-2015), como
mejorar los conocimientos sobre el metabolismo y la eliminacion
epidérmica que tienen lugar en el proceso de sensibilizacion; y
objetivos a largo plazo (2016) con la propuesta e implementacion de
una estrategia definida, que incluya las guias de la OECD, para
identificar el potencial sensibilizante con vistas a satisfacer los
requerimientos de informacién de la regulacion europea (figura 4)
[15].
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Figura 4. Mapa de ruta de EURL ECVAM para alcanzar la identificacion y clasificacion del dafio debido a la sensibilizacion dérmica mediante
métodos alternativos. Fuente: EURL ECVAM [15]. ESAC: ECVAM Scientific Advisory Committee; SPSF: Standard Project Submission Form;

TG: Test Guidance; ITS: Integrated Testing Strategy.

EURL-ECVAM recomienda incorporar tres métodos in vitro; Ensayo
Directo de Reactividad Peptidica (DPRA), KeratinoSens™ vy el
Ensayo de Activacion de la estirpe celular humana (h-CLAT) en la
estrategia de evaluacion de los sensibilizantes dérmicos [15].

Ensayo Directo de Reactividad Peptidica (DPRA)

El ensayo DPRA fue desarrollado por Frank Gerberick en 2004 [16]y
posteriormente modificado en 2007 [17]. Este ensayo evalta el
potencial sensibilizante del compuesto quimico, al cuantificar la
disminucion de heptapéptidos sintéticos que contienen residuos de
cisteina o lisina, tras 24 horas de incubacion con el compuesto. La
disminucidn de los péptidos se cuantifica en la mezcla de reaccidon por

HPLC (por deteccion UV). La disminucidén peptidica media para la
cisteina y la lisina se interpreta a través de un modelo de clasificacion
desarrollado a partir de una base de datos de compuestos quimicos
con propiedades de reactividad conocidas, en la cual los compuestos
se clasifican seglin el grado de reactividad. De esta manera, los
valores medios de porcentaje de disminucion obtenidos para la
cisteina y la lisina en el ensayo se utilizan para clasificar los
compuestos quimicos en 4 categorias de reactividad: minima, baja,
moderada y alta reactividad. Una alta reactividad se correlaciona con
un alto potencial sensibilizante.

Este ensayo se dirige a uno de los mecanismos iniciales en el proceso
de sensibilizacion dérmica; donde se produce la unién covalente de
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sustancias de bajo peso molecular (haptenos) a proteinas de la piel
(haptenacion).

En la recomendacion publicada por EURL ECVAM sobre dicho
ensayo [18] se concluye que el DPRA es un ensayo relevante desde el
punto de vista mecanistico y que puede contribuir a la evaluacion del
potencial sensibilizante de los compuestos quimicos cuando se
integra con otros datos o ensayos. El estudio por parte de ECVAM
[18] hamostrado que DPRA es un método transferible y reproducible.
La evaluacion completa del método no es objeto de EURL ECVAM
puesto que no se propone como método que sustituya completamente
a los realizados en animales, a pesar de que la exactitud, calculada a
partir del estudio de validacion, con la que se discrimina entre
sensibilizantes y no sensibilizantes es del 86%. Ademas, la
informacion recogida del ensayo DPRA puede tener la posibilidad de
contribuir a la evaluaciéon de la potencia (cantidad de compuesto
quimico antigénico por unidad de 4rea de piel, requerida para inducir
una sensibilizacién, o para desarrollar una respuesta
desencadenante). Se necesita realizar mas estudios utilizando datos
de humanos para determinar como los resultados del DPRA pueden
ser aprovechados en estrategias integradas para la prediccion de la
potencia de un sensibilizante dérmico. EURL ECVAM recomienda
que los resultados del ensayo DPRA se combinen con datos obtenidos
a través de otras fuentes de informacion. Esto es debido a que el
DPRA cubre solo un mecanismo biolégico de la ruta de
sensibilizacion y a ciertas limitaciones del ensayo, tales como la
carencia de capacidad metabolica, lo que no permite su aplicacion a
pre- ni pro-haptenos, ni a compuestos metalicos o a sustancias con
propiedades oxidativas. Sin embargo, se estan realizando esfuerzos
para detectar este tipo de compuestos. Una posibilidad seria la
incorporacion en el ensayo de un proceso de activacion oxidativa,
mediado por una enzima para detectar pre- y pro-haptenos [19-21].
Asimismo, hay que tener en cuenta alguna de las limitaciones
técnicas del ensayo, que incluyen la solubilidad de los compuestos en
los solventes recomendados para el ensayo, problemas de co-elucion
del compuesto con los péptidos sintéticos y la posibilidad de la
aparicion de dimeros de cisteina en aquellos compuestos que puedan
promover su oxidacion, dificultando una correcta evaluacion de los
resultados.

EURL ECVAM recomienda el desarrollo de una guia de la OECD
para el ensayo DPRA. Dicha guia se encuentra, actualmente, en la
fase de borrador final pendiente de la revision de los ultimos
comentarios publicos [22].

. ™
Ensayo KeratinoSens

El ensayo KeratinoSens'" es un método in vitro disefiado para
discriminar entre un compuesto quimico sensibilizante dérmico y
otro no-sensibilizante. El método cuantifica la induccion del gen
luciferasa como una medida de la activacion de la ruta dependiente de
Keapl-Nrf2-elemento de respuesta antioxidante/electréfilo (ARE)
en una linea celular inmortalizada derivada de keratinocitos humanos
transfectados con un plasmido seleccionado. El ensayo
keratinoSens' estd dirigido al mecanismo de induccién cito-
protector de keratinocitos, considerado el segundo evento clave en la
AOQOP de la sensibilizacion dérmica [8]. La ruta Keapl-Nrf2-ARE
constituye la principal via de regulacion en la respuesta citoprotectora
al estrés oxidativo, controlando la expresion de proteinas y enzimas
implicadas en la detoxificacion y respuesta a dicho estrés. Varios
estudios in vivo demuestran la participacion de esta via regulatoria en
la sensibilizacion dérmica [23,24], por lo que se considerada
relevante la informacién que aporta KeratinoSens™ para la
evaluacion del potencial sensibilizante de productos quimicos. De
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forma similar a este ensayo, se estd estudiando la posibilidad de
utilizar otras lineas celulares humanas transgénicas, relevantes en el
proceso de sensibilizacion dérmica (queratinocitos, células
dendriticas y otras lineas celulares) (“me-too” test methods) [25].

A principios del 2014, EURL ECVAM publicé su recomendacion
sobre KeratinoSens™ [26] concluyendo que el método es
mecanisticamente relevante para ser utilizado en aproximaciones
integradas para la evaluacion de la sensibilidad. De acuerdo a los
datos del estudio de validacion, el método ha mostrado ser
transferible de un laboratorio a otro y reproducible entre laboratorios,
con una exactitud en la discriminacion entre sensibilizantes y no-
sensibilizantes que alcanza el 75%, lo que estd en linea con los valores
publicados en la literatura cientifica. Ademas, la informacion dosis-
respuesta generada en el ensayo KeratinoSens™ juega un importante
papel en la prediccion de la potencia de un posible sensibilizante. De
la misma forma que para el ensayo de DPRA, se necesita mas
informacion obtenida a partir de la utilizacion de datos obtenidos en
humanos para comprender cémo la informacion del KeratinoSens™
puede predecir el potencial sensibilizante.

Teniendo en cuenta por una parte, que el método representaen un solo
paso dentro del mecanismo molecular del proceso de sensibilizacion;
y por otra la limitada capacidad metabolica del ensayo y la deteccion
unica de quimicos reactivos a la cisteina, EURL ECVAM recomienda
la utilizacion del método en combinacion con otras informaciones.
También hay que tener en cuenta alguna de las limitaciones técnicas
de este ensayo, que afectan a los compuestos con baja solubilidad o
estabilidad en los solventes recomendados.

También recomienda el desarrollo de la guia de 1a OECD, la cual al
igual que en el caso del DPRA se encuentra publicada en formato
borrador sometido a comentarios publicos enrevision [25].

Ensayo de Activacion de la estirpe celular humana (h-CLAT)

El ensayo h-CLAT fue descrito por primera vez por Ashikaga y
colaboradores [27] y se emplea para identificar alérgenos de contacto,
permitiendo discriminar entre compuestos sensibilizantes y no
sensibilizantes. Este ensayo utiliza la linea celular de leucemia
monocitica humana (THP-1), en la que se cuantifica la
sobreexpresion de los marcadores de superficie CD86 y CD54, en
respuesta al tratamiento con el potencial sensibilizante, mediante
citometria de flujo. Consecuentemente, el ensayo h-CLAT cuantifica
estas proteinas marcadoras de superficie asociadas a la maduracion
de las células dendriticas in vivo; por lo tanto, esta dirigido a uno de
los mecanismos biologicos incluidos en el evento 3 del AOP de la
sensibilizacion dérmica [8], mecanismo en el cual las células
dendriticas aumentan la expresion de moléculas co-estimuladoras
(CD86 y CD54) para realizar el proceso de presentacion antigénica a
los linfocitos T [28].

De acuerdo con los datos de un estudio de validacion y otros estudios
publicados, este método ha mostrado ser transferible de un
laboratorio a otro y con una reproducibilidad del 80% entre
laboratorios. Tiene una exactitud en la discriminacion entre
sensibilizantes (de categoria 1) y no-sensibilizantes que alcanza el
88%, con una sensibilidad del 95% y especificidad del 69% [29]. Sin
embargo, hay que tener en cuenta, al igual que en los ensayos
anteriores, que este método inicamente estd basado en uno de los
eventos que tienen lugar en el proceso de sensibilizacion, por lo que
se recomienda su utilizacién en combinacidén con otras
informaciones. Ademas, hay estudios para clasificar los compuestos
en base a su potencia cuando se utiliza este método junto con otras
estrategias integradas [30]. Sin embargo, alin se necesita mas trabajo
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para conseguirlo. También hay que tener en cuenta que este método
solo se puede aplicar para aquellos compuestos solubles o que formen
dispersiones estables en el solvente. Los resultados negativos en este
ensayo tienen que ser interpretados con precaucion, debido a la baja
actividad metabolica de la linea celular (los pro-haptenos y pre-
haptenos pueden dar lugar a falsos negativos).

El ensayo h-CLAT ha sido evaluado en un estudio de validacién
coordinado por EURL ECVAM vy en colaboracion con el Centro
Japonés para la Validaciéon de métodos Alternativos (JaCVAM).

Recientemente, la OECD ha publicado un primer borrador del ensayo
[31].

Resumiendo, estos tres son los métodos in vitro evaluados por EURL
ECVAM mas prometedores a dia de hoy. Todos ellos son transferibles
y reproducibles. Sin embargo, cada uno aborda un evento diferente
dentro del proceso de sensibilizacion dérmica publicado por la OECD
[8]. La Tabla 1 recoge las principales caracteristicas de cada uno de
ellos, con sus ventajas e inconvenientes.

Tabla 1. Resumen de los tres métodos in vitro principales de evaluacion de la sensibilizacion dérmica.

Método AOP

Ventajas

Inconvenientes Limitaciones

Identifica unién a

Bajo coste en ejecucion.

No es un ensayo celular. No aplicable a

RA proteinas Rapidez obtencion i compuestos metalicos,
Ensayo DP (haptenacion) resultados. No dependencia No aporta relacion ni a compuestos con
. dosis-respuesta. . 1
(Evento 1) de una casa comercial. propiedades oxidativas.
Dependencia de una
Identifica respuesta . - . casa comercial.
- - Aporta informacion dosis- . . .. .
KeratinoSens™ inflamatoria en la respuesta Alto coste en ejecucion. | Limitada capacidad
epidermis ) Necesita personal metabdlica.
(Evento 2) Es un ensayo celular. entrenado en cultivos

celulares.

Identifica activacion
de células
dendriticas
(Evento 3)

Ensayo h-CLAT

Es un ensayo celular.
No dependencia de una
casa comercial.

Necesita personal
entrenado en cultivos
celulares y citometria de
flujo.

Limitada capacidad
metabolica.

Otros métodos

Entre los afios 2005 y 2011 EURL ECVAM participé en el proyecto
Sens-it-iv (6° Programa Marco de investigacion de la Union Europea;
EU FP6), cuyos resultados permitieron la revision y validacion actual
de métodos alternativos para identificar alérgenos de contacto.
Algunos de los estudios realizados en este campo, se describen a
continuacion:

Una de las vias de estudio para la identificacion de alérgenos de
contacto y fotoalérgenos, se ha basado en la producciéon de IL-18 en
cultivos de queratinocitos [20,32-34]. En esta linea, también se han
realizado esfuerzos enfocados al desarrollo y validacion de métodos
para la evaluacién de un sensibilizante dérmico utilizando modelos
tridimensionales. La liberacion de IL-18 en equivalentes epidérmicos
de piel expuestos a compuestos quimicos puede ser utilizada no solo
para evaluar si el producto es sensibilizante o no, sino también para
predecir su potencia [35].

La produccién de IL-8 en células THP-1, se ha empleado como otra
via de estudio para identificar alérgenos de contacto y fotoalérgenos
[20,36]. A partir de esta linea celular transfectada con plasmidos
(THP-1 G8) se ha desarrollado un método de screening para
identificar sensibilizantes cutaneos, por medio de la deteccion de IL-
8 (IL-8 Luc Assay). Este método ha demostrado ser simple, rapido y
con una exactitud mayor del 80% (similar a los ensayos
KeratinoSens™ y h-CLAT) y actualmente se encuentra en proceso de
validacion [37,38]. Asimismo, la empresa BASF y la Corporacion
Promega han colaborado en el desarrollo de una nueva linea celular
que sienta las bases de un ensayo de reactividad de proteinas in vitro
(el ensayo LuSens). Esta linea celular incorpora un gen luminiscente
desarrollado por Promega y cuando la célula esta en presencia de un
sensibilizante, produce una emision de luz que puede ser detectada
por luminiscencia. La predictividad de este método se ha comparado
con la del ensayo KeratinoSens™ [39]. Este ensayo ha sido

recientemente enviado a EURL ECVAM para su validacion.

Otro método cuya validacion finalizé en Agosto de 2012, similar al
ensayo h-CLAT, es el ensayo MUSST (Myeloid U937 Skin
Sensitisation Test). Este método emplea la linea celular U937 (Linea
celular establecida a partir de un Linfoma Histiocitico difuso, que
presenta caracteristicas monociticas). Empresas como L'Oréal [40] y
Cosmital SA, Procter & Gamble [41] han desarrollado protocolos
basados en esta linea celular. Este ensayo mide la sobreexpresion de
la molécula co-estimuladora de superficic CD86 en las células
cuando son expuestas al compuesto sensibilizante [42].

También se han desarrollado métodos gendmicos para identificar
sensibilizantes cutaneos. Uno de ellos, es el ensayo GARD (Genomic
Allergen Rapid Detection) que mide niveles transcripcionales de
determinados biomarcadores gendmicos predictivos de
sensibilizacion, para la clasificacion de los compuestos quimicos
[43]. Neves y colaboradores [44] han desarrollado un método que
cuantifica los cambios en la expresion génica y la actividad
intracelular de células dendriticas expuestas a los compuestos
quimicos para determinar si un producto es sensibilizante o no. En
este método, se cuantifican niveles de expresion de RNA mensajero,
de una serie de cuatro genes y proteinas implicados en tres rutas de
sefalizacién intracelular. Para ello se emplea una linea celular
derivada de células dendriticas dérmicas de raton que se trata con el
compuesto quimico. Los resultados mostraron una sensibilidad del
92% y una especificidad del 100%, lo que ha llevado a sus autores a
proponer el método como parte de la estrategia integrada. Asimismo,
se han desarrollado métodos que se basan en el reconocimiento de los
compuestos quimicos por parte de los linfocitos T [45]. Una forma es
mediante el cultivo de linfocitos T virgenes o naive (linfocitos que
nunca han estado en contacto con el antigeno) con células dendriticas
derivadas de monocitos, tratadas con el compuesto quimico y re-
estimuladas posteriormente (ensayo hTCPA; human T-cell priming
assay). Se mide el porcentaje de linfocitos T-antigeno especificos y la
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produccion de las citoquinas IFN-y and TNF-a [46]. También se han
desarrollado métodos basados en la migracién de las células
dendriticas, emulando el proceso en el que las células de Langherhans
migran a los ganglios linfaticos durante el proceso de sensibilizacion
dérmica (ensayo de migracion MUTZ-LC). Para ello, se emplean
lineas celulares diferenciadas que se asemejan a las células de
langherhans (MUTZ-LC), se marcan con un compuesto fluorescente
(carboxyfluorescein succinimidyl ester; CFSE) y se siembran en
insertos transwell, permitiéndolas migrar a la camara basolateral tras
el contacto con el compuesto sensibilizante y en presencia de una
serie de quimiocinas. Posteriormente se cuantifica la intensidad de
fluorescencia en la camara basolateral. Este ensayo es muy sensible
considerando que estas células tienen una elevada actividad
metabolica, pero es un sistema complejo y requiere personal con
experiencia pararealizarlo [35,47,48] Este tipo de ensayos también se
han realizado empleando modelos de piel humana reconstituida o
modelos 3D [49,50].

Otro ensayo que utiliza un modelo de piel humana reconstituida es el
método SenCeeTox, donde se emplea el modelo EpiDerm (modelo
aprobado por la OECD para la evaluacion de la irritacidon y corrosion
dérmica). Mediante la combinacion del proceso de reactividad
peptidica con la medida de marcadores celulares en este modelo, el
compuesto sensibilizante se puede clasificar segin el dafio y la
potencia. Este ensayo esta siendo evaluado antes de ser enviado a
EURLECVAM [51-53].

Los métodos in silico también estan siendo evaluados para el
desarrollo de estrategias de ensayo integradas. Entre otros, se ha
desarrollado una herramienta informatica, que calcula la permeacion
y concentracion de compuestos aplicados topicamente sobre la piel.
Se trata de un modelo dimensional que simula el proceso de
liberacion en el ensayo LLNA y predice la concentraciéon de
compuesto quimico en la epidermis [20]. Asimismo, pueden
utilizarse como ensayos complementarios para aquellos compuestos
en los que su clasificacion es dudosa, donde el empleo de un modelo
predictivo de actividad de la molécula con su estructura quimica
(Sistemas QSAR; Quantitative structure activity relationships) puede
servir de gran utilidad [51]. Estos sistemas QSAR intentan identificar
alérgenos de contacto, basandose en los datos fisicoquimicos y los
parametros de reactividad de los grupos funcionales de las moléculas
quimicas.

Todos los trabajos aqui mencionados, junto con numerosos estudios
adicionales que se han realizado en los ultimos afios, han permitido
generar un mayor conocimiento de los mecanismos moleculares que
intervienen en el proceso de sensibilizacion dérmica y nos permiten
avanzar en el establecimiento de las estrategias de ensayo integradas
combinando diferentes métodos in vitro.

Perspectivas de futuro: estrategias de integracion

La investigacion realizada apunta a la conclusion de que la
sustitucion de los ensayos en animales para la evaluacion de la
sensibilidad dérmica no va a ser posible mediante la ejecucion de un
solo ensayo; sino que tendrd que ser una combinacion de varios
métodos alternativos que evaltien los diferentes eventos clave que
suceden en la ruta de la sensibilizacion dérmica. Por lo tanto, se
necesitan esfuerzos econdmicos y humanos para el desarrollo de
estrategias integradas basadas en métodos in silico, quimicos e in
vitro, que sean capaces de predecir el potencial sensibilizante de un
producto y su potencia. La literatura ofrece algunas propuestas
iniciales utilizando datos de los tests validados, que van desde
simples estrategias secuenciales [54,30] y soluciones estadisticas
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[55,56] a redes Bayesianas [57] y redes neuronales artificiales de
analisis de datos a partir de multiples ensayos in vitro [58]. Asimismo
esta siendo explorado el uso de modelos matematicos para cuantificar
la relacion entre la dosis de sensibilizante aplicado en la piel y el
grado de respuesta de las células T-especificas del hapteno que tiene
lugar en humanos [59].

EURL ECVAM también participa en el desarrollo de estas estrategias
integradas basadas en técnicas no animales y con la capacidad no solo
de distinguir entre productos sensibilizantes y no sensibilizantes sino
también de subdividir entre productos 1A: Sensibilizantes fuertes y
1B: otros sensibilizantes dérmicos (Sistema de clasificacion y
ctiquetado basado en el Sistema Global Harmonizado (GHS) [60].
Para ello, colabora con ECHA (European Chemical Agency) en
asegurar que las estrategias que sean desarrolladas cumplan los
requisitos de informacion requeridos por la legislacion REACH.

De forma complementaria, se esta desarrollando un proyecto
financiado por “Cosmetics Europe Skin Tolerance Task Force” que
consiste en un programa de varias fases en el que se evalia la
contribucion de los métodos en las estrategias integradas, con el
objetivo de desarrollar procesos de decision basados en ensayos que
no utilicen animales y capaces de predecir la potencia de los
sensibilizantes. El “US National Toxicology Program Interagency
Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods
(NICEATM)” en coordinacién con el US National Institute of
Environmental Health Sciences (NIEHS), estd evaluando ensayos de
screening para un gran nimero de moléculas para la evaluacion de la
sensibilizacion dérmica, en el marco de las actividades Tox21s.

Por otra parte, el ICCVAM (the US Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods) ha publicado
recientemente su intencion de comenzar actividades dirigidas al
diseflo de estrategias de decision integradas basadas en la utilizacion
de datos de los métodos validados por EURL ECVAM (DPRA,
KeratinoSens™y h-CLAT) y predicciones in silico.

En vista de las investigaciones realizadas, parece 16gico pensar que
los distintos objetivos de las diversas legislaciones con relacién a la
sensibilizacion dérmica (identificacion del dafio y/o prediccion de la
potencia) seran cubiertos por distintas estrategias integradas. Y en
este punto, EURL ECVAM esta trabajando en el desarrollo de un
marco general para la sensibilizacion dérmica, adecuado para todos
los productos quimicos y legislaciones, que esté descrito para ayudar
a identificar las fortalezas y debilidades de cada estrategia con el fin
de facilitar las predicciones.

El punto de vista desde una Organizacion de Investigacion
por Contrato (CRO)

El concepto CRO (Organizacion de Investigacion por Contrato)
define una organizacion que ofrece a la industria farmacéutica,
biotecnologica y médica servicios de investigacion que realiza en
base a un contrato acordado por ambas partes. Los servicios que
realiza pueden enmarcarse en el desarrollo biotecnoldgico, desarrollo
de ensayos bioldgicos, comercializacion, investigacion preclinica,
investigacion clinica, organizacién de ensayos clinicos o la
farmacovigilancia. Muchos de estos proyectos tienen como objetivo
la presentacion y correspondiente aceptacién en una agencia
regulatoria. Ademas, este objetivo le obliga a trabajar de acuerdo a los
principios de calidad establecidos por las entidades de acreditacion
(BPL, BPF) y a someterse a las correspondientes inspecciones para
acreditar la validez de sus procesos. Esta posicion que ocupa como
“intermediario” le permite, por una parte, conocer la problematica a
la que se enfrentan tanto las grandes como las pequefias empresas del
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sector farmacéutico y cosmético; y, por otra, dinamizar el sector
mediante la generacién de nuevos servicios que beneficien la
actividad industrial en estos sectores.

El Centro Tecnologico GAIKER ha desarrollado su actividad,
durante 15 afios, como CRO realizando proyectos para la industria,
que estan relacionados con la evaluacion toxicologica y
farmacocinética in vitro de productos farmacéuticos y cosméticos.

La sustitucion parcial o total de los métodos que emplean animales ha
sido una constante en los ultimos afios. La investigacion ha hecho
posible que existan métodos alternativos validados capaces de
predecir algunos de los efectos no deseados sobre la salud humana de
productos quimicos, cosméticos, etc. ..

Sin embargo, todavia es necesario un acercamiento entre la ciencia, la
politica, la legislacion y la educacion para que el conocimiento pueda
ser transferido. Tanto para el caso de la sensibilizacion dérmica como
para el de otros efectos que necesitan ser evaluados mediante
métodos alternativos, las empresas tienen que convencerse de que
utilizandolos salen ganando porque mejoran la prediccion de los
efectos no deseados, son menos costosos y también son mas rapidos
en la obtencion de resultados. En el centro de la cuestidn, la
legislacion y el mundo cientifico deben de ir de 1a mano para que la
colaboracion favorezca el disefio de métodos validados que puedan
ser ampliamente utilizados, las empresas no utilizaran métodos que
no sean recogidos por la legislacion en el momento del registro.
Legisladores y cientificos deben tener en cuenta que las empresas
necesitan que los métodos sean validados en tiempos razonablemente
cortos para poder poner en el mercado sus productos cumpliendo con
la legislacion. En este terreno, las CRO aportan a las empresas la
informacion sobre el estado actual de validaciéon de los métodos
alternativos, ejerciendo tareas de asesoria y formacion, muy
necesarias para que las empresas los incorporen en sus estrategias de
evaluaciony se beneficien de las oportunidades de utilizar métodos in
vitro validados en la prediccion del riesgo para la salud. Las CRO
juegan, por tanto, un importante papel en el desarrollo y validacion de
los métodos actuando como motores de la utilizacion de métodos
alternativos en la evaluacion del riesgo para la salud.

En la actualidad, un gran nimero de empresas ya han incorporado en
sus rutinas la evaluacion de efectos no deseados como la irritacion
dérmica mediante sistemas in vitro, pero la evaluacion de la
sensibilizacion dérmica mediante métodos que no utilicen animales
esta todavia poco extendida y es necesario que la legislacién tome
decisiones concluyentes en cuanto a la estrategia de evaluacion de un
posible sensibilizante dérmico para que no solo las grandes, sino
también las pequefias empresas puedan incorporarlos a sus procesos
de evaluacion.

En cuanto a la investigacion realizada, las grandes empresas han
apostado por participar en proyectos de validacion de métodos
alternativos con el objetivo de poder comercializar un producto
patentado (linea celular, etc...) que les permita obtener beneficios
comerciales. Los métodos que se validen para formar parte de una
estrategia integrada de evaluacion de la sensibilizacion dérmica
deberian no estar sujetos a procesos de patentes que implican un alto
coste en la evaluacion de los productos para las empresas de tamafio
reducido, facilitando asi su ejecucion.

Por ultimo, la cercania de los plazos en cuanto a la prohibicion de la
utilizacion de ensayos en animales por parte de la Directiva
Cosmética y la necesidad de informacion regulada por REACH
parece apuntar a una disminucién en la innovaciéon de nuevos
productos cosméticos; sin embargo, la situacion actual también

puede ser una oportunidad para la innovacién en el sector de los
métodos alternativos, como lo demuestra la amplia literatura
publicada en este tema.
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Resumen: El Reglamento 1223/2009 establece las normas que deben
cumplir todos los productos cosméticos comercializados en Europa,
con objeto de velar por el funcionamiento del mercado interior y
lograr un elevado nivel de proteccion de la salud humana
garantizando el uso de métodos alternativos que no impliquen la
utilizacion de animales. El Laboratorio Europeo de Referencia para
las Alternativas a la Experimentacion con Animales (EURL-EURL-
ECVAM) es el laboratorio de referencia en Europa encargado de
validar los métodos alternativos. Posteriormente pueden ser
homologados por la Organizacién de Cooperacion y Desarrollo
Econdémico (OCDE). Por otro lado, el Comité Cientifico de
Seguridad de los Consumidores (SCCS) asesora a la Comision sobre
todos los temas relacionados con la seguridad de los cosméticos. En
esta revision se detalla una relacion de métodos alternativos
necesarios para evaluar la seguridad de los ingredientes cosméticos
asi como los métodos usados y sus limitaciones.

Palabras Claves: métodos alternativos, in vitro, evaluacion de la
seguridad, cosméticos, Reglamento 1223/2009/UE

Abstract: Alternative methods in the study of the safety of
cosmetics. Regulation 1223/2009 apply to all cosmetic products
marketed in Europe in order to ensure the internal market and achieve
a high level of protection of human health by ensuring the use of
alternative methods not involving the use of animals. The European
Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing (EURL-
EURL-ECVAM) is the European reference laboratory responsible for
validating alternative methods. They can also be approved by the
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD).
In addition, the Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS)
advises the EU Commission on all issues related to cosmetic safety. In
this review, alternative methods needed to assess the safety of
cosmetic ingredients and the methods used and their limitations are
outlined.

Keywords: alternative methods, in vitro, safety assessment,
cosmetics, Regulation (EC) 1223/2009

Antecedentes

Segun el Reglamento europeo de Cosméticos, Reglamento
1223/2009, se define como producto cosmético a toda sustancia o
mezcla destinada a ser puesta en contacto con las partes superficiales
del cuerpo humano (epidermis, sistema piloso y capilar, ufias, labios y
organos genitales externos) o con los dientes y las mucosas bucales,
con el fin exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, modificar
su aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado o corregir los

" e-mail: jlapuente@pcb.ub.cat

olores corporales.

Dicho Reglamento, asi mismo establece que los productos
cosméticos deben ser seguros en las condiciones de utilizacion
normal o razonablemente previsibles. En especial, un razonamiento
basado en el balance entre riesgos y beneficios no debe servir como
justificaciéon de un riesgo para la salud humana. El Reglamento
establece las normas que deben cumplir todos los productos
cosméticos comercializados, con objeto de velar por el
funcionamiento del mercado interior y lograr un elevado nivel de
proteccion de la salud humana.

En este reglamento se establece que la Comisién Europea es
responsable de actualizar los anexos del reglamento en los que
aparecen recopilados todos aquellos productos que estan prohibidos
(anexo II), y los productos que tienen un especial riesgo como son
aquellos que estan permitidos pero con ciertas restricciones (anexo
I1I), los colorantes (anexo I'V), los conservantes (anexo V) y los filtros
solares (anexo VI).

También se establecen las competencias de los fabricantes al tener
que garantizar que los productos puestos en el mercado son seguros,
resaltando que la seguridad de los productos cosméticos, en Europa,
se basa en la evaluacion de la seguridad de cada uno de los
ingredientes que constituyen el cosmético.

Existe un Comité Cientifico de Seguridad de los Consumidores
(SCCS, Scientific Committee on Consumer Safety) que asesora a la
Comision sobre todos los temas relacionados con la seguridad de los
cosméticos y evalua aquellos ingredientes que aparecen en los
anexos.

Para proporcionar los datos sobre seguridad de los ingredientes de
una forma eficaz y para ayudar a la industria a realizar dichos ensayos
de toxicidad, el SCCS edita unas Notes of Guidance que se van
actualizando periddicamente y que se publican en la pagina web del
Comité. La tltima version de dichas notas es la octava que se publico
en2012[1].

En dicha notas se indican los ensayos toxicologicos que se deben
realizar para garantizar la seguridad de los ingredientes cosméticos.

En general la evaluacion de la seguridad de los ingredientes
cosméticos, que requiere el SCCS se basa en los principios de
evaluaciondel riesgo [2,3].

Prohibicion del uso de animales en los ensayos de seguridad de
cosméticos

La Comisién establecio el pasado 11 de marzo de 2009 como fecha
limite para la prohibicion de comercializar productos cosméticos
cuya formulaciéon final, ingredientes o combinaciones de
ingredientes hayan sido experimentados en animales, y en relacion
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con la prohibicion de cada ensayo efectuado actualmente usando
animales [4].

No obstante, para los experimentos en materia de toxicidad por
administracion repetida, toxicidad para la funcién reproductora y
toxicocinética, el plazo limite se fijo el 11 de marzo de 2013.

Consciente del trabajo y las prioridades en este campo, la Comision
Europea y las autoridades competentes en este campo estan haciendo
un esfuerzo para validar cientificamente métodos alternativos para
poder llevar a cabo evaluaciéon de la seguridad rigurosas.

Ensayos toxicolégicos

La normativa Europea actual establece que es posible garantizar la
inocuidad de los productos cosméticos acabados sobre la base de los
conocimientos relativos a la seguridad de los ingredientes que
contienen.

Es posible garantizar la seguridad de los ingredientes empleados en
los productos cosméticos haciendo uso de métodos alternativos que
no impliquen la utilizacion de animales y que estén validados a nivel
comunitario por el Laboratorio Europeo de Referencia para las
Alternativas a la Experimentacion con Animales (EURL-EURL-
ECVAM) u homologados como cientificamente validos por este
organismo, con la consideracion debida al desarrollo de la validacion
en la Organizacion de Cooperacion y Desarrollo Econdmicos
(OCDE).

Dichos estudios aportan informacion sobre la irritacion y la corrosion
anivel dérmico y ocular, sensibilizacion dérmica, absorcion dérmica,
mutagenicidad y genotoxicidad entre otros. Los estudios de toxicidad
repetida aportan informacion de la toxicidad de los productos tras
aplicacion repetida y aportan el valor de NOAEL que sirve para
determinar el Margen de Seguridad de los ingredientes (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion de ensayos toxicologicos necesarios para evaluar
la seguridad de ingredientes cosméticos

Condiciones Estudios de toxicologia

Toxicidad aguda

Irritacion y corrosion
Sensibilizacion dérmica
Absorcién dérmica

Toxicidad repetida
Mutagenicidad / genotoxicidad

Estudios Basicos

Carcinogenicidad
Toxicidad de la reproduccion
Toxicocinética

Absorcion dérmica elevada

Ingredientes afectados por la luz  Fototoxicidad

En aquellos casos que el producto presente una elevada absorcion
dérmica se solicita informacién de carcinogenicidad, toxicidad de la
reproduccion y toxicocinética. Por otro lado, cuando los productos
pueden ser afectados por la luz ultravioleta induciendo cambios que
pueden afectar a su toxicidad se requieren estudios de fototoxicidad.

La mayoria de ensayos realizados tradicionalmente con animales, si
bien la prohibicion del uso de animales obliga a que dichos estudios se
realicen, a partir de julio de 2013, in vitro.

En 2010, la Comisién Europea, publicé una extensa revision de los
métodos alternativos existentes, pese a que en algunos puntos ha
quedado algo obsoleta, ya que en estos ultimos afios se han realizado
varios avances en la validacion y aceptacion de nuevo métodos in
vitro.
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En febrero de 2013, el Laboratorio Europeo de Referencia para las
Alternativas a la Experimentacion con Animales (EURL-ECVAM) y
entidad Cooperacion Internacional sobre regulacion en Cosméticos
(ICCR) redactaron un documento sobre el estado de aceptacion de las
técnicas como métodos alternativos propuestas los métodos
alternativos

El EURL-EURL-ECVAM apoya el proceso de aceptacion
reglamentaria posterior a la validacion, tanto en la Union Europea
como en la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econémicos (OCDE) [5]. La cooperacién internacional en el
desarrollo de métodos alternativos de ensayo para los cosméticos
tiene lugar bajo ICATM - el Marco para la Cooperacion Internacional
sobre métodos de ensayo alternativos.

A continuacion, analizaremos los ensayos tradicionales con animales
y las alternativas actuales propuestas para suplir estos animales.

1.1. Toxicidad aguda

Los ensayos de toxicidad aguda describen los efectos adversos para la
salud después de una unica aplicacion del producto segun la via de
administracion; oral, dérmica o inhalatoria. Durante muchos afios se
llevd a cabo un ensayo que permitia la determinacion de la dosis que
provoca la muerte de la mitad de los animales expuestos (DL,))
descrito en las guias de trabajo de la OECD (OECD 401).

Debido al excesivo numero de animales que se utilizaban, este ensayo
se substituyo por otros tres procedimientos que utilizan menos
animales, con la idea de aplicar la R de Reduccion dentro del
concepto de 3Rs. Estos métodos son: el ensayo de la dosis fija(OECD
420), el ensayo clasico de clase toxicidad aguda (OECD 423) que
permite calcular un valor aproximado de dosis letal y el método up &
down (OECD 425) que asi mismo permite una estimacion del valor de
DL,

Cuando la administracion es por via inhalatoria la guia de la OECD
436 (Toxicidad aguda inhalatoria) establece la administracion
inhalada de la sustancia por etapas usando 3 animales de cada sexo
simultaneamente. Dependiendo de los resultados se tomara la
decision de aumentar/disminuir dosis o determinar el uso de uno o 2
sexos de los animales. La guia de la OECD 433 (Inhalacion aguda por
dosis fija) establece una unica dosis de aplicacion no letal
dependiendo si hay signos de toxicidad o mortalidad.

La determinacion de toxicidad aguda por piel segin la guia de la
OECD 434 era una de los ensayos mas empleados para evaluar
cosméticos, pero con la actual normativa queda totalmente prohibido
Suuso.

A fecha de hoy no existe un estudio in vitro alternativo para sustituir la
toxicidad aguda.

Sin embargo la EURL-ECVAM esta trabajando para buscar
alternativas a estos estudios. Actualmente el proyecto EU FP6
ACuteTox project Optimisation and pre-validation of an in vitro test
strategy for predicting human acute toxicity (EU contract no.LSHB-
CT-2004-512051) busca integrar en una tnica herramienta datos in
vitro ¢ in silico sobre cinéticas, metabolismo y toxicidad de los
organos para predecir la toxicidad aguda oral en humanos y
clasificarlos las sustancias en CLPy GHS Toxicity.

Por otro lado, en el monografico resultante de la reunion del comité
del grupo de quimicos, pesticidas y biotecnologia de la OECD, se
establecen las bases para el uso de la citotoxicidad como método para
estimar las dosis iniciales para los ensayos de toxicidad oral aguda

[6].
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1.2. Irritacion/corrosion

Los ensayos de irritacion/corrosion se realizan a nivel de la piel y
también de los ojos. En el caso de la corrosion dérmica y/o ocular se
refiere a las lesiones irreversibles que se producen a dicho nivel y la
irritacion se refiere a las lesiones reversibles. El método tradicional
para el estudio de la irritacion ocular y dérmica ha sido el método
conocido tradicionalmente como método de Draize que data de los
afios 40 (Draize y col. 1944). En este ensayo se administra el producto
en estudio en el ojo de conejos albinos y se observan las lesiones
provocadas a nivel de cdrnea, iris y conjuntiva después de un tiempo
de contacto del producto con el ojo. Se da una valoracion numérica
segun el grado de lesion en cornea, iris y conjuntiva. La lesion de la
cornea es la que se considera mas grave comparada con la conjuntiva.

De manera similar en el caso del ensayo de irritacion dérmica se
aplica el producto en la piel de conejos previamente rasurados y se da
una valoracion numérica segun el grado de lesion que se diferencia
entre eritema o enrojecimiento de la piel y la aparicion de edema.

Ambos procedimientos han sido ampliamente criticados por tratarse
de métodos muy subjetivos en los que la puntuacién otorgada
depende de la experiencia del experimentador, ademas de
considerarse las diferencias existentes entre el ojo y la piel del conejo
y del humano [7]. De hecho, ambos métodos han sido el principal
baluarte utilizado por los grupos antiviviseccionistas en contra de la
experimentacion animal para evaluar cosméticos (Figura 1).

El método original de Draize [8] ha tenido diferentes adaptaciones a
lo largo de los afios, incluso a nivel del protocolo de la OECD, se han
tenido consideraciones de reduccion y refinamiento. En estos casos
se considera previamente el pH de los productos y si este es inferior a
2 o superior a 11.5, no es necesario realizar el ensayo y el producto ya
se clasifica como corrosivo.

Se han desarrollado numerosos métodos para suplir los animales en
los ensayos de irritacion ocular y dérmica [9]. Si bien, los métodos
validados y aceptados son pocos en comparacion con los métodos
propuestos.

1.2.1. Alternativas a los ensayos de irritacion/corrosion ocular

Entre los ensayos propuestos para sustituir al ensayo de irritacion
ocular podemos destacar aquellos que han sido aceptados por la
OECD y aparecen en sus protocolos.

Como alternativas al ensayo de irritaciéon/corrosion ocular podemos
mencionar:

- Ensayo de Opacidad corneal en cornea aislada bovina (BCOP de las
siglas en inglés de Bovine Corena Opacity Permeability). Este
método aparece en los protocolos de la OECD 437 y se aceptd en
2009, sibien el protocolo ha sido reemplazado recientemente. Se basa
en la aplicacion de los productos sobre corneas bovinas aisladas y se
mide la opacidad de dicha cérnea tras el contacto con el producto en
estudio

- Ensayo del ojo aislado de pollo (ICE de las siglas en ingles de
Isolated Chicken Eye) (OECD 438). Dicho protocolo también se
aceptd en 2009 y se ha modificado en 2013. Se mide la opacidad
inducida en la cornea, asi como el engrosamiento de la misma.

- Método de pérdida de fluoresceina para identificar corrosivos e
irritantes severos. (OECD 460). Es un método in vitro que sirve para
identificar productos solubles en agua que sean corrosivos o irritantes
severos. Se utiliza un cultivo en monocapa de células MDCK que
separan dos camaras y se utiliza la fluoresceina como marcador.
Aquellos productos irritantes desestabilizan la capa de células y la
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fluoresceina pasa al otro lado de la camara.

Figura 1. Ejemplo clasico de propaganda en contra de la
experimentacion animal

Estos métodos tienen en comtin que sirven solo para diferenciar los
productos severamente irritantes de los no irritantes, pero no
discrimina aquellos irritantes o poco irritantes. Anivel practico tienen
poca aplicaciéon en cosmética, ya que el nimero de productos
corrosivos o severamente irritantes con aplicacion cosmética es muy
limitado.

Respecto a la irritacion ocular que se ha mencionado anteriormente,
se han desarrollado muchos otros métodos, de los que se han
realizado varias validaciones, si bien no han sido aceptados
formalmente, aunque en algunos casos existen borradores de
protocolos dela OECD.

Entre estos métodos podemos citar:

- Ensayo de ojo aislado de conejo (IRE de las siglas en ingles de
Isolated Rabbit Eye), similar al método aceptado.

- Ensayo de HET-CAM (Hen's Egg Test-Chorio Allantoic
Membrane). Este método utiliza la membrana corioalantoidea del
huevo de gallina. Las lesiones provocadas en la membrana se pueden
correlacionar con las lesiones en la conjuntiva y en la cérnea del ojo
[10]. Se utilizan huevos incubados de 9 dias, de los que se expone la
membrana corialantoidea y se aplica el producto. En este caso, se
pueden utilizar tanto productos liquidos, como polvos e incluso
formulaciones acabadas. Se valora la lesion de la membrana y se
pueden clasificar a los productos desde no irritantes a muy irritantes,
segun un sistema de gradacion de la lesion. A pesar de no estar
aceptado oficialmente, este método es muy utilizado por la industria
cosmética. A su bajo costo, se puede afiadir que es facil de realizar con
un cierto entrenamiento y no tiene las limitaciones de solubilidad que
presentan otros métodos. Se han realizado algunas adaptaciones del
método, como es la utilizacion del colorante azul de tripano para
cuantificar las lesiones ocasionadas en lamembrana[11].

- Ensayo de hemolisis como alternativa al test de Draize. Este ensayo
se desarrolld para la evaluacion del potencial efecto irritante de
tensioactivos [13,14]. Se hizo un intento de validacion por parte de




EURL-ECVAM si bien los resultados no fueron concluyentes por
falta de datos fiables in vivo. El método sigue siendo utilizado a nivel
de laboratorios cosméticos a nivel interno ya que resulta ttil para
evaluar tensioactivos o productos que los contengan.

- Modelo reconstruido de cornea humana (Reconstructed Human
Cornea-like Epithelium (RhCE) Test Method for Identifying
Chemicals Not 3 Requiring Classification and Labelling for Eye
Irritation or Serious Eye Damage), del cual existe un borrador,
reciente de julio de 2014, de protocolo a nivel de la OECD pendiente
de ser aprobado. El método se basa en la utilizacién del ensayo de
MTT para valorar el grado de irritacion ocular.

- Método del Cytosensor Microphysiometer® (CM) que esta
actualmente en borrador de la OECD. Este método se basa en un
ensayo de citotoxicidad utilizando de fibroblastos .929 cultivados en
monocapa sobre un sistema transwell y determinado los cambios de
pH mediante un sensor en el aparato. [15]. El principal problema que
plantea este método es que requiere de este aparato de produccion
limitada.
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Figura 2. Esquema del Cytosensor Microphysiometer® segun
aparece en el borrador del protocolo de la guia de la OECD y extraido
del manual del aparato.

No existe ningiin método alternativo que pueda sustituir de forma
unica al ensayo con animales, por ello se tiene que utilizar una bateria
de ensayos y una estrategia para descartar efectos irritantes. La
propuesta se basa en la aplicacion de un criterio de arriba-abajo o
abajo-arriba[16].

1.2.2 Alternativas a los ensayos de irritacion/corrosion dérmica

Existen diferentes métodos que han sido oficialmente validados y que
aparecen en los protocolos de la OECD:

- Método de la Resistencia Eléctrica Transcutanea (TER) para valorar
la corrosion de la piel (OECD 430). El método utiliza piel de rata y
mide el cambio en la resistencia eléctrica transcutanea provocada por
un producto corrosivo. Al utilizar piel de rata no tiene aplicacién en
cosmética debido a la prohibicion de utilizar animales de laboratorio.

- Método de Corrosion dérmica in vitro utilizando piel humana
reconstruida (OECD 431). Utiliza MTT para valorar la viabilidad
celular.

- Ensayo in vitro de irritacion dérmica con epidermis humana
reconstruida (OECD 439). Este protocolo permite utilizar diferentes
modelos de epidermis reconstruida como Episkin™, Epiderm™,
SkinEthic™, LabCyte EPI-MODEL24 SIT, asi como otros modelos
desarrollados similares y que se conocen coloquialmente como los
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métodos “me-too”. Se basan asi mismo en la cuantificacion de la
viabilidad o muerte celular mediante el método MTT. Se considera
irritante aquel producto que reduce la viabilidad celular en mas del
50%.

Para cada uno de los modelos es diferente el tiempo de incubacion, el
volumen de muestra a aplicar, etc.

Como en el caso de los ensayos de irritacion ocular, un tinico ensayo
no es suficiente para clasificar un producto y se necesita mas de un
ensayo [16].

En los ensayos que utilizan el MTT como método de valoracion de la
citotoxicidad, se tiene que tener en cuenta la posible interaccién con
productos coloreados, como es el caso de los tintes capilares. En este
sentido se hizo un informe por parte del Comité Cientifico de
Seguridad del Consumidor, expresando sus dudas sobre la utilidad de
estos métodos en estos casos [17].

1.3. Sensibilizacion dérmica

La sensibilizaciéon dérmica es una de las principales reacciones
adversas de los cosméticos y por ello es de gran importancia valorar el
riesgo para el consumidor.

Tradicionalmente, se han utilizado animales como el cobayo, si bien
se ha desarrollado un modelo en ratén que cumple con los principios
de reduccion y de refinamiento y que se ha venido utilizando para
ensayar ingredientes cosméticos, hasta la total prohibicién del uso de
animales. Este método es el conocido como el ensayo del nddulo
linfatico que fue desarrollado por Baskettery col. [ 18] y que se recoge
en el protocolo de la OECD (OECD 429). Este método permite
discriminar el potencial efecto sensibilizante de los productos,
existiendo una clasificacion de los mismos. El método utiliza
timidina marcada radioactivamente para medir la proliferacion de
linfocitos en los nodulos linfaticos de ratones a los que se administra.
Existen modificaciones del protocolo en los que no se utiliza
radioactividad. En uno de ellos se mide el contenido de ATP por
bioluminiscencia como indicador de la proliferacion de linfocitos
[19] y en otro protocolo ) la medida de la proliferacion se basa en la
cuantificacion de 5-bromo-2-deixiuridina como analogo de la
timidina que se determina por un técnica de ELISA[20]. Todos estos
métodos representan un alternativa de reduccion y de refinamiento
pero no son aplicables actualmente a los ensayos de seguridad de
ingredientes cosméticos en Europa, debido a la prohibicion del uso de
animales.

Se han desarrollado varias alternativas in vitro cuyos protocolos se
encuentra actualmente en fase de borrador en la guia OECD y se
aprobaran en los proximos meses. Uno de estos ensayos se conoce
como DPRA (Peptide Reactivity assay). El método se basa en que los
productos quimicos que provocan sensibilizacion son capaces de
reaccionar con proteinas que contienen residuos de lisina y de cisteina
[21,22].

Otro método es el denominado KeratinoSens™ o método ARE-Nrf2
luciferasa, Se basa en que los productos sensibilizantes son capaces
de producir una induccion de determinados genes que estan regulados
por una respuesta antioxidante [23,24].

Asimismo también se ha validado el método conocido como h-CLAT
(human cell line activation test) que se basa en el incremento de la
expresion de CD86 y/o CD54 por las células THP-1 en presencia de
una sustancia sensibilizante [25]. Estas células son una linea celular
de monocitos humanos procedentes de un paciente de leucemia
monocitica.
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1.4. Absorcion dérmica

Los estudios de absorcion dérmica se pueden realizar in vivo, pero en
los ultimos afios se viene realizando in vitro. El ensayo esta descrito
en el protocolo OECD428. Asi mismo el Comité Cientifico de
Seguridad al Consumidor public6 unas recomendaciones de como se
tenian que realizar los ensayos para estudiar ingredientes cosméticos
[26].

El objetivo de los estudios de absorcion dérmica es obtener
informacion cuali y cuantitativa de la cantidad de producto que
puede pasar a la sangre en condiciones normales de uso. Estas
cantidades se tienen en cuenta para calcular el margen de seguridad de
un producto cosmético.

Este método utiliza piel humana o de cerdo, de la que se separa la
epidermis y se coloca en unas camaras especiales con dos
compartimentos uno donde se aplica el producto y el otro que es el
receptor de donde se toman muestras para analizar el contenido del
producto que ha atravesado la epidermis.

Se ha de controlar muy bien la integridad de la epidermis que se
utiliza, la temperatura de trabajo similar a la fisioldgica de la piel
(32£1°C), la solubilidad del producto en el liquido receptor, la
composicion del liquido receptor, la cantidad de producto que se
aplica sobre la piel, etc. La cuantificacion del producto absorbido se
puede realizar por HPLC o utilizando producto marcado
radioactivamente.

El comité cientifico de seguridad del consumidor considera una serie
de factores importantes para poder aceptar un estudio de absorcion
como bueno, entre ellos se requiere un minimo de 8 muestras
procedentes de 4 donantes y que se siga el procedimiento
adecuadamente.

1.5. Toxicidadrepetida

Los estudios de toxicidad a dosis repetida permiten evaluar los
efectos toxicos que ocurren como resultado de una exposicion diaria
repetida de una sustancia durante un periodo concreto de vida del
animal. Estos ensayos permiten conocer la toxicidad en dérganos
diana, curvas de dosis respuesta, respuesta toxica de metabolitos
secundarios formados en el organismo, respuestas tardias, efectos
acumulativos y diferencias entre las dosis que no causan efectos
adversos de las que causan dafio.

Existe una amplia lista de normativas aceptadas para su uso en
animales atendiendo a la via de administracion y a la cantidad de dias
de exposicion:

- Dosis repetida (28 dias) oral (OECD 407)

- Dosis repetida (28 dias) dérmica (OECD 410)

- Dosis repetida (28 dias) inhalada (OECD 412)

- Sub-cronica oral: dosis repetida (90 dias) en roedores (OECD 408)

- Sub-crénica oral: dosis repetida (90 dias) en no roedores (OECD
409)

- Sub-cronica dérmica: dosis repetida (90 dias) en roedores (OECD
411)

- Sub-cronica inhalatoria: dosis repetida (90 dias) en roedores(OECD
413)

- Toxicidad crénica (OECD 452)

Este tipo de estudios aportan una informacion muy valiosa para la
evaluacion de riesgos asociados a productos quimicos industriales,
ingredientes cosméticos, biocidas, pesticidas y farmacos al aportar la
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NOAEL (concentracién en la que no se observa efectos adversos),
parametro esencial para el calculo del Margen de Seguridad (MoS) o
el Margen de exposicion (MoE)

Actualmente no existe ningin método alternativo aceptado ni
validado cientificamente o generalmente aceptado para el reemplazo
del estudio in vivo. Sin embargo se esta realizando un esfuerzo
importante tal como se demuestra con el numero de proyectos
europeos actuales que buscan establecer un método alternativo
validado cientificamente

- EU FP6 Predictomics project: Short-term models assays for long-
term toxicity (EU contractno 504761). Este estudio trata de establecer
una estrategia alternativa para predecir toxicidad crénica en higado y
rifion evaluando conjuntamente datos obtenidos de cultivos celulares
avanzados, gendmica, proteomica y citomica para detectar lesiones
celulares tempranas.

- EU FP6 Marie Curie Actions Research Training Network PULMO-
NET: Pathogenesis of pulmonary disease (EU contract no MRTN-
CT-2004-512229). Este estudio trata de establecer una estrategia
alternativa para predecir toxicidad el sistema pulmonar.

- EU FP7 Predict-1V project.: Profiling the toxicity of new drugs: a
non animal-based approach integrating toxico-dynamics and
biokinetics (EU Contract no. 202222). Pretende establecer un
Sistema y una estrategia in vitro basado en la deteccion
biomarcadores neurotdxicos para predecir una toxicidad repetida
antes de realizar estudios in vivo.

- EU FP7 SEURAT-1: Towards the replacement of in vivo repeated
dose systemic toxicity testing

1.6. Toxicidad en lareproduccion

Estos estudios permiten describir una amplia variedad de efectos
adversos inducidos por una sustancia en cualquiera de las fases del
ciclo reproductivo de un mamifero. Esto incluye efectos en la
fertilidad, comportamiento sexual, implantaciéon embrionaria,
desarrollo fetal, adaptacion postnatal y la subsiguiente fase de
desarrollo hasta la madurez sexual. Asi el ensayo sobre la
reproduccion de la segunda generacion (OECD 416) y el ensayo de
teratogenia en roedores y no roedores (OECD 414) son los tinicos test
aceptados.

Segun la regulacion REACH todo producto manufacturado o
importado en cantidades superiores a 10 toneladas debe ser evaluado
bajo el ensayo de cribaje en el desarrollo/reproduccion (OECD 421) o
bien por el ensayo combinado de toxicidad a dosis repetidas y el de
criba en el desarrollo/reproduccion (OECD 422).

Dado que el campo experimental es muy amplio, no existe un unico
método alternativo sino una bateria de ensayos que cubre la toxicidad
durante la fase de desarrollo embrionario (embriotoxicidad). A pesar
de estar validados cientificamente, no pueden ser usados para
ensayos de cuantificacion de riesgo siendo solo aptos como métodos
preliminares para seleccionar aquellas moléculas potencialmente
embriotoxicas y susceptibles de ser evaluadas en estudios in vivo
[27].

Asi existen 3 métodos cientificamente validados por la EURL-
ECVAM:

- El ensayo con embriones enteros, WEC (DB-ALM Protocol 123):
El test se basa en el cultivo de embriones de rata durante el desarrollo
de los organos. La exposicion a la sustancia permite detectar
letalidad, retrasos en el desarrollo o anormalidades y inferencias en la
diferenciacion. Este test solo es valido para sustancias fuertemente




embriotoxicas.

- El ensayo de micromasas, MM (DB-ALM Protocol 122- The
Micromass Test - Method of Brown): El test se basa en el cultivo
primario de células neuronales y de los miembros de embriones de
rata. La suspension de células primarias son cultivadas in vitro. La
distribucion de su crecimiento, migracion y segregacion seguidos del
tratamiento con la sustancia permite evaluar un posible potencial
embriotoxico para las fases mediana y tardia del desarrollo en
mamifero.

- El ensayo de células madre embrionarias, EST (DB-ALM Protocol
113): El test se basa en la determinacion de la inhibicion de la
diferenciacion celular combinada con la diferente sensibilidad al
dafio citotdxico de tejido embrionario y adulto. Se emplean 2 lineas
establecidas, ES (D3) como tejido embrionario y fibroblastos (3T3)
como tejido adulto. La ausencia de la citoquina leukemia inhibiting
factor permite que la las células ES formen cuerpos embrioides (EBs)
y diferenciandose a tejido contractil. Estas células son mas sensible a
agentes toxicos que las células adultas, estableciendo una relacion
entre las IC,, de ambas lineas y la respuesta a la diferenciacion que
permite clasificar las moléculas en no-embriotdxica, moderadamente
embriotdxicay fuertemente embriotdxica.

En los tltimas décadas, el pez cebra esta cobrando importancia como
modelo experimental, incluso la OECD ha aceptado un ensayo
(OECD 236, FET) en laseccion de los efectos biodticos.

1.7. Mutagenicidad/ genotoxicidad

La Mutagenicidad hace referencia a cambios permanentes y
transmisibles en la cantidad y estructura del material genética de las
células. El término clastogenicidad se usa para denominar aquellas
sustancias que producen aberraciones estructurales de los
cromosomas; pérdida o reordenamiento de segmentos del
cromosoma. Mientras que el término aneugenicidad se emplea para
referirse a aquellas sustancias que afectan al nimero de cromosomas.
La genotoxicidad hace referencia al proceso por el cual se daiia el
DNA con la alteracion de la estructura, informacién o segregacion, no
necesariamente asociada a la Mutagenicidad.

El actual consenso de los grupos cientificos internacionales expertos
en el tema recomiendan incluir 3 parametros de genotoxicidad en las
pruebas de potencial mutagénico, 1) prueba de Mutagenicidad a nivel
génico, 2) otra a nivel de reordenamiento y/o rotura de los
cromosomas (clastogenicidad) y 3) una prueba de aberraciones
cromosdmicas (aneugenicidad).

El campo de la genotoxicidad es el area con un mayor niimero de
estudios alternativos validados.

1) Mutagenicidad:

- Ensayo de mutacidn inversa en bacterias (OECD 471, test de Ames):
La suspension bacteriana es expuesta a la sustancia a testar en
presencia y ausencia de un sistema exdgeno de activacidon
metabolica. Posteriormente la solucién se somete a una
preincubacion para posteriormente mezclarse con una capa de agar
antes de ser esparcida sobre placas con medio minimo. Tras 48-72h
las colonias revertientes son contadas y comparas con el nimero de
colonias revertientes del control de solvente.

- Ensayo de mutaciones en células de mamiferos, MCM (OECD 476):
Se emplean células mutantes deficientes en la proteina Hprt o en la
proteina XPRT. Una suspension celular es expuesta a la sustancia en
presencia y ausencia de un sistema exodgeno de activacidon
metabolica. Posteriormente son sub cultivadas y mantenidas durante
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7-9 dias para favorecer la expresion fenotipica mutante. Tras este
periodo, la frecuencia de mutacion se determina sembrando un
numero conocido de células en medio con un agente selectivo para
detectar colonias mutantes y en medio sin agente de seleccion para
determinar la viabilidad.

2) Clastogenicidad

- Ensayo de micronucleos in vitro, MNT (OECD 487): células de
mamifero son expuestas a la sustancia en presencia y ausencia de un
Sistema de activacion metabdlico externo. La exposicion serd
continuada hasta que se produzca la mitosis de las células.
Posteriormente las células seran teflidas y seran contados los
micronucleos presentes solamente en células binucleadas (han
quedado paradas en esta fase tras la aplicacion de citocalasina B) o
bien en aquellas células donde se muestren signos de haber tenido
division celular.

3) Aneugenicidad

- Ensayo de aberraciones cromosémicas en células de mamifero,
ACT (OECD 473): una suspension de células de mamifero son
expuestas al sustancia en presencia y ausencia de un Sistema
metabolicos externo para ser posteriormente ser arrestadas en
metafase. Finalmente las células en metafase seran analizadas para
determinar la presencia de aberraciones cromosdmicas.

El Comité SCCS y la agencia europea para la seguridad alimentaria
(EFSA) recomienda usar los ensayos de las guias de la OECD 471 y
487 como primer paso para la evaluacion de la seguridad de
cosméticos y alimentos [28].

Para demostrar que los resultados obtenidos son debidos al
tratamiento, es esencial caracterizar la exposicion sobre el sistema
experimental. En el caso del ensayo de mutacion inversa en bacterias
unareduccion en el numero de colonias revertientes es suficiente para
demostrar que ha existido exposicion a la sustancia. En otros casos,
como en la medicion de la induccion de micronticleos o mutaciones
génicas, es indispensable que las células hayan entrar en la rueda de
replicacion al menos una vez.

Actualmente se estan incorporando ingredientes en forma de
nanoparticulas ya que permiten la vehiculizacion de ingredientes
activos a su diana con mayor facilidad. La Unién Europea esta
haciendo grandes esfuerzos para tratar de establecer nuevas
normativas que permitan evaluar la seguridad de estos nuevos
ingredientes, ya que determinados ensayos no son adecuados, como
por ejemplo el test de Ames, ya que las bacterias no incorporan
mecanismo de endocitosis. En estos casos la opcion mas usada es el
ensayo de mutaciones en células de mamifero.

Un problema de estos estudios es que la deteccion de una molécula
como mutageno es considerada como un mutageno en modelos in
vitro 'y no puede ser corroborado en estudios in vivo. Estan
desarrollando métodos alternativos como por ejemplo, el ensayo de
microntcleos o el ensayo del cometa en piel humana reconstituida o
incorporando la variacién de los patrones génicos y biomarcadores
para predecir la Mutagenicidad del producto de ensayo.

1.8. Carcinogenicidad

Una sustancia es clasificada como carcinogénica si tras ser inhalada,
ingerida, expuesta sobre la piel o inyectada, induce tumores (sean
malignos o benignos), incrementan su incidencia o malignidad o
disminuyen el tiempo de aparicion de un tumor. Esta generalmente
aceptado que la carcinogénesis es un proceso multietapa que incluye
la transformacion de células normales a tumorales mediante una
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series sucesiva de etapas influenciadas por varios factores como
pueden ser genéticos y epigenéticos.

El ensayo de transformacion celular (CTA, Cell Transformation
Assay) es el unico test recomendado por las instituciones competentes
que muestra un modelo mas cercano a algunas de las fases de un
proceso carcinogénico [29]. El protocolo comun y estandarizado
final esta siendo desarrollado por la OECD como método sustitutivo
altest in vivo.

El test tiene 2 variantes, segun el sistema experimental empleado; o
células embrionarias de hamster sirio (SHE) o fibroblastos Balb/C
3T3. Ambas variantes analizan visualmente parametros especificos
relacionados con el fenotipo y patron de crecimiento celular contando
la cantidad de colonias transformantes y el ntimero de focos
formados.

Una ventaja adicional del CTA es que permite detectar
carcinogénicos genotoxicos y no-genotdxicos en un mismo ensayo.
Debido a la relacion entre mutaciones y cancerogénesis, los ensayos
de genotoxicidad mencionados anteriormente pueden servir como un
test preliminar de carcinogénesis. Un resultado positivo en
genotoxicidad, puede ser suficiente para valorar la necesidad de
llevar a cabo un estudio de cancerogénesis. Debido a la complejidad
del proceso de transformacion celular a tumores, hoy dia el CTA no
puede sustituir al método in vivo, aunque aporta una informacién muy
valiosa.

1.9. Toxicocinética

Los estudios de toxicocinética permiten describir los fenomenos que
experimenta una sustancia desde que entra en contacto con el cuerpo
hasta que es eliminado del mismo. La toxicocinética incluye la
absorcion, distribucion, biotransformacion y excrecion.

En el caso de los cosméticos, se ha hecho una revisién sobre la
situacion de los métodos alternativos en ensayos de toxicocinética y
se ha constatado que todavia existen deficiencias en cuanto a su
aplicabilidad [30]. Se necesitan métodos in vitro ¢ in silico de gran
calidad para poder predecir la toxicocinética de los productos.

Existen diferentes modelos in vitro que pueden servir para estudiar la
absorcion de sustancia a través de la piel (modelos de epidermis

reconstruida) o desde el tracto gastrointestinal (cultivos de células
Caco-2)[31,32].

También se utilizan modelos tridimensionales de piel para el estudio
del metabolismo en la piel [33] o cultivos de hepatocitos para estudiar
el metabolismo hepatico [34].

Estos métodos no estan completamente validados y tan solo
representan una parte del proceso.

1.10. Fototoxicidad

Los ensayos de fototoxicidad son requeridos para todos aquellos
productos que puedan incrementar su toxicidad por exposicion a la
luz ultravioleta.

El estudio tradicionalmente se ha hecho con ratas, conejos u otros
animales a los que se les rasuraba la piel y se aplicaba el producto y
posteriormente se irradiaba la misma con luz ultravioleta y se
observaba lalesion provocada en la piel [35].

El ensayo de fototoxicidad in vitro fue el primer método in vitro
validado [36].

En 2004 se publicd el método bajo el paraguas de la OECD, Ensayo in
vitro de fototoxicidad 3T3 NRU (OECD TG 432). El método se basa
en el estudio de la citotoxicidad de fibroblastos 3T3 mediante el
ensayo de captacion de rojo neutro. Se compara dicha citotoxicidad
en presenciay ausencia de irradiacion con luz UV.

Los fibroblastos se cultivan en monocapas y se incuban en placas de
96 pocillos con ocho concentraciones del producto en estudio durante
1 hora. Posteriormente, una de las placas se expone a luz ultravioleta a
una dosis no citotoxica y la otra se mantiene en la oscuridad.
Transcurrido el tiempo de incubacion se sustituye el medio y se
mantienen durante 24 horas, transcurridas las cuales se determina la
viabilidad celular. Se calcula la CI50 o concentracion que reduce la
viabilidad en un 50% y se comparan dichos valores para el producto
expuesto a laluzy el que no ha estado irradiado.

Finalmente, en la tabla siguiente se resumen los principales métodos
alternativos validados para la evaluacion de la seguridad de
cosméticos, junto con las posibles limitaciones de uso (Tabla 2).

Tabla 2. Relacion de métodos alternativos usados para evaluar la seguridad de ingredientes cosméticos y sus limitaciones

Estudios de toxicologia

Métodos alternativos

Limitaciones

Toxicidad aguda

Citotoxicidad (NRU 3T3)

Pendicente protocolo OECD

Irritacion ocular

BCOP, ICE

Solo discrimina irritantcs sCveros o corrosivos

HET-CAM, Hemolisis

No validados

Cylosensor Microphysiometer®

En [ase de aceplacién

Irritacion dérmica

TER

Solo discrimina irritantes severos o corrosivos

Episkin™, Epiderm™,
SkinEthic™, LabCyte EPI-
MODEL24 SIT

M¢todos basados cn medicion de MTT
interferencia con productos colorantes

Sensibilizacion dérmica

DPRA, Keratinosens®

Pendiente protocolo OECD

Absorcion dérmica

Absorcion in vitro

No presenta limitaciones

Toxicidad repetida

No cxiste

Mutagenicidad/Genotoxicidad

Test Ames, MCM, MNT, ACT

No presenta limitaciones

Carcinogenicidad

CTA

Pendiente protocolo OECD

Toxicidad de la reproduccion

EST, WEC, MM, FET

Sélo discriminan [uertemente embriotdxicos

Toxicocinética

Cultivo de Caco2

Sdélo valora absorcion oral. No estd validado

Fototoxicidad

3T3-NRU fototoxicidad

Sélo productos hidrosolublcs

Discusion y conclusiones

Desde hace afios se venia planteando en Europa la prohibicion de los
ensayos de cosméticos utilizando animales, por ese motivo se
desarrollaron gran numero de métodos alternativos, de los cuales
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unos han sido validados y aceptados por las autoridades reguladoras y
otros se encuentran en fase de validacion y/o aceptacion.

A pesar de los esfuerzos realizados en este sentido, todavia quedan
lagunas por resolver y no todos los métodos alternativos validados




son ttiles para todos los productos que se evaltan. En algunos casos
existen limitaciones a su aplicacion y en otros casos se desconoce la
verdadera viabilidad de los resultados obtenidos.

En este sentido, los nanomateriales, son un claro ejemplo, debido a la
capacidad que presentan al interferir con los métodos de
caracterizacion utilizados o la propia caracterizacion o validacion del
método analitico.

Sin embargo, en las ultimas décadas se esta aplicando recursos
econdmicos ¢ institucionales al desarrollo de métodos alternativos a
la experimentacion en animales para dar respuesta a una necesidad
social e industrial, en especial la industria cosmética.
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Abstract: Drug-induced liver injury is a significant leading cause of
liver disease and post-market attrition of approved drugs. Several
hepatic cell-based models have been used for early safety risk
assessment during drug development. Their capacity to predict
hepatotoxicity depends on cells' functional performance. Cultured
hepatocytes have contributed to increase knowledge of the metabolic
patterns and mechanisms involved in drug toxicity. A major limitation
of monolayer hepatocytes is that they undergo rapid loss of hepatic
functionality over time, particularly drug metabolising capability.
The sandwich culture model promotes polarised cell surface and
stabilises hepatocyte functionality, particularly transport systems,
better than monolayer cultures. As 3D spatial organisation and
complex heterotypic cell interactions are essential for the functional
homeostasis of the liver, hepatocyte models (3D cultures, co-cultures
with NPCs and microfluidic systems) that mimic cell-cell, cell-
matrix interactions and nutrient flow characteristic of the liver
microenvironment have been shown to improve the metabolic
competency of hepatocytes and have been proposed for better in vitro
predictions of drug hepatotoxicity. In addition to hepatocytes, other
cell-based models have been proposed for hepatotoxicity studies.
Hepatoma cell lines are metabolically poor compared to hepatocytes,
but offer key advantages, such as unlimited life span, reproducibility,
high availability and easy handling, which make them useful for
screening purposes. Alternatively, hepatic cell lines engineered for
stable or transient expression of key drug-metabolising enzymes have
also been used. Finally, stem cell-derived hepatocytes are emerging
in vitro systems that would provide a stable source of hepatocytes
from individuals with highly valuable particular polymorphic
characteristics for preclinical drug metabolism and toxicity
prediction of new drugs.

Key words: Co-culture, CYP-engineered cell line, hepatocytes,
hepatoma cell line, microfluidic device, sandwich culture, spheroids,
scaffold-based culture

Resumen: Modelos celulares para predecir la hepatotoxicidad
humana de farmacos. La lesion del higado por farmacos es una de
las causas principales de enfermedad hepatica y de retirada del
mercado de farmacos autorizados. Son varios los modelos de células
hepaticas utilizados durante el desarrollo de farmacos para la
valoracion temprana de su seguridad. Los estudios basados en
hepatocitos cultivados han contribuido al conocimiento de los
mecanismos implicados en la toxicidad por farmacos. Una limitacion
fundamental de los hepatocitos cultivados en monocapa es la pérdida
temprana de funciones hepaticas, en particular la capacidad para
metabolizar farmacos. El cultivo tipo sandwich mantiene la polaridad
de los hepatocitos y los sistemas de transporte y estabiliza su

" e-mail: gomez_mjo@gva.es

funcionalidad mejor que el cultivo en monocapa. Puesto que la
organizacion espacial 3D y las interacciones celulares heterotipicas
son esenciales para la homeostasis funcional del higado, los
hepatocitos cultivados en sistemas que reproducen las interacciones
entre células, célula-biomatriz y el flujo de nutrientes caracteristicos
del microambiente hepatico (cultivos 3D, co-cultivos con células no
parenquimales, sistemas microfluidicos) presentan mayor capacidad
metabdlica y han sido propuestos para mejorar la prediccion in vitro
de la hepatotoxicidad. Otras células hepaticas han sido propuestas
como alternativa a los hepatocitos para evaluar la hepatotoxicidad. Si
bien las lineas celulares de hepatoma tienen menor capacidad
metabolica que los hepatocitos, presentan ventajas clave para el
cribado de farmacos (vida ilimitada, reproducibilidad, gran
disponibilidad, facil manejo). También se utilizan células
manipuladas para la expresion estable o transitoria de enzimas de
biotransformacion. Por ultimo, los hepatocitos procedentes de
células madre son sistemas in vitro emergentes que proporcionarian
una fuente estable de hepatocitos, a partir de individuos con
caracteristicas polimoérficas especiales, sumamente valiosa para la
prediccion preclinica de la toxicidad de nuevos farmacos.

Palabras clave: Co-cultivos, células manipuladas genéticamente
que expresan CYPs, hepatocitos, lineas celulares de hepatomas,
cultivo en sandwich, esferoides, cultivos en soportes
tridimensionales.

Introduction

Drug-induced liver injury (DILI) is one of the most important issues
in drug development as a leading cause of discontinuation of clinical
trials and withdrawal or black box warnings of approved drugs [1].
DILI is a complex phenomenon which encompasses a spectrum of
clinical disease ranging from mild biochemical abnormalities to acute
liver failure. Hepatotoxicity can be induced by a drug itself or
indirectly by the generation of reactive metabolites (bioactivation)
(Figure 1). Toxic injury to hepatocytes is produced through multiple
mechanisms involving damage to biomolecules, alteration of cell
homeostasis/function and cell death [2].

Early safety assays during drug development are directed to reduce
potential risk of toxicity to humans, however, preclinical testing in
laboratory animals often fails to predict DILI. This poor predictivity
is attributable to several reasons, including differences in drug
metabolism and toxicity between human and experimental species
[3,4]. In this scenario, different in vitro approaches have been
explored to improve and accelerate the identification of
hepatotoxicity induced by drugs. In particular, several hepatic cell-
based screening protocols have been incorporated in drug
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Figure 1. Molecular events leading to drug-induced liver cell damage and death. Drugs may act directly on cellular systems or after
biotransformation by hepatocytes. In the latter case, toxicity is ultimately the balance between bioactivation and detoxification, which
determines whether a reactive metabolite elicits a toxic effect or not. There are several processes known to play a role in the molecular events
leading to irreversible cell damage and cell death by either necrosis or apoptosis.

development for early safety risk assessment [4-7]. Their capacity of
predicting in vivo hepatotoxicity depends critically on the functional
activities of the cell types used in each screening platform.

This paper presents the most valuable cell models for human
hepatotoxicity predictions including cultures of hepatocytes in
different 2D and 3D configurations as well as alternative cells to
hepatocytes such as hepatoma cell lines, CYP-engineered cells and
stem cell-derived hepatocytes. Major features, advantages and
drawbacks of the different cell models are discussed.

2D culture models of hepatocytes

For decades, 2D-cultures of hepatocytes have been widely used for in
vitro predictions of in vivo metabolic pathways and hepatotoxicity of
drugs (Figure 2). Such cell models offer the advantages of being
relatively inexpensive, reproducible, robust and convenient. Cultured
hepatocytes from different experimental species, particularly rat and
mouse, have been used. However, human hepatocytes have been
considered the gold standard in vitro model for the prediction of drug
metabolism and the assessment of hepatotoxicity [8-12], because
qualitative and quantitative interspecies differences in drug-
metabolising enzymes frequently make the extrapolation of drug
metabolism and hepatotoxic effects from animal hepatocytes to man
difficult.

Monolayer cultures involve plating cells on a rigid substratum pre-
treated with extracellular matrix (ECM) proteins (collagen,
fibronectin or Matrigel) [11,12], where they maintain key hepatic-
specific functions [8-12]. However, one major drawback of
monolayer cultures is that they undergo a rapid loss of hepatic
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Hepatocyte models for hepatotoxicity testing

2D cultures 3D cultures

Monolayer Scalfold free systems

Rigid substratum Hepatocytgs suspended in
non-adhesive hydrogels

Pre-treated with ECM Hepatocytes
. Scalfold based systems
Sandwich culture Natural or synthetic materials
Hepatocytes between two
layers of collagen Spheroids
Self-assamby of single cells
Monotypic cultures
' . Cell-cell, cell-ECM contacts

Co-cultures
Mixed spheroid culture of
hepatocytes and NPC

Co-cultures
Mixed monolayer culture
of hepatocytes and NPC

-

Hepatocytes + NPC

Microfluidic devices
Microcirculation
Cell aggregates (hepatocytes & NPC)

ECM
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Figure 2. Hepatocyte models as tools for hepatotoxicity studies. The
models extend from well-established hepatocyte culture models
comprising a 2D monolayer and collagen-sandwich configuration,
followed by emerging complex 3D hepatic cellular models including
scaffold-based models, aggregates and microfluidic devices.

functionality over time, particularly drug metabolising capability,
which confers them a short, limited sensitivity to drug hepatotoxicity
detection[5,7,8,10,11] (Table 1).




Table 1. Hepatocyte culture models for hepatotoxicity testing

Cell-based models to predict human hepatotoxicity of drugs

Models |

Advantages

Disadvantages

2D Cultures of hepatocytes

Monolayer cultures Expression of CYP and Phase II enzymes

Short-time inducibility of CYPs by xcnobiotics

interaction, hepatotoxicity

Model of choice (human hepatocyles) for drug screening: metabolic profiling, drug-drug

Good transferability of data to human data (human hepatocyles)

Short-term preservation of functionality
Loss of cell polarity

Limited availability (human liver)
Donor to donor variability (human)

Low resistance Lo cryopreservation
Difficult transferability of data to human
data (rodent hepatocytes)

Sandwich cultures
monolayer cultures
Inducibility of CYP enzymes by xenobiotics

Higher cell viability, survival and expression of CYP and Phase Il enzymes than

Retention of morphology, functional bile canaliculi and cell-cell contacts
Good (ransferability of data to human data (human hepatocyles)

Difficult transferability of data to human
data (rodent hepatocytes)

Limited availability of human liver
Donor to donor variability(human)

Co-cultures of several liver-
derived cell fypes

Improved longevity/functionality of all ccll types
High expression of CYP and Phase I enzymes
Inducibility of CYP enzymes by xenobiotics

Retention of morphology, bile canaliculi and ccll-cell contacts
Good transferability of data to human data (human hepatocytes)

No standard as to which other ccll type to
use

3D Cultures of hepatocytes

Scaffold- based systems/
Spheroids inducibility of CYP enzymes by xenobiolics
High level of hepatic transporters

Prescrved liver-specific polarity

Long-term maintcnance of liver specific functions, CYP and Phasc IT cnzymes and

Possibility of using for chronic loxicily and repealed dose
Good transferability of data to human data (human hepatocytes)

In some 3D modcls there is formation of
necrotic cores

Techniques need to be improved to be
applicablc for highthrouput

Co-cultures of liver derived
cell types xcnobiotics

Intercellular interactions and communication
Prescrved liver-specific polarity

Mimic liver cylo-organization

Longer expression of CYP and Phase IT enzymes and inducibility of CYP enzymes by

Variability of viability and differentiation
status depending on culture conditions
Techniques need (o be improved (o be
applicable for highthrouput

Microfluidic devices Incorporatc shear flow

Sustained liver-like cell functionality
Prescrved liver-specific polarity

in the medium

correlation further improved in co-cultures
Possibility of microscopic cxamination

Promole round cell aggregates more similar to in vivo morphology

Allow the possibility to precisely adjust flow rates and metabolite or drug concentrations

Beller correlation with in vivo data compared with static hepatocyle cultures and this

Emecrging tcchnology

Variability ol viability and differentiation
status depending on culture conditions
Docs not maintain viability/ functionality
longer than other 3D methods

In an attempt to maintain liver-specific functionality over longer
culture periods, a sandwich configuration was developed (Table 1).
Hepatocytes are placed between two matrix layers, traditionally
collagen or Matrigel. Maintaining hepatocytes in a sandwich culture
prevents cell viability loss, enhances secretion of organic
compounds, including urea and albumin, increases basal and induced
drug-metabolising enzyme activities, and mimics in vivo biliary
excretion rates [9,11,13,14]. Therefore, it has been suggested that the
sandwich culture model is most useful for mechanistic studies of
hepatobiliary toxicity [13,15-17]. This is important because biliary
efflux activity is inhibited by various drugs that cause iatrogenic
cholestasis, an important mechanism of DILI[18].

3D culture models of hepatocytes

As a result of the failure to predict hepatotoxic drugs in preclinical
testing using traditional hepatocyte cultures, alternative models to
phenotypically stabilise liver cell functions over a long period of time
have been developed (Figure 2). They are based in recreating
microenvironmental cues in vivo, such as a 3D architecture, multiple
cell types, cell-cell and cell-matrix interactions, soluble factors, and
dynamic nutrient flow which appear promising for drug screening
and predicting drug efficacy and toxicity in humans. 3D liver cell
models, which are amenable to routine use and high-throughput
adaptation, are particularly desirable for industrial drug discovery to
allow the realistic assessment of drug metabolism and adverse/toxic
effects [5,19]. Advantages and disadvantages of the different models
are summarized in Table 1.

Scaffold-based systems

3D cultures can be produced by embedding hepatocytes in scaffold-
free and scaffold-based systems (for a review, see [5,19]). The former
consists in suspending cells in non-adhesive hydrogels (i.e., alginate,
Matrigel, collagen, self-assembling peptides) with subsequent
polymerisation that aims to culture the hepatocytes encapsulated
within a gel [20]. Scaffold-based systems involve seeding cells on 3D
solid matrices; e.g., derived from natural materials (decellularised
liver-derived ECM) or synthetic materials (e.g., alginate,
polystyrene) [19,21]. While naturally derived substrates offer
advantages in biocompatibility terms, and mimic cell-matrix
interactions, synthetic scaffolds offer reproducibility and stability.
Interconnected porous networks and the pore size of 3D scaffolds are
very important for ensuring spatially uniform cell distribution, cell
migration and cell survival, which all affect the diffusion of
physiological nutrients and gases and the removal of metabolic
waste. The currently available wide range of synthetic polymers
opens up many opportunities for cell-specific tailored scaffolds. For
example, the specific affinity of hepatocytes to the galactose residue
has led to a range of synthetic scaffolds that present galactose on the
surface for improved hepatocyte adhesion and function [5,22].

Multicellular spheroids

Hepatocytes can be re-aggregated by cellular self-assembly and by
re-establishing cellular contacts to reform a 3D configuration. The
fundamental concept is that suspended isolated hepatocytes are
capable of reforming 3D tissue or spheroids if adhesion to a substrate
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is prevented. Sustained cellular contacts are key for maintaining
hepatic differentiation and functionality in spheroids [23] (for a
review see [5]). In general, an intact actin cytoskeleton is required for
the self-assembly and differentiation of liver cell spheroids [23]. The
size of spheroids is critical since spheroids larger than 200-300 pm
are at risk of having necrotic cores since oxygen diffusion is the most
limiting parameter [5]. Spheroids can be created by various methods
[5]: (1) spontaneous self-assembly in non-adhesive wells/dishes
under static conditions; (2) agitation or microcavities; and (3) in a
hanging drop. Several reports indicate an excellent long-term
viability of human hepatocyte spheroids to preserve liver-specific
polarity, the expression and activity of phase I and phase II drug-
metabolising enzymes and induction. Thus, they appear to be a
suitable model for discovering drug metabolites and long-term drug
hepatotoxicity testing, such as the repeated-dose format and high-
throughput systems [24].

3D co-cultures of hepatocytes and non-parenchymal cells

The liver comprises two major cell populations, hepatocytes and non-
parenchymal cells (NPCs), including endothelial, stellate and
Kupffer cells, among others. The cell-cell communication between
hepatocytes, and between hepatocytes and NPCs, and also with the
ECM, is a prerequisite for maintaining a differentiated phenotype and
required for the in vivo functional homeostasis of the liver. Moreover,
NPCs are considered important modulators of idiosyncratic
hepatotoxicity. Thus, the use of co-cultures of hepatocytes and NPCs
could further enhance the in vivo—like characteristics of a 3D culture
device and provide more predictive results.

Spheroid systems that co-culture rat hepatocytes with hepatic stellate
cells, the HSC-T6 cell line, HUVEC cells or Kupffer cells have been
developed, and it has been underlined the relevance of these complex
and long-lasting hepatic cell culture models [57]. More recently, a 3D
scaffold co-culture of human hepatocytes, stellate, Kupffer and
endothelial cells has been reported to maintain well-preserved
composition and liver function for up to 3 months [25]. Therefore,
presence of NPCs not only contribute to prolong the survival and to
improve the function of hepatocytes in culture, but can also increase

Table 2. Alternative cell sources to hepatocytes for hepatotoxicity testing

their sensitivity for DILI detection involving inflammatory mediators
[25].

Microfluidic devices

In vitro microfluidic systems have been more recently developed to
better mimic the in vivo situation due to better hepatocyte
functionality [26]. Incorporating fluid flow into 3D culture systems is
an important step for combating poor oxygen and nutrient diffusion
issues through spheroids and aggregates of cells and ECM. The
overall goal of many such efforts is to form a fully functional liver
culture model that mimics the complex in vivo architecture of a liver
lobule, and which can be used for toxicological and pharmacological
research or can be modified in a bio-artificial liver for clinical use (for
areview, see [5,19]). One real advantage is the possibility of precisely
adjusting flow rates and metabolite or drug concentrations in the
medium to mimic various physiologic conditions of blood, such as
postprandial and starvation states or circadian cycles of hormone and
metabolite concentrations. These devices preserve cell viability and
the metabolic competency of human hepatocytes at higher levels than
under static culture conditions [26-28]. The utility of these models for
toxicity testing has been explored through the prediction of in vivo
clearance rates. It has been demonstrated that the data from these
systems are more correlative with in vivo data than those deriving
from static hepatocyte cultures, and that this correlation improved
further when co-cultures were used [28,29].

Hepatoma cell lines

Although human hepatocytes are the preferred cells for drug
metabolism and hepatotoxicity studies, their scarce availability, inter-
donor variability, short life span, and decreased metabolic capacity
along culture time limit their routine use for screening purposes.
Several human hepatoma cell lines (e.g., HepG2, Hep3B, Huh7,
HepaRG) have been proposed as alternative cell models to
hepatocytes [30]. These cells offer key advantages over hepatocytes
such as their high availability, unlimited life span, stable phenotype,
reproducibility, and easy handling (Table 2), which make them useful
invitro systems for drug safety assessment [30,31].

Models Advantages

Disadvantages

Hepatoma cell lines
Easy handling and relative low cost
Standardized culture conditions
Reclative stable gene cxpression pattern

Highly proliferative, unlimited available cells

Undifferentiated phenotype characteristic of proliferative
tumor cells

Poor expression of some functions of adult human liver
Altcred cxpression of key transcription factors

Robustness and good experimental reproducibility

Some cell lines retain certain liver-specific functions and
drug-metabolizing capacity (i.e., HepaRG)

Suitable to high throughput screenings

Possibility of culturing in 3D configuration (cnhanced
functionality)

Scarce levels of certain CYP enzymes (depending on cell
line)

Absence on non-parenchymal cells

Difficult transferability of data to normal (non-malignant)
human liver

CYP-transfected cell
lines

High activity lcvels of transfected enzymes

Useful for metabolism-based toxicity studies

High reproducibility and phenotypic stability (stably
transfected ccll lincs)

Identification of CYPs involved in the gencration of toxic
metabolites

Controllable expression of functional CYPs (adenovirus-
transfected cells)

Tailored reproduction of metabolic phenotypes (multiple
adcnoviral co-transfection)

Unbalanced drug mctabolism (cclls over-cxpressing a
single CYP)

Potential altered expression of other hepatic functions
More corrclation studics to in vivo hepatotoxicity arc
rcquired

Uncontrollable risk of mutagenic effects (stably transfected
cell lines)

Transient expression systems require the generation of a
new ccll lot for cach study (potential variability, time-
consuming)

Induced pluripotent stem
cells-derived hepatocytes

Stable genctic background

High availability

Defined phenotype

Allow studies of inter-individual variability
Possibility of culturing in 3D configuration (enhanced
functionality)

Complex reprogramming steps

Limited cxpression of liver-specific genes
Variability in phenotype among preparations
Few studies in toxicology yet
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Most hepatoma cell lines express many liver differentiated functions;
however, in general, they show a poor expression of drug
metabolising enzymes (CYPs, conjugating enzymes) and transport
proteins compared to primary hepatocytes [31-33]. Despite these
shortcomings, hepatoma cells have been extensively used for
cytotoxicity evaluations and to examine specific mechanisms of
toxicity. In particular, HepG2, the best characterised human
hepatoma, is one of the most currently used human cell models for
hepatotoxicity screenings. As a result of this widespread use,
exhaustive data on the effects of a huge number of compounds (model
hepatotoxins, drugs, chemicals) on many parameters indicative of
toxicity to HepG2 cells (viability, membrane integrity, cell
proliferation, ATP level, etc.) are available in the literature [6,34,35].
Recently, multiplexed high content screening and automated assays
adapted to HepG2 miniaturised culture formats (e.g., 96- or 386-well
plates) have been proposed as valuable prioritisation tools during
preclinical drug development [36,37]. These multiparametric assays
have been applied to screen large series of compounds and have
shown acceptable specificity and sensitivity to discriminate between
hepatotoxic and non-hepatotoxic drugs.

HepaRG is a recently derived hepatoma cell line that is now
considered the most promising cell model as a surrogate for human
hepatocytes in in vitro assessments. Proliferating HepaRG are
bipotent progenitor cells capable of differentiating into hepatocyte-
like and biliary-like cells [38]. After several weeks of culture in the
presence of DMSO, confluent monolayers of HepaRG cells
differentiate towards a hepatocyte-like phenotype with bile canaliculi
structures formation [38]. Differentiated HepaRG are now
increasingly used in hepatotoxicity studies as they show important
advantages over HepG2 and other hepatoma cells: 1) greater levels of
phase I and phase II drug-metabolising enzymes, which enables the
detection of toxic effects of reactive metabolites; 2) a polarised
expression of the hepatobiliary membrane transporters required to
identify toxicity due to the alteration of the normal function of hepatic
uptake or eftlux transporters; and 3) a stable metabolic competence
for several weeks, which opens up the possibility of performing long-
term repeated-dose studies for chronic toxicity assessment
[32,39,40]. However, the demanding culture requirements, long-term
differentiation protocols and high DMSO concentrations required to
maintain differentiated HepaRG cultures are major drawbacks for
their widespread use in hepatotoxicity testing [39,40].

Research efforts have been made to improve the functional capacity
of hepatoma cell lines and to promote their performance for drug
safety evaluation. Different 3D culture techniques (e.g.,
microencapsulation, cell spheroids or micro-space cell culture
systems) have been explored to improve differentiation and the
hepatic phenotype of HepG2 or HepaRG cells. Similarly to
hepatocytes, hepatoma cells grown in 3D systems have exhibited
better viability and functionality than in conventional 2D cultures
[41-43]. Therefore, these 3D organotypic cultures have been
proposed as relevant alternative systems for the more accurate
assessment of human hepatotoxicity and for metabolism-mediated
drug toxicity screenings [41-43].

CYP-transfected hepatic cell lines

Hepatotoxicity can be produced after bioactivation of the drug by
biotranformation enzymes (mainly CYPs) into reactive metabolite(s)
(Figure 1). The identification of bioactivable molecules requires the
use of metabolic competent systems capable of generating toxic
metabolites. Several cell systems based on liver-derived cell lines
engineered to express high levels of CYPs (and other drug-

Cell-based models to predict human hepatotoxicity of drugs

metabolising enzymes) have been developed as in vitro tools for drug
metabolism and hepatotoxicity studies [30]. These metabolically
competent cells are generated by tranfection with vectors encoding
for human CYPs resulting in stable or transient expression of the
transgene [5,30]. In contrast to primary hepatocyte cultures,
transfected cell lines show high levels of CYP activities along time in
culture and offer the advantages of robustness and good experimental
reproducibility; however important limitations of these cells is that
transfection strategies can potentially alter the expression of other
hepatic functions and overexpression of a particular enzyme may
resultin unbalanced metabolism and (Table 2).

Among cell lines manipulated for stable expression of drug-
metabolising transgenes, those generated by the transfection of SV40
large T-antigen-immortalised human liver epithelial (THLE) cells or
HepG2 cell line are the most widely used for hepatotoxicity
assessment of bioactivable drugs [44,45]. Each CYP-transfected
THLE or HepG2 cell line stably express high levels of an individual
human CYP [45]. A study strategy based on the comparison of the
effects of a particular drug to CYP-transfected cells and to parental
non-CYP expressing cells has enabled the contribution of CYP-
mediated metabolism to toxicity to be explored [44-46]. However, no
more than one or two enzymes can be satisfactorily transfected into
cells, and expression levels are often too high or low when compared
to human liver/hepatocytes [46].

As an alternative, upgraded HepG2 cells generated by adenoviral-
mediated CYP expression have been proposed for hepatotoxicity
studies [30,47-49]. Adenoviral transduction has allowed the easily
modulated and controlled expression of multiple transgenes (up to
five CYPs) in host cells [5,48,49]. Then by selecting appropriate
mixtures of adenoviral constructs, cells customised with a particular
CYP profile (metabolic phenotype) can be produced [30]. The
versatility of these cell-based assays opens up the possibility of
making in vitro hepatotoxicity predictions to different population
groups (e.g., extensive vs poor metabolisers). However, one
limitation of this strategy is that transgene expression is transient and
anew transfection must be performed for each experiment.

Pluripotent stem cells-derived hepatocytes

Human pluripotent stem cells-derived hepatocytes are emerging as
cell-based systems that will potentially provide a stable source of
hepatocytes for reliable and high-throughput screening for the
metabolism and toxicity of candidate compounds. Different groups
have developed protocols to isolate embryonic stem cells (ESCs) and
induce them to form hepatocyte-like cells by mimicking the
developmental pathway of the liver during embryogenesis [7,50].
However, the broad variability reported by distinct laboratories of the
key enzymes implicated in drug metabolism in differentiated ESCs
implies that the application of these cells in toxicity studies is still
premature. Recent studies have focused on the 3D culture of ESCs for
toxicity testing [51].

Human induced-pluripotent stem cells (iPSCs) are an attractive
source of normal human cells because they possess self-renewing
potency and pluripotency, and can differentiate into virtually any
somatic cell type, like hepatocytes. They may provide a limitless
supply of hepatocytes for high-throughput screening with minor
batch variability from multiple individuals to improve
reproducibility and to enable testing of individual-specific toxicity
[7,52,53]. Hepatocyte-like cells differentiated from iPSCs
recapitulate many hepatic functional properties. However, current
hepatic differentiation protocols result in cells with lower levels of
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enzyme activity and hepatic gene expression profiles than intact
human liver or human isolated hepatocytes [54,55]. Perhaps in the
future, iPSC-hepatocytes generated from individuals with different
CYP polymorphisms would be of great value for the drug metabolism
and toxicity prediction of new drugs in pre-clinical stages to enable
more successful clinical trials [53,55,56].
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Resumen: Los métodos de quimica informatica y modelado
molecular han sido utilizados desde hace décadas para la seleccion y
optimizacion de nuevos compuestos con propiedades terapéuticas.
Su aplicacidn en toxicologia predictiva es mas reciente, y dadas las
nuevas necesidades regulatorias impuestas por la normativa europea
REACH, estas técnicas gozan actualmente de un interés creciente. En
efecto, el reglamento REACH supone a priori la necesidad de una
cantidad ingente de ensayos con animales para demostrar la
seguridad de los nuevos compuestos quimicos sometidos a registro,
ensayos que pueden reducirse mediante el uso de métodos
alternativos como los estudios in vitro e in silico, siempre que
cumplan ciertas condiciones especificas que garanticen su calidad y
eficacia predictiva. La toxicologia computacional es pues una
subdisciplina de la toxicologia que tiene como objetivo utilizar las
matematicas, la estadistica, el modelado quimico y las herramientas
informaticas para predecir los efectos toxicos de las sustancias
quimicas en la salud humana y/o el medio ambiente, y adicionalmente
comprender mejor los mecanismos por los que un producto quimico
determinado induce dafio. En esta revision resumimos el estado del
arte de los diferentes métodos existentes en materia de toxicologia
computacional, citamos las bases de datos y programas mas
adecuados para la generacion de predicciones robustas y fiables, y se
discuten sus limitaciones y el grado de aceptacion en el ambito
normativo.

Palabras clave: toxicologia computacional, REACH, QSAR,
extrapolacidn, acoplamiento molecular, cribado virtual.

Abstract: Computational methods in predictive toxicology:
application to the reduction of animal tests in the context of the
EU REACH regulation. Molecular modeling and chemoinformatics
have been used for decades for the selection and optimization of new
compounds with therapeutic properties. The application of these
techniques in predictive toxicology is more recent, and they are
experiencing an increasingly interest because of the new legal
requirements imposed by the EU REACH regulation. Indeed, a large
amount of animal testing is needed under REACH to demonstrate the
safety of new chemical entities subjected to registration, and these
assays can be significantly reduced by using alternative in vitro and in
silico methods, provided they meet specific conditions to ensure their
quality and predictive power. Computational toxicology is as a
subdiscipline of toxicology that aims to use mathematics, statistics,
chemistry and computer modeling tools to predict the toxic effects of
chemicals on human health and/or environment. Additionally,
computation studies can help also to better understand the
mechanisms by which a given chemical induces harm. In this review
we summarize the state of art of the main in silico methods, the
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toxicological databases and computer programs more suitable for the
generation of robust and reliable predictions will be listed, and the
limitations and acceptability of computational toxicology will be
discussed in the context of the UE regulation.

Key words: computational toxicology, REACH, QSAR, read-
across, docking, virtual screening.

Introduccion
ElReglamento REACH

El reglamento de ambito comunitario europeo 1907/2006 para el
Registro, Evaluacion, Autorizacion y Restriccion de Sustancias
Quimicas (abreviadamente “REACH”, del inglés Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals), fue
aprobado el 18 de diciembre de 2006 y entrd en vigor el 1 de junio de
2007 [1], siendo su principal objetivo la proteccion de la salud
humana y el medio ambiente. Para alcanzar dicho objetivo REACH
regula tanto la producciéon como el uso de sustancias quimicas
cuando son producidas/importadas en/a Europa en una cantidad
superior a una tonelada al aflo. Segun este reglamento, se exige a
fabricantes e importadores de sustancias quimicas de la Unidn
Europea (UE) que registren dichas sustancias y comuniquen la
informacion necesaria para garantizar su uso seguro (como tales, en
mezclas o como parte de la composicion de articulos), remitiendo un
expediente de registro a la Agencia Europea de Productos Quimicos
(European Chemicals Agency, ECHA, www.echa.europa.eu/). El
grado de informacidn requerida depende del nivel de preocupacion
por la sustancia, siendo mas completa por ejemplo para productos
carcindgenos, mutagenos y toxicos para la reproduccion (CMR) o
para sustancias altamente toxicas para los organismos acuaticos.
Asimismo, los productores de articulos, distribuidores y usuarios
intermedios deben ser rigurosos en la identificacion de estas
sustancias, y actualizar y comunicar la informacion de las mismas tras
el registro.

El reglamento REACH ha supuesto una revolucion en el mundo de la
regulacion de compuestos quimicos, por primera vez la industria
debe asumir el control del riesgo potencial que comportan los
productos que genera y su potencial impacto tanto sobre la salud
humana como sobre el ecosistema. Continuar en el mercado exige
adoptar las nuevas obligaciones impuestas por REACH, ya que no se
pueden fabricar o importar sustancias que no hayan sido previamente
registradas y autorizadas por la ECHA, ni tampoco utilizarlas para
usos distintos de los registrados. REACH constituye el paradigma de
un cambio internacional hacia un uso responsable de los productos
quimicos, y de hecho otros paises estan estudiando/adoptando
legislaciones similares [2].
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Pese a su importancia e impacto positivo, el reglamento REACH
también suscita fuertes criticas, especialmente por parte de los
industriales que deben adoptar esta legislacion. Los puntos objeto de
controversia son fundamentalmente dos:

i) Los costes del proceso de registro son muy elevados, debido al alto
grado de trabajo experimental y administrativo requerido. Estos
costes inciden directamente en la competitividad de las empresas que
deben aplicar el reglamento, siendo ésta una cuestion especialmente
sensible en un momento de crisis econdmica mundial como el actual.
Las pequefias y medianas empresas estan particularmente expuestas a
este riesgo, hasta el punto de que en algunos casos pueden verse en el
impedimento de continuar produciendo algunos de sus productos.

ii) A nivel social se plantea ademas el problema ético de la enorme
cantidad de ensayos con animales necesarios para cumplir con los
requisitos de informacion demandados [3]. Se calcula que en la UE se
practican anualmente experimentos con alrededor de doce millones
de animales vertebrados con distintos fines (cientificos,
toxicologicos, regulatorios) [4]. Las estimaciones sobre el gran
incremento en el nimero de dichos experimentos que REACH
implica para la evaluacion de riesgos han alertado y movilizado asi a
multiples organizaciones de defensa del bienestar animal y a amplios
sectores sociales.

Asi pues, lanecesidad de métodos alternativos para reducir o sustituir
la experimentacion animal es mas fuerte que nunca. De hecho, el uso
de dichos métodos en lugar de las pruebas con animales es claramente
estimulado por la propia reglamentacion REACH, que en su texto
establece que “el maximo esfuerzo debe realizarse para la reduccion
de los ensayos de productos quimicos en animales, que deben
realizarse exclusivamente como la tlltima opcidn, cuando no hay otra
manera cientificamente fiable de demostrar el impacto de dichos
productos en el ser humano o el ecosistema”. Este estimulo
institucional de los métodos alternativos no es nuevo, y por ejemplo la
Comision Europea ya lanzo en 1991 el Centro Europeo de Validacion
de Métodos Alternativos (ECVAM, European Centre for the
Validation of Alternative Methods), con los objetivos de validar
técnicas que reduzcan, refinen o reemplacen a los ensayos en
animales de productos quimicos, bioldgicos o vacunas, y promover el
desarrollo y diseminacion de los métodos alternativos, su aplicacion a
nivel industrial y su aceptacion por las entidades reguladoras. Este
centro sigue vigente, desde 2011 bajo el nombre de “European Union
Reference Laboratory for alternatives to animal testing” (EURL-
ECVAM, http://ihcp.jrc.ec.europa.eu/our labs/eurl-ecvam).

Toxicologia computacional

Actualmente, el potencial toxico de un gran niimero de sustancias
quimicas industriales -incluyendo productos farmacéuticos,
cosméticos, pesticidas y otros productos quimicos sintéticos o semi-
sintéticos- se determina mediante el uso de modelos animales
estandar, siendo estos estudios requeridos para su aprobaciéon como
productos registrados que se pueden lanzar al mercado. Existen
diversos métodos alternativos para la sustitucion de los ensayos con
animales, como las técnicas in vitro (que se sirven de porciones de
tejidos, drganos perfundidos y cultivos celulares o subcelulares), o el
uso de organismos inferiores como bacterias, algas u hongos [5].
Entre dichas alternativas se encuentran también los métodos
computacionales o “in silico”, que permiten la simulacién de
mecanismos de accién y la prediccién de valores de toxicidad
humana o medioambiental mediante el uso de modelos
computacionales: es la llamada Toxicologia Computacional. Los
métodos computacionales se han aprovechado de tres avances
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tecnologicos significativos: la disponibilidad creciente de
informacidén quimica y bioldgica (por ejemplo, a partir de
microarrays o de experimentos de cribado de alto rendimiento in vitro
-high throughput screening, HTS-), el incremento de la potencia de
calculo para analizar informaticamente estos datos, y el desarrollo de
métodos bioestadisticos novedosos. Los antecesores de la toxicologia
computacional son la quimica informatica (“chemoinformatics™) y el
modelado molecular, disciplinas en la interfaz entre la quimica, la
biologia y la informatica que han sido utilizadas durante afios en el
mundo del descubrimiento y/o disefio de farmacos (“drug
discovery”) [6].

Los experimentos in vivo requieren mucho tiempo para su
preparacion y ejecucion, y son costosos y éticamente cuestionables.
Frente a ellos, los modelos computacionales tienen la capacidad de
predecir las propiedades fisico-quimicas o bioldgicas de compuestos
sin tener que llevar a cabo necesariamente su sintesis quimica en
laboratorio. El uso de los enfoques in silico representa pues un ahorro
muy significativo de tiempo, recursos y dinero [7], y se caracteriza
asimismo por la aplicabilidad de los modelos resultantes de forma
facil e inmediata a nuevas estructuras. A nivel de la industria
farmacéutica, es muy frecuente el cribado virtual de grandes
colecciones de estructuras (“virtual screening”), que es tipicamente
un proceso de alto rendimiento a bajo costo que proporciona una
indicacion rapida de la eficacia y los riesgos potenciales de
compuestos, facilitando asi su priorizaciéon: como no se requieren
compuestos fisicos estos estudios se pueden ejecutar en las primeras
etapas del descubrimiento para seleccionar los productos con mejores
propiedades y menor toxicidad [7,8]. Ademas, las herramientas
computacionales también pueden ayudar en algunos casos a
proporcionar una comprension mecanistica de estas predicciones, por
ejemplo para explicar por qué se prevé que un compuesto muestre
cierto tipo de toxicidad.

Existen diversas técnicas de toxicologia computacional, y el uso de
una u otra depende del grado de complejidad del tipo de toxicidad
objeto de estudio y de la informacion de partida de la que disponemos.
La herramienta mas potente y eficaz es el desarrollo y aplicacion de
modelos matematicos de prediccion QSAR, y por tanto los veremos
con mas detalle. Otros enfoques predictivos resefiables son el
acoplamiento molecular (“docking”) para analizar las interacciones
de compuestos quimicos con receptores biologicos, el estudio
sistematico de las relaciones estructura-actividad basado en el
conocimiento y la experiencia previos (‘“knowledge-based SAR
systems”), la extrapolacion de propiedades por similitud estructural
(read-across), y el estudio de la farmacocinética basado en la
fisiologia (PBPK).

Modelado por QSAR/QSTR

Una de las primeras aplicaciones de la quimica computacional fue la
prediccion de la actividad biologica basada en la estructura quimica:
los modelos QSAR (del inglés “Quantitative Structure-Activity
Relationships™). Esta técnica consiste en la construccion de un
modelo matematico relacionando por medio de herramientas
estadisticas la estructura quimica de una serie de moléculas -
caracterizadas previamente por una serie de descriptores moleculares
numéricos- con una propiedad fisicoquimica o actividad bioldgica.
Una vez se ha establecido dicha correlacion, la misma puede usarse
para predecir la propiedad/actividad en nuevas moléculas cuya
estructura quimica sea conocida. Debido al gran coste y tiempo
necesarios para la investigacion y desarrollo de medicamentos, los
modelos QSAR se vienen utilizando desde hace décadas en “drug
discovery", en donde forman parte del protocolo estandar para el
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descubrimiento de farmacos y su posterior optimizacion, referida
tanto a los efectos terapéuticos [7] como toxicos [8,9]. Los modelos
QSAR se usan también para proporcionar predicciones de las
propiedades farmacocinéticas (ADME) en etapas tempranas del
proceso [10-14]. Cuando la actividad bioldgica estudiada es un dato
de toxicidad, seria mas propio hablar de modelos QSTR
(“Quantitative Structure-Toxicity Relationships™), aunque esta
nomenclatura no se ha generalizado completamente y muchos
autores siguen hablando globalmente de QSAR.

La utilizacion de los QSARs/QSTRs presenta varias ventajas frente a
otras metodologias, entre las que destaca el hecho de que, una vez se
ha desarrollado un modelo, la prediccion de toxicidad de un
compuesto se puede hacer a partir inicamente del conocimiento de su
estructura quimica, asi como el hecho de que los modelos pueden
automatizarse facilmente, proporcionando asi un medio
extremadamente rapido para evaluar un alto numero de estructuras
quimicas. Hay un gran numero de usos potenciales de las QSTR en la
industria para la prediccion de la toxicidad [7-9]. Por ejemplo en la
industria farmacéutica permiten aumentar la probabilidad de
identificacion temprana de toxicidad de los candidatos a farmacos
mucho antes de invertir cantidades enormes de tiempo y recursos en
su desarrollo, a fin de reducir las tasas de abandono del desarrollo de
farmacos [15,16]. Ademas, la prediccion de la toxicidad se puede
aplicar a las evaluaciones de riesgo ambiental para los contaminantes
comunes. No obstante, su uso puede verse afectado por ciertas
limitaciones, entre las que cabe destacar la falta de datos de toxicidad
adecuados disponibles en ciertos casos, y la inadecuacion de modelos
excesivamente simplistas para la prediccion de valores toxicoldgicos
dependientes de mecanismos de accion complejos o multiples.
Ademas, a diferencia de los animales o las pruebas in vitro, hay que
tener en cuenta que los QSTRs deben revisarse periddicamente y
refinarse a medida que se disponga de nuevos datos, de modo que los
modelos validados en un momento dado tiene que re-validarse cada
cierto tiempo para no resultar obsoletos.

Modelos QSTR en la literatura cientifica

Un gran numero de modelos QSTR han sido desarrollados para
estimar diferentes parametros toxicologicos de los productos
quimicos -tanto relacionados con los efectos en la salud humana
como con el impacto ambiental- empleando diferentes metodologias.
En términos generales, los modelos publicados se pueden clasificar
en funcion del tipo de toxicidad que intentan predecir:

i) Toxicidad sistémica en humanos: fundamentalmente predicciones
de carcinogénesis, mutagénesis, toxicidad reproductiva y toxicidad
aguda. Ademas, hay un interés considerable en la prediccion de
pardmetros farmacocinéticos que pueden influir en la
biodisponibilidad de los compuestos, particularmente de farmacos.

ii) Toxicidad en humanos a nivel local: prediccion de toxicidad sobre
la piel, sensibilizacion respiratoria, irritacion cutanea y ocular,
fototoxicidad.

iii) Distribucion ambiental: se refiere a la dispersion y destino final de
compuestos quimicos con efectos tdxicos en el ambiente, que se
puede modelar en términos de su persistencia (es decir, la
biodegradacion, hidrolisis, etc.), distribucion y bioacumulacion.

iv) Ecotoxicidad: predicciones de efectos toxicos en plantas,
organismos acuaticos y terrestres (invertebrados y vertebrados) y
pajaros.

Los primeros modelos QSTR se basaron en la premisa de que la
toxicidad podria ser correlacionada con ciertas caracteristicas

moleculares de los agentes quimicos que la causan [17]. Estos
primeros modelos fueron limitados por el nimero de pardmetros que
podian ser modelados y tendian a no ser muy predictivos,
especialmente para las toxicidades complejas que se pueden producir
a través de diferentes mecanismos de accidon. Actualmente la lista de
estudios predictivos publicados es muy amplia, de entre los que
destacaremos modelos QSTR para predecir los efectos en el higado
de los farmacos candidatos [18], toxicidad cardiaca [19,20],
carcinogenicidad [21] o mutagenicidad [22].

OSTRs en las normativas regulatorias internacionales

Diversos organismos internacionales permiten la utilizacion de los
métodos computacionales (en general, y sobre todo los
QSARSs/QSTRs en particular) con distintos fines relacionados con la
regulacion de las entidades quimicas nuevas y existentes. El uso de
QSTRs para ayudar en la regulacion de productos quimicos se divide
en tres grandes areas: la clasificacion y el etiquetado, evaluacion de
riesgos y el establecimiento de prioridades. Historicamente, fueron
inicialmente las agencias reguladoras en América del Norte las que
tomaron la delantera en el desarrollo y empleo de estos métodos para
la reglamentacion de nuevas sustancias. Asi por ejemplo, la Agencia
de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (United States
Environmental Protection Agency, EPA, www.epa.gov) reglamentd
lautilizacion de modelos QSAR en el proceso de notificacion previa a
la fabricacion de nuevos productos quimicos, sobre todo cuando no
habia datos previos de toxicidad disponibles [23]. Otro ejemplo fue la
Ley Canadiense de Proteccion del Medio Ambiente (Canadian
Environmental Protection Act, CEPA), seglin la cual unas 23.000
sustancias de una lista de productos de uso doméstico debian cribarse
y agruparse por categorias segun sus valores de persistencia,
bioacumulacion y toxicidad inherentes [23]. Dada la falta de
informacion experimental para una gran mayoria de estas
substancias, las ventajas e inconvenientes del uso de QSTR fueron
analizados [23,24]. Mas recientemente, las agencias reguladoras de
Estados Unidos como la “Food and Drug Administration” (FDA,
www.fda.gov) han invertido tiempo y recursos en la evaluacion de la
utilidad de los métodos computacionales orientados a la deteccion de
sefiales de riesgo toxicologico, incluyendo los QSTRs [25,26]. En la
FDA, estos esfuerzos se concretaron en forma de modelos basados en
parametros toxicoldgicos que no pueden ser probados en seres
humanos, incluyendo los QSTRs de toxicidad genética, toxicidad
reproductivay carcinogenicidad [27-30].

A pesar del uso relativamente limitado entonces en Europa, la
Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de Dinamarca
(http://eng.mst.dk/) utiliz6 una variedad de métodos QSAR para
establecer prioridades entre unos aproximadamente 166.000
productos quimicos segun sus efectos potenciales en la salud humana
[23]. Finalmente, el incentivo para un mayor uso de estos métodos ha
sido la reglamentaciéon comunitaria, inicialmente impulsada por la
publicacion por la Comision Europea del Libro Blanco que establecia
una estrategia para una futura politica sobre productos quimicos [31]
que finalmente se convertiria en la reglamentacion REACH [1]. En
definitiva, podemos afirmar que las politicas gubernamentales, tanto
en la UE como en América del Norte, han animado -y en algunos
casos ordenado en su legislacion- el uso de técnicas computacionales
para predecir la toxicidad. De entre ellas, los modelos QSTRs son los
que presentan una mayor validez desde el punto de vista regulatorio.

Una cuestion fundamental que se plantea a nivel legal es la de la
validez de los modelos QSTR a la hora de considerarlos para tomar
una decisién de autorizaciéon de un compuesto quimico.
Légicamente, la decision sobre la aplicacion de los QSTRs para
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sustancias cuyos efectos atin se desconocen es sostenible sdlo cuando
unmodelo tiene una base solida y no es el resultado de especulaciones
teoricas. No obstante, varios estudios retrospectivos han demostrado
la falta de calidad y capacidad predictiva de algunos modelos QSTR
desarrollados previamente, abriendo pues el debate sobre la
pertinencia de su utilizacion convencional [32,33]. En los altimos
afios se ha iniciado pues un replanteamiento critico e imparcial para
evaluar la fiabilidad de los resultados de los modelos
computacionales. De acuerdo con la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE, www.oecd.org/)
se pueden definir una serie reglas generales que ayuden a determinar
si un modelo QSTR es apropiado para uso regulatorio [34]. Se
conocen como “reglas de Setiibal” porque se derivaron en la reunion
“International Workshop on the Regulatory Acceptance of QSARs
for Human Health and Environment Endpoints”, que tuvo lugar en
dicha ciudad portuguesa en marzo de 2002. Este evento fue
organizado por las dos organizaciones profesionales mas
representativas de la industria quimica, el Consejo Europeo de la
Industria Quimica (CEFIC, acrénimo de su nombre original en
francés, Conseil Européen des Fédérations de I'Industrie Chimique) y
el Consejo Internacional de Asociaciones Quimicas (International
Council of Chemical Associations, ICCA). Y las reglas enunciadas
son las siguientes:

i) Los modelos deben orientarse a parametros toxicologicos
(“endpoints”) bien definidos y de clara importancia regulatoria,

ii) deben tomar la forma de un algoritmo inequivoco,

iii) su dominio de aplicabilidad tiene que estar claramente definido y
justificado,

iv) deben cumplir con las medidas reconocidas cientificamente para
demostrar labondad de su ajuste, robustez y capacidad de prediccion,

v) en la medida de lo posible, es conveniente que aporten una posible
interpretacion sobre mecanismos de accion toxicologica de los
compuestos estudiados [34].

Estas reglas fueron definitivamente adoptadas por todos los paises
miembros de la OCDE en el “37th Joint Meeting of the Chemicals
Committee and Working Party on Chemicals, Pesticides and
Biotechnology”, en noviembre de 2004. La Unién Europea las ha
incluido también en el anexo XI del Reglamento REACH [1] y en el
anexo [V de las Normas para Productos Biocidas [35], practicamente
sinmodificaciones.

Una prueba de este cambio hacia un uso mas exigente de las técnicas
QSTR es que incluso muchos de los mejores modelos desarrollados
para el descubrimiento de farmacos podrian no cumplir con estas
condiciones (es decir, tedricamente podrian no ser aceptados desde
un punto de vista reglamentario). Esto es logico, porque de hecho el
objetivo principal del descubrimiento de farmacos es el de derivar
modelos predictivos, relegando la transparencia y la adecuacion de
los resultados a un papel secundario, y por otra parte su validacion se
suele basar en datos internos que pueden no estar disponibles a
efectos reguladores de REACH.

Fuentes de datos toxicolégicos

Un factor absolutamente clave para la eficacia predictiva de los
modelos computacionales es la cantidad y calidad de los datos a partir
de los que se construyen. Estos datos pueden provenir de ensayos in
vivo o invitro (por ejemplo, ensayos de carcinogenicidad en animales
vs. ensayos de mutacion bacteriana de Ames), pero en este caso hay
que tener en cuenta su interrelacion, pues generalmente el objetivo
final es predecir los efectos in vivo en humanos. Una de las mayores
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limitaciones a las que se enfrentan los especialistas para desarrollar
modelos QSTR eficientes es la falta de suficientes datos
toxicoldgicos de calidad, indispensables para su desarrollo y
validacion. Hasta ahora los datos disponibles han sido muy limitados
en términos de espacio quimico y bioldgico para la gran mayoria de
parametros toxicoldgicos. La necesidad de mas datos para aumentar
la cobertura de los modelos no debe ser vista como una necesidad de
realizacion de mas ensayos en animales, sino de la aplicacién de un
mayor esfuerzo para utilizar los datos existentes (por ejemplo, en
bases de datos corporativas o reglamentarias). En el pasado se alzaron
voces para compilar este tipo de bases [23], y hay varios ejemplos de
publicacion de datos propietarios para el desarrollo de modelos in
silico. Entre ellos cabe citar el acuerdo de investigacion y desarrollo
en colaboracion (CRADA, del inglés "Cooperative Research and
Development Agreement” entre la FDA estadounidense y la
compaiiia Multicase, Inc. Esta colaboracion, que implicd la
liberacion de datos reglamentarios (aunque las estructuras quimicas
no se pusieron a disposicion del publico) y el codesarrollo de un
programa de evaluacion automatizada de estructuras quimicas,
supuso una gran mejora en la cobertura y la capacidad de prediccion
de los modelos de carcinogenicidad [36]. Los problemas de
sensibilidad comercial y la confidencialidad deben ser tenidos en
cuentaen larecogiday el uso de estos datos.

Mas recientemente, los avances en técnicas de alto rendimiento
(HTS) y metodologias “6micas’” han permitido la generacion de datos
multidimensionales de toxicidad en grandes bibliotecas quimicas,
representando una via interesante para futuros desarrollos en
toxicologia computacional. Actualmente hay una mayor cantidad de
recursos en forma de datos publicos y privados disponibles para el
desarrollo de modelos de toxicidad, entre los que cabria resaltar
algunos casos de integracion de datos aportados por la colaboracion
entre investigadores en proyectos como el DSSTox (de “Distributed
Structure-Searchable Toxicity”), la CPDB (de “Carcinogenic
Potency Database”, con informes de tests de cancer en animales para
mas de 1,500 productos quimicos, que son accesibles gratuitamente
via la web de la Toxicology Data Network, TOXNET®,
http://toxnet.nlm.nih.gov), o PubChem (repositorio publico de
estructuras quimicas y propiedades bioldgicas asociadas, la mayor
parte de los datos provenientes del centro de cribado del programa de
librerias moleculares del NIH, http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
[37].

Un problema que plantea la existencia de diferentes fuentes de
informacion es la comparacion de datos entre ellas y su validez. Antes
de iniciar el modelado, el especialista tiene que garantizar la calidad
de los conjuntos de datos, que en muchos casos provienen de fuentes
diversas y se presentan en formatos diferentes, y planificar
procedimientos de normalizacion [38]. A pesar de los esfuerzos de
una serie de organizaciones internacionales que intentan armonizar
dicha informacion, ésta sigue siendo una necesidad critica. En la
Tabla 1 se listan algunos recursos electronicos ttiles que contienen
datos adecuados para la construccion de modelos de toxicologia,
siendo todos ellos ptiblicos y accesibles gratuitamente.

Programas especializados para el desarrollo de QSTRs
Las etapas de desarrollo de un modelo QSAR son siempre similares:

i) la base de datos inicial con informacidén estructural y biologica
precisa de cada uno de los compuestos que la componen se
descompone aleatoriamente en dos grupos, “entrenamiento” y
“validacion”. El primero servira para desarrollar el modelo, y el
segundo para verificar su eficacia predictiva.
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Tabla 1. Seleccion de bases puiblicas de datos toxicologicos disponibles gratuitamente.

Base de datos

Breve descripcion

Pagina web de acceso

ACToR  (Aggregated
Compulational
Toxicology Resource)

Recopilacion por la “US EPA Computational Toxicology Rescarch Program”, a partir dc
[uentes de informacion publica. Aporta datos toxicologicos in vilro € in vivo sobre unos
500,000 produclos quimicos en el medio ambiente, sobre todo pesticidas y contaminanites
terrestres y acuaticos.

WWW.cpa.gov/actor

CCRIS (Chemical
Carcinogenesis Research
Information System)

Resultados de ensayos de carcinogenicidad y mutagenicidad para unos 8,000 compuestos
quimicos. Esta base fue desarrollada por el National Cancer Institute (NCT), a partir
fundamentalmente de datos derivados de estudios citados en revistas cientificas e informes
de la propia NCI, y fue revisada por expertos en carcinogénesis y mutagénesis. Esta base no
sc actualiza desde 2011.

http://toxnet.nlm.nih.gov/newtoxn
et/ccris.htm

CPDB (Carcinogenic | Resultados de tests de carcinogenicidad a largo plazo en animales (ratones, ratas, perros, | http://toxnet.nlm.nih.gov/cpdb/
Potency Databasc) primatcs) para més de 1,500 compuestos quimicos. No actualizada desde 2005,

DART (Developmental | Recopilacién de la National Library of Medicine (NLM) que aporta informacion especifica | http://www.nlm.nih.gov/pubs/fact
and Reproductive | en toxicologia reproductiva v del desarrollo publicada desde 1965. sheets/dartfs.html

Toxicology Database)

DSSTox (Distributed | Iniciativa de la EPA cuya principal caracteristica es que propone un conjunto | http:/www.epa.gov/ncct/dsstox/
Structure-Searchable descentralizado de bases de datos de toxicidad navegables por estructura y que se pueden

Toxicity Databasc) telecargar cn formatos cstdndar como SDF.

GENE-TOX  (Genetic | Datos de mutagenicidad para unos 3,000 productos quimicos de la EPA. Estos datos son | http://toxnet.nlm.nih.gov/newtoxn
Toxicology Data Bank) | rcvisados por un pancl de cxpertos a partir de la litcratura cicntifica. Esta basc no sc ha | ct/genctox.htm

actualizado desde 1998.

PAN (Pesticide Action

Informacioén sobre pesticidas a partir de muchas fuentes diversas, incluyendo toxicidad

http://www.pesticideinfo.org/

Dose Toxicity)

Network) Database humana (aguda y cronica), ccotoxicidad ¢ informacion rcgulatoria para unos 6,400
ingredientes aclivos de pesticidas y sus productos de transformacion.
RepDosc (Repeated | Basc financiada por la CEFIC, con informacion dc toxicidad aguda y crénica dc unos 1,200 | http://fraunhofer-repdosc.de/

compueslos quimicos en ralones, ratas y perros. Incluye valores en 6rganos concretos, y los
estudios de cuyos datos se sirve estan ordenados por su credibilidad, segun su grado de
cumplimiento de las reglas de la OCDE.

Reference Database)

TETRATOX Coleccion del Tnstituto de Agricultura de la Universidad de Tennessee (US), compuesta por | http://www.velt.utk.edw/ TETRAT
datos de toxicidad acudtica de mas de 2,400 compuestos orgdnicos de origen industrial | OX/index.php
usando el ciliado Tefrahymena pyriformis.

ToxRe(DB (Toxicity | Contiene fundamentalmente informacion de (oxicidad cronica-subcronica y loxicidad | hitp://www.epa.gov/ncct/toxreldb/

reproductiva y del desarrollo de centenares de compuestos quimicos, muchos de ellos

ingredientes activos de pesticidas y otros productos que afectan al medio ambiente.

ii) A continuacién los compuestos deben ser caracterizados por una
serie de descriptores moleculares numéricos, de forma que cada una
de las moléculas sea inequivocamente representada por los mismos.

iii) Aplicacion de las técnicas estadisticas apropiadas al grupo de
compuestos de entrenamiento para la generacion de los modelos.

iv) Validacion de los modelos mediante la evaluacion de los
parametros estadisticos estandarizados obtenidos, y comprobacion
de la calidad de ajuste entre valores experimentales y predichos para
el grupo de validacion.

Los programas especializados necesarios en QSAR deben pues
referirse tanto al célculo de los descriptores numéricos necesarios
para caracterizar las moléculas como a las técnicas estadisticas para el
desarrollo de los modelos matematicos. Los tipos de descriptores
pueden ser muy variados, desde sencillas cuentas de caracteristicas
estructurales simples (p. ej. numero de heteroatomos, de anillos
aromaticos, etc.) o de determinados fragmentos o subestructuras (p.
ej. nimero de grupos carbonilo, carboxilo, etc.), a propiedades
fisicoquimicas (peso molecular, LogP, solubilidad, etc.), indices
topoldgicos (que tienen en cuenta exclusivamente la estructura plana
o grafo molecular) o indices tridimensionales que dependen de la
conformacion estructural. Existen cientos de ellos, y no hay una
definicion clara de cudles son los mejores, pues codifican
informacion diferente y los estudios comparativos realizados
proveen resultados contradictorios [39]. No obstante, podemos
considerar que los descriptores mas simples son probablemente mas
précticos porque permiten una rapidez de computacion superior todo
y manteniendo una capacidad predictiva equiparable, lo cual resulta
de gran utilidad cuando se tienen que cribar posteriormente grandes
bases de datos de miles de estructuras quimicas [40]. En cuanto al

numero de algoritmos y técnicas estadisticas utiles para llevar a cabo
el modelado QSAR también es muy amplio (por ejemplo, regresion
lineal, clustering, métodos kernel, andlisis discriminante...), y su
seleccion depende de la naturaleza del conjunto de datos con los que
se trabaja, y el tipo de prediccion que se desea extraer (clasificacion
binaria -tipo “activo/inactivo”-, estimacion cuantitativa de toxicidad
—porejemplode DL, -, etc) [41,42].

Existe un panel muy amplio de programas especializados, tanto para
el calculo de descriptores como para la aplicaciéon de métodos
estadisticos, o bien paquetes que integran ambos aspectos del
desarrollo de modelos QSAR [43]. Un aspecto importante a resefiar
es que buena parte de estas herramientas estan disponibles
gratuitamente, y en un buen numero de casos a través de paginas web
de acceso publico [44]. La Tabla 2 muestra una seleccion de
programas y aplicaciones gratuitos para el desarrollo de modelos
QSAR o la aplicacion de modelos previamente desarrollados y
validados.

Otras técnicas de quimica computacional
Acoplamiento molecular (“docking )

Existen distintos receptores intracelulares conocidos por su
importancia en mediar en respuestas toxicoldgicas. En muchos casos,
la toxicidad de los compuestos quimicos se origina en su afinidad de
union hacia uno de estos receptores biologicos especificos, union que
resulta en una disfuncién de procesos como biosintesis, transduccion
de sefiales, transporte, metabolismo... Ejemplos de este tipo de
receptores pueden ser el receptor glucocorticoide (cuya inhibicion
puede causar dafios en el sistema inmune y diversas funciones
corporales) o el gen hERG (cuya inhibiciéon produce alteracion
cardiacay arritmias).
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Tabla 2. Seleccion de software gratuito para la generacion y/o aplicacion de modelos QSAR/QSTR.

Softwarc

Breve descripcion

Pigina web

CAESAR-
VEGA

CAESAR fuc un Proyccto financiado por la UE con cl objctivo especifico de desarrollar modelos QSAR adaptados a la
legislacién REACH. Cinco modelos predictivos fueron implementados para cinco propiedades de alta relevancia en
REACH: factor de bioconcentracidn, sensibilizacion cutinea, carcinogenicidad, mutagenicidad, toxicidad del desarrollo.
Dichos modelos fueron desarrollados segun los principios OCDE, y se aplicaron diversas técnicas estadisticas y el uso
de sets externos de validacion para certificar su predictibilidad. Actualmente las herramientas CAESAR se han
implementado en la plataforma VEGA.

http://www.cacsar-project.cu/

http://www.vega-qsar.en/

ChemProp

Consta de varios mddulos, dependiendo de los métodos de cdlculo que se desee utilizar. Las técnicas implementadas se
basan fundamentalmente en la estructura quimica en 2D (fragmentos, indices topoldgicos, etc.). Se incorporan varios
modelos a partir de bases de datos internas. Los modelos se acompafian de herramientas para caraclerizar el dominio de
aplicabilidad y proveer eslimaciones de incerlidumbre.

http://www.ufz.de/index.php?en=
6738

CORAL-SEA

Interfaz simple, posibilidad de generar modelos de regresién o clasificacion binaria, tiene el inconveniente de ser
excesivamente lento para sets de compuestos excesivamente grandes (médximo andlisis posible de 5,000 estructuras).

http://www.insilico.eu/coral/COR
ALSEA .html

QSAR-
Toolbox

Es cl programa oficial de la OCDE, y cn consccuencia facilita al usuario ¢l cumplimicnto dc las normas REACH. Se
caracteriza sobre todo por la posibilidad de agrupar sustancias quimicas en funcién de su similitud estructural,
permitiendo el uso de datos experimentales existentes para cubrir vacios de informacién.

http://www.occd.org/chemicalsaf
ety/risk-assessment/
theoecdgsartoolbox.htm
http://www.qsartoolbox.org

Lazar

Interfaz web a través de la cual sc pueden generar diversas predicciones de toxicidad a partir de una estructura quimica.
Incluye un informe racional sobre dichas predicciones, estimaciones del dominio de aplicabilidad y resultados de
validacion.

http://lazar.in-silico.ch/predict

RmSquarc

Es una hcrramicnta web para cstimar la capacidad predictiva dc un modclo a partir de datos sobre los valores
experimentales y predichos en un grupo de estructuras reservadas para la validacién.

http://aptsoftwarc.co.in/rmsquarc/

TEST

Programa desarrollado por la EPA para cstimar la toxicidad aguda a partir tinicamentc dc la cstructura de compucstos
quimicos. Sc sirve de distintas técnicas QSAR, y consta de modclos de prediccion variados: LCsy en Fathead minnow o
Daphnia magna, DLs, oral en ratas, factor de bioconcentracion, test de mutagenicidad de Ames, toxicidad del desarrollo,
ctc. También conticne modclos de prediccion de diversas propicdades fisicas (punto de cbullicién, viscosidad, densidad,
solubilidad en agua, punto de fusién, ctc.)

http://www.cpa.gov/nrmrl/std/qsa
r/qsar.htm#TEST

Tox-Comp

Sistema modular para la evaluacién temprana de la cardiotoxicidad de nuevas entidades quimicas. Esta platalorma
consistc cn varios clementos intcrconcctados, cntre los que destaca un calculador del potencial de inhibicion dec hERG.

hitp://tox-comp.net/

Toxlree

Aplicacion “open-source” desarrollada por la compaiiia Ideaconsult Ltd. por encargo del Joint Research Center (JRC)
de la Comision Europea. Es una herramienta que agrupa las estructuras quimicas por categorias y predice varios tipos de
cfectos toxicos mediantc la aplicacion de drboles de decision. Entre los modelos disponiblcs: irritacion cutinca, irritacion
ocular, mutagenicidad in vivo ¢ in vitro (test de Amces), carcinogenicidad, biodegradacion y persistencia, union a DNA,
union a proteinas.

htip://toxiree.sourceforge.net/

Virtual
Computational
Chemistry
Laboratory

Acccso graluilo a través de la web a un conjunto de programas QSAR variados, que van desde ¢l célculo de descriptores
molccularcs numéricos (PCLIENT o E-DRAGON), herramicntas cstadisticas (ASNN, PNN o PLS) o modclos QSAR
previamente desarrollados y listos para su aplicacion (ALOGPS, softwarc de referencia para la prediccion de
lipofilicidad y solubilidad acuosa de moléculas).

http://www.vcclab.org/

VirtualToxLab

Hcrramicenta “on line” para la prediccion del potencial toxicoldgico c¢n 16 proteinas bioldgicas conocidas por su
capacidad de desencadenar cfectos adversos, usando una combinacién de métodos computacionales (docking y QSAR)

http://www.chcmic.unibas.ch/~vb
c/molmod/virtualtox/index html

En ese contexto, los estudios de acoplamiento molecular (“docking”)
pueden ser de una gran ayuda predictiva, pues permiten determinar
computacionalmente la conformacién optima y la orientacion
preferidas por una molécula para unirse a uno de esos receptores y
generar un complejo estable en el que la energia libre del sistema
completo se ve minimizada. Los estudios de docking consisten
generalmente en cuatro partes:

i) en primer lugar, las estructuras de los ligandos potenciales han de
ser disefiadas in silico y minimizadas.

i) un muestreo conformacional es llevado a cabo, de manera a tener
un numero predeterminado de conformaciones posibles de cada
ligando,

iii) los ligandos deben centrarse en el bolsillo (“pocket™) de union a su
receptor, y diferentes movimientos de translacion y rotacion de las
distintas conformaciones son evaluadas energéticamente, y

iv) un “score” es asignado para cada una de ellas, con el fin de poder
ordenar todas las hipdtesis posibles en funcion de las interacciones
establecidas y su energia [45].

En la practica industrial lo habitual es que esta técnica se utilice como
un cribado computacional para series con centenares o incluso miles
de compuestos (“virtual screening”).

Existe un buen niimero de programas de docking, de entre los que
destacan DOCK -que fue el primer programa de docking descrito-
(http://dock.compbio.ucsf.edu/) [46] y AutoDock —que es
probablemente el programa de docking mas citado-
(http://autodock.scripps.edu/) [47]. Otra herramienta destacable es el
VirtualToxLab, una plataforma disefiada en el “Biographics
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Laboratory 3R”, un organismo suizo de investigacién para el
reemplazo de ensayos con animales por métodos computacionales
(http://www.biograf.ch/), que ha disefiado una estrategia combinando
docking y QSAR para el estudio de 16 receptores cuya inhibicion
puede inducir efectos adversos [48].

Extrapolacion por similitud estructural (“‘read-across ™)

La extrapolacion de los datos de riesgo es un método bien conocido
para predecir el perfil de peligrosidad de una sustancia vinculandolo a
compuestos estructuralmente similares para los que se poseen datos
experimentales sobre un efecto determinado [6,49]. Esta
metodologia se basa en la asuncion bien establecida entre los
quimicos farmacéuticos de que caracteristicas estructurales comunes
conducen a propiedades similares [50]. Una prediccion por
extrapolacion puede derivarse a partir de una propiedad de un
compuesto o conjunto de compuestos estructuralmente similar(es) al
que queremos predecir: por ejemplo, si se sabe de una determinada
substancia que es cancerigena, puede considerarse que otra muy
similar estructuralmente tiene una alta probabilidad de serlo también.
La prediccion serd tanto mas fiable cuanto mayor sea el nimero de
estructuras quimicas similares agrupadas en una categoria. De modo
analogo al QSAR/QSTR, uno de los criterios para que una prediccion
por read-across sea valida es que el producto quimico candidato esté
dentro del ambito de aplicabilidad del modelo, es decir, dentro de los
rangos de los descriptores y/o clases de sustancias quimicas asociadas
con el mecanismo propuesto.

A la diferencia del QSAR/QSTR, la metodologia read-across es
fundamentalmente cualitativa, y su piedra angular es la correcta
identificacion del producto quimico de partida sobre el que se realiza
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la medida de similitud. A este respecto, otros aspectos deben ser
considerados ademas de la similitud quimica, para que el enfoque sea
significativo es importante contar también con un modo comun de
accion y vias metabdlicas similares. El read-across presenta la
ventaja de que es una metodologia transparente y se puede entender
facilmente, lo que favorece su aceptabilidad por los usuarios finales y
las entidades reguladoras. El reglamento REACH permite de hecho el
uso de la extrapolacion de los datos toxicoldgicos de un producto
quimico para predecir la toxicidad de otro.

Un programa util para la generacion de predicciones por read-across
es la QSAR-Toolbox, una herramienta disponible piiblicamente que
permite la seleccion de andlogos, la construccion de categorias seglin
bases mecanicistas, inferir tendencias y realizar analisis de
extrapolacion/predicciones. Es una herramienta que forma parte del
Proyecto QSAR de la OCDE y se co-desarrolld con la ECHA
(www.oecd.org/chemicalsafety/testing/oecdquantitativestructure-
activityrelationshipsprojectqsars.htm), con el objetivo general de
aumentar la aceptacion reglamentaria de las predicciones in silico.

Relaciones estructura-actividad basadas en el conocimiento
(“knowledge-based SAR systems”)

Este enfoque se asocia con la reactividad de los grupos funcionales de
los productos quimicos, es decir los grupos que presentan el conjunto
de rasgos estéricos y electronicos de la estructura quimica que son
responsables de la interaccion con una diana bioldgica especifica,
induciendo asi sus consiguientes efectos toxicologicos (grupos
“toxicdforos”). Las caracteristicas tipicas de los toxicoforos son la
hidrofobicidad, aromaticidad, caracter catidnico o aniodnico, y la
posibilidad de establecer puentes hidrogeno. El aspecto fundamental
de esta metodologia es partir de una base de conocimiento humano
para establecer un conjunto de reglas codificadas que permitan
predecir si un producto quimico presenta una determinada toxicidad.
Estos sistemas emiten alertas estructurales en las moléculas quimicas
consultadas cuando se identifican los toxicoforos para los que existe
evidencia cientifica significativa. Las predicciones se apoyan en
referencias o citas que se pueden seguir para determinar la relevancia
de su idoneidad. El desarrollo de la base de conocimiento o base de
reglas requiere obviamente de un analisis cuidadoso de extensas
bases de datos, y representa esencialmente un enfoque basado en el
consenso. Un inconveniente inherente a este enfoque es que los
expertos humanos pueden estar equivocados o incluso
inadvertidamente sesgados en la formulacion de las reglas [S1].

La principal ventaja es que la base de conocimientos utilizada para
introducir normas en el sistema esta basada en evidencias empiricas,
por lo general vinculadas a una comprension mecanicista de la
toxicidad, y en las que se integra el juicio o razonamiento humano
[52]. Una desventaja es que una caracteristica subestructural es s6lo
una parte del conjunto mas amplio de caracteristicas de una molécula,
y por tanto las predicciones pueden tender a sobreestimar la toxicidad
porque no consideran potenciales caracteristicas atenuantes o
factores moduladores. Otro punto interesante es que en realidad la
prediccion negativa es inexistente: si no hay alerta estructural con la
molécula de consulta, esto simplemente significa que no hay reglas
que hayan sido codificadas en el programa para alertar de una
toxicidad (porque no hay suficiente representacion de la funcion sub-
estructural en la literatura disponible con el fin de apuntar a ella como
una caracteristica de toxicidad).

Un malentendido frecuente es creer que los programas informaticos
para los estudios del tipo “knowledge-based SAR systems” se limitan
a contener y gestionar una base de datos de informacién sobre la

toxicidad. Eso no es asi, estas aplicaciones no son simples sistemas de
gestion de bases de datos, sino programas informaticos de alta
complejidad que integran conocimientos y reglas de expertos
derivadas del analisis de datos quimicos y toxicologicos. Diversos
programas informaticos generan alertas estructurales preventivas de
la existencia de grupos toxicoforos [53,54], siendo el mas popular y
usado de ellos Derek Nexus de Lhasa Ltd.
(www.lhasalimited.org/products/derek-nexus.htm) [55]. La mayor
parte de estos programas presentan un aspecto versatil, de manera que
tienen una funcionalidad de edicion personalizada de reglas para que
el usuario pueda derivar las suyas propias en funcién de sus datos
internos.

PBPK

Los efectos adversos y téxicos de compuestos (contaminantes
ambientales, fArmacos, etc.) en los seres vivos dependen en buena
medida de sus propiedades farmacocinéticas (ADME), es decir de
como son absorbidos, se distribuyen por todo el organismo, y como se
metabolizan y son finalmente excretados. El modelado PBPK (del
inglés “physiologically-based pharmaco-kinetic modeling) es una
técnica de simulacion matematica de la farmacocinética de
compuestos para la prediccion de sus propiedades ADME, y se usa
tanto para la investigacion y desarrollo farmacéuticos, como para la
evaluacion de riesgos en la salud [56,57]. Es una metodologia que
pretende considerar las diferencias farmacocinéticas entre especies al
estimar el riesgo humano a partir de los datos de animales, y las
diferencias individuales intra-especie (edad, sexo, raza, etc.) al
evaluar el impacto de la variabilidad farmacocinética en los riesgos
individuales. En pocas palabras, el modelado PBPK intenta describir
la relacion entre las medidas externas de dosis aplicada (por ejemplo,
cantidad suministrada de alimentos, drogas o farmacos, o bien
concentracion de contaminantes en el agua o el aire) y las medidas
internas de la dosis encontrada (por ejemplo, cantidad metabolizada o
concentracion en el tejido que muestra la respuesta toxica), utilizando
de la forma mas realista posible una descripcion de la fisiologia y la
bioquimica de los animales/humanos [58].

Las aplicaciones en toxicologia de los modelos PBPK se han
incrementado en los ultimos afios, incluyendo la prediccion de
exposicion a contaminantes ambientales y sus metabolitos, las
concentraciones en drganos particulares de compuestos con
potenciales efectos adversos, o el calculo de las dosis apropiadas a
suministrar de medicamentos a partir de la informacion sobre su
mecanismo de accién. La mayor parte de estos modelos han sido
desarrollados y validados con datos experimentales provenientes de
ensayos con animales y extrapolados posteriormente al ser humano.
Dada la tendencia a limitar los ensayos con animales, la informacion
obtenida por esta via es menor, y por tanto las técnicas in vitro estan
reemplazandolas [59]. Hay una gran interés en la extrapolacion de
datos de toxicidad in vitro con modelos PBPK para calcular las dosis
equivalentes humanas para una concentracion dada, y diversas
publicaciones han dado cuenta de esta extrapolacion in vitro-in vivo
para evaluacion del riesgo [60,61]. Aunque los modelos PBPK estan
disefiados para predecir las concentraciones tisulares o en sangre, se
necesitan nuevos modelos de relacion dosis-respuesta con base
biologica que utilicen las estimaciones de las dosis internas para
predecir la respuesta o toxicidad a través de correlaciones
estadisticas. Este tipo de estudios ofrece una oportunidad tnica para
incorporar informacion sobre mecanismos de accion.

En cuanto al software utilizado para este tipo de estudios, la
referencia sin duda en este campo es GastroPlus, un paquete de
simulacion capaz de predecir la absorciéon, farmacocinética,
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farmacodinamia e interacciones farmaco-farmaco para compuestos
administrados por distintas vias (oral, ocular, intravenosa, pulmonar)
aanimales y humanos (http://www.simulations-plus.com) [62].

Perspectivas: nanotoxicologia predictiva

En los ultimos afios la utilizaciéon de nanomateriales en diferentes
sectores industriales estd experimentando un incremento
espectacular y sus aplicaciones en la vida real son cada vez mas
diversas. Sin embargo, existe un vacio de conocimiento enorme en la
comprension de los efectos toxicos de estas nanoparticulas, y la
preocupacion acerca de su seguridad es consiguientemente cada vez
mayor. Las nanoparticulas poseen propiedades tnicas respecto a los
productos quimicos tradicionales, que se observan en la materia
exclusivamente a nivel nanométrico, tales como su mayor superficie
con respecto a su volumen, o su mayor capacidad de paso de las
membranas biologicas. Estas propiedades fisico-quimicas ejercen
una influencia importante en las interacciones con los sistemas
biologicos, sobre todo porque al tener un tamafio comparable al de las
macromoléculas los nanomateriales podrian estar involucrados en
interacciones no observadas normalmente con los productos
quimicos tradicionales, y producir efectos en gran parte
desconocidos, pero potencialmente toxicos para las células [63].

Las metodologias computacionales pueden ayudar a entender las
caracteristicas intrinsecas de los nanomateriales y sus mecanismos de
accion, pero su desarrollo se ha producido hasta ahora en base a la
quimica clasica, y necesitan adaptarse a los parametros de los
nanomateriales para evaluar cuantitativamente sus riesgos y, en caso
necesario, poder proponer soluciones de reemplazo de nanoparticulas
con efectos toxicos por otras mas seguras. Pueden citarse algunos
ejemplos de trabajos predictivos utilizando docking/dinamica
molecular para investigar la union de fullerenos a canales de potasio
[64] o la evaluacion de la afinidad de farmacos a los nanotubos de
carbono en un medio acuoso [65].

Las técnicas computacionales de naturaleza estadistica como read-
across 0 QSAR son las que mas se han utilizado en nanomateriales.
La mayor dificultad que presentan estos estudios es que las
estructuras moleculares tienen que ser previamente caracterizadas
por descriptores que se correlacionen con las propiedades
experimentales, y en el caso de los nanomateriales esto es bastante
complicado y no hay un conjunto unico de descriptores numéricos
adaptados a las particulas nanométricas [66]. El desarrollo y la
validacion de los modelos computacionales estadisticamente fiables
son pues dificiles porque hasta ahora son raros los estudios
geométricos, estructurales, fisico-quimicos y bioldgicos de los
nanomateriales. Pese a ello, el nimero de modelos “Nano-QSAR”
relevantes estd creciendo significativamente, y entre ellos cabria
destacar:

i) Varios modelos han tratado la prediccion de solubilidad de
nanomateriales en distintos solventes, dado que éste es uno de los
parametros mas influyentes sobre su comportamiento en el
medioambiente. Destacaremos el trabajo de prediccidon de
solubilidad de fullerenos con indices topoldgicos simples de Petrova
etal [67].

ii) Liu y Hopfinger estudiaron los cambios estructurales de las
membranas celulares después de la insercion de nanotubos de
carbono, y desarrollaron modelos QSAR predictivos de la influencia
de dichos nanotubos en la toxicidad [68].

iii) Fourches et al. desarrollaron diferentes modelos con dos sets de
moléculas nanométricas y diversos ensayos celulares in vitro: i) 51
nanoparticulas conteniendo diversos nicleos metalicos, y ii) 109
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nanoparticulas compartiendo un mismo nucleo metalico pero
presentando diferentes modificadores de superficie. Los modelos
Nano-QSAR desarrollados a partir de estos compuestos tuvieron una
alta capacidad predictiva, y pueden ser utilizados para priorizar el
disefio y manufactura de nanomateriales mas seguros [66].

En definitiva, los modelos Nano-QSAR estan todavia en una fase
incipiente, dada la falta de datos disponibles para su generacién y la
necesidad de desarrollar nuevos descriptores capaces de identificar
claramente sus propiedades estructurales. No obstante los ejemplos
citados dan buena muestra de sus posibilidades, y cientificos,
industriales y entidades nacionales deben armonizar esfuerzos para
sudesarrollo regulatorio [69, 70].

Conclusiones finales

Existe un interés creciente en el uso de las tecnologias
computacionales para predecir la toxicidad. En la industria, estos
métodos permiten evaluar nuevos compuestos en las fases mas
tempranas de su desarrollo. Presentan una serie de limitaciones frente
al empleo de ensayos con animales, sobre todo la escasez de datos
toxicoldgicos disponibles y la escasa explicacion de mecanismos de
accion que proporcionan algunos modelos excesivamente simplistas
para parametros complejos. Las predicciones in silico son
particularmente dificiles debido a que la toxicidad es un fendmeno
multidimensional, de modo que muchos efectos toxicoldgicos son el
resultado de cambios en multiples procesos fisiologicos. La
fiabilidad de las predicciones a menudo no estd documentada
suficientemente para tomar decisiones seguras y justificar la renuncia
a ensayos con animales. En consecuencia, se requieren nuevos
modelos y un uso mas critico de los mismos para obtener
predicciones solidas que sean aceptables también desde un punto de
vista normativo. Otro problema es la ausencia de la estandarizacion
de la informacién disponible tanto para las bases de datos como para
el software, inconveniente caracterizado no solo por la "dispersion
metodoldgica", sino también la geografica, ya que los criterios para la
estimacion de los datos pueden variar notablemente entre paises. Por
tanto, la armonizacion, sistematizacion y estandarizacion de criterios
y métodos empleados a nivel internacional son cruciales para el
futuro cercano.

A pesar de esto, el uso cuidadoso de estas técnicas por parte de
especialistas convenientemente formados podria conducir a una
reduccion de las pruebas con animales. Entre la gran variedad de usos
potenciales se pueden citar las relacionadas con el entorno
regulatorio, como la clasificacion y el etiquetado de compuestos
quimicos, su evaluaciéon de riesgos y el establecimiento de
prioridades en funcién de la prediccion de valores toxicologicos. Los
modelos predictivos in silico han experimentado un auge notable tras
las restricciones de ensayos con animales en areas concretas como el
desarrollo de cosméticos. La aceptacion de estas técnicas bajo
REACH requiere del cumplimiento de condiciones mas restrictivas
que las requeridas en los procesos internos en las industrias
especializadas, como por ejemplo en el descubrimiento de farmacos.
Esto es asi porque se necesita garantizar la adecuacion de los
resultados a los fines regulatorios (es decir, evitando riesgos
innecesarios para la salud humana y el medio ambiente). Una
evaluacion critica, caso por caso y la discusion de la fiabilidad de los
resultados es fundamental para dar credibilidad a estas metodologias.

En definitiva, la toxicologia computacional estd en una fase de
desarrollo, pero ya hay muchos ejemplos de su aplicacion exitosa.
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Muchos cientificos, reguladores y el ptblico en general creen que
ahora se necesitan nuevas y mejores formas de evaluar la toxicidad
humana, y los avances tecnoldgicos estan haciendo posible su
aplicacion incluso a nivel regulatorio. Su mejora se acompaiia por la
expansion del nimero de grandes bases de datos y de diferentes
programas especializados, y dependera de la integracion armoénica de
las diferentes técnicas computacionales ya existentes. En la practica
regulatoria su uso ya es posible en la UE, y asi la herramienta de
registro IUCLID (International Uniform Chemical Information
Database, http://iuclid.eu/, es una aplicacion que permite capturar,
gestionar e intercambiar datos sobre las propiedades de las
substancias quimicas, preparar los dossiers con dichos datos y
enviarlos a las autoridades competentes de los diferentes paises)
incluye la posibilidad de aportar predicciones de QSAR siempre que
sigan las directrices de la OCDE y se presenten en un formato
especifico denominado “QSAR Model Reporting Format” (QMRF).
Las técnicas computacionales deben desempefiar pues un papel clave
en la UE para reducir los ensayos con animales a gran escala de
productos quimicos regulados por el reglamento REACH.
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Resumen. Introduccion: Como parte del compromiso de GSK en la
reduccion del fracaso en las fases de desarrollo clinico y preclinico, se
ha implementado en las fases mas tempranas de desarrollo una
estrategia para evitar los problemas de genotoxicidad que son los que,
en mayor manera, pueden obstaculizar la progresion a fases mas
avanzadas. El objetivo de este trabajo es aplicar la nueva estrategia de
GSK para la priorizacién de compuestos que permita seleccionar
aquellas estructuras con menor riesgo de genotoxicidad utilizando
una combinacion de herramientas computacionales que predice el
resultado del test de Ames. Materiales y Métodos: Compuestos de la
coleccidon de GSK, activos en el screening fenotipico frente a P.
falciparum, fueron utilizados en este estudio. Tres modelos, Derek
Nexus (Lhasa Limited, Leeds, UK), Leadscope y un método de
mecanica cuantica desarrollado internamente se utilizaron para las
predicciones in silico. Resultados: la combinacién de los tres
modelos de prediccion tuvo un porcentaje de éxito del 75% con solo 1
falso positivo. Conclusiones: Moléculas con 2 o mas alertas de
genotoxicidad generadas por este sistema multiple deberian ser
despriorizadas o ensayadas experimentalmente cuanto antes para
descartar su riesgo de genotoxicidad.

Palabras clave: /n silico, antimalaricos, priorizacion, 3Rs, SAR

Abstract: Multiple in silico genetic toxicity alerting tools for
antimalarial compounds prioritization. Introduction. As part of the
commitment of GSK in reducing attrition rate in clinical and
preclinical stages, it has been set up in early stages of development
(H2L, Lead Op) a candidate quality strategy to avoid genotoxicity
liabilities that mainly can stop the progression of compound towards
advanced stages. The aim of the study is to apply the new strategy in
order to triage structures with less genotoxicity risk by means an in
silico multiple system that predicts the outcome of Ames test.
Material & Methods. Active compounds against P falciparum
phenotypic screening from GSK collection were used. Three
different models: Derek Nexus (Lhasa Limited, Leeds, UK),
Leadscope and a quantum mechanics method developed internally
were used for in silico predictions. Results. The use of three models
have an accurately success rate, greater than 75% with only 1 false
positives. Conclusions. Those molecules that fire 2 or more
genotoxicity alerts should be deprioritised or tested experimentally in
Ames test to confirm or discharge the genotoxicity risk.

Key words: /nsilico, antimalarial, priorization, 3Rs, SAR

Introduccion

La malaria es una de las enfermedades infecciosas con mayor

" e-mail: Pablo.c.castaneda@gsk.com

impacto en la salud humana, sobre todo en paises en vias de
desarrollo. Esta causada por los estadios eritrociticos de protozoos
del género Plasmodium y es transmitida a humanos a través de la
picadura de las hembras del mosquito Anopheles.

El desarrollo de nuevos farmacos, seguros, eficaces y asequibles, es
uno de los elementos mas importantes de la estrategia global frente a
la malaria. GlaxoSmithKline hace unos diez afios dedicé un centro de
investigacion, denominado Diseases of the Developing World
(DDW), al descubrimiento de nuevos farmacos para el tratamiento de
la malaria, asi como la tuberculosis y enfermedades producidas por
kinetoplastidos (chagas, enfermedad del suefio...) La labor que se
desarrolla en este centro incluye el desarrollo de nuevas tecnologias
que permitan encontrar mejores medicamentos para erradicar la
malaria.

Asi, en 2009 se realiz6 una campaia de screening donde se investigd
la eficacia de casi dos millones de compuestos, procedentes de la
coleccion de GSK para inhibir el crecimiento de P, falciparum 3D7 in
vitro. En este proyecto se identificaron 19.451 hits primarios que
inhibian el crecimiento del parasito en mas de un 80%. Estos hits
fueron ensayados posteriormente en dos ensayos independientes. De
ellos, 13.533 compuestos con actividad antimalarica, fueron
confirmados, con un ratio de confirmacién alrededor del 70%,
aquellos que alcanzaron una inhibicién mayor o igual al 80% en al
menos dos de los tres ensayos fueron seleccionados. Este set de
compuestos ha sido recientemente ampliado por otras 2500 nuevas
estructuras para aumentar la diversidad quimica y mejorar las
propiedades fisico-quimicas, partiendo, entonces, de un total de
15114 compuestos.

Todas las estructuras quimicas y datos asociados se han publicado y
estan disponibles para la comunidad cientifica en un intento de
incentivar la investigacion en este campo [1].

Historicamente, los compuestos que son considerados positivos en
los ensayos que evalan la potencial genotoxicidad de una nueva
molécula son eliminados del proceso de seleccion de candidatos, pero
cuando ya se han realizado numerosos ensayos in vivo, de eficacia,
farmacocinética y se han utilizado numerosos recursos (Fig. 1).

El objetivo de este trabajo fue conseguir un sistema de priorizacion de
compuestos que permitiera seleccionar aquellas estructuras con
menor riesgo de genotoxicidad. Una aproximacion in silico fue la que
se selecciond para predecir potencial genotoxicidad en fases iniciales
del desarrollo (H2L) antes de que los compuestos requieran un mayor
uso de recursos para completar sus perfiles, evitar un innecesario uso
de animales y reducir los ciclos de tiempo.
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Bacterial mutagenicity test +/- S9-mix (i.e. the Ames test)
* The ‘Gold Standard’ assay
* Highly correlated with the outcome of rodent bioassays
. * Positive finding often a No-Go decision point
and
/
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Lo2cs

In vitro
Chromosome
Aberration (CA)
test

Invitro
micronucleus test
(recent addition)

Mouse

Lymphoma

Assay (MLA)
and

and if required

CS2FTIH

in vivo micronucleus test (primary) invivo Comet assay (secondary)

52 * chromosomal breakage
e ‘ or spindle damage
‘ *In Bone Marrow
. N

*Assessment of DNA
fragmentation
*Potential any tissue

Figura 1. La progresion de candidatos a través de las alertas de genotoxicidad esta fijada por los requerimientos regulatorios (ICH S2(R1)). La
caracterizacion del riesgo carcinogénico y genotoxico estd basada en una bateria de pruebas ya que un test unico no es capaz de detectar todos los

posibles mecanismos de genotoxicidad.

Material y métodos

Compuestos

Todos los compuestos provienen de la coleccion particular de GSK
que fueron positivos en el screening contra malaria.

Tras el ensayo fenotipico en célula entera para identificar aquellos
compuestos con actividad antimalarica, se aplicaron diferentes filtros
asociados a propiedades fisicoquimicas. Solo aquellos compuestos
que cumplian con todos los criterios establecidos fueron
seleccionados: 379 compuestos. Las moléculas seleccionadas, se
agruparon en familias quimicas utilizando el indice de Tanimoto
obteniendo 118 clusters y seleccionamos dos o tres compuestos de
cada cluster. (Fig. 3)

Test de Ames

El test de Ames se realiz6 de acuerdo a la guia ICH S2 [2] con ligeras
modificaciones: s6lo se utilizaron 3 cepas de S. typhimurium TA1537,
TA98 y TA100 [3]. Los compuestos se ensayaron en presencia y
ausencia de fraccion S9 y a una concentracion méxima de 1500
ng/mL. Para el test de Ames los compuestos se disolvieron en una
solucién madre de DMSO al 100% (v/v) a una concentracion maxima
de 10 mM, a partir de las cuales se obtuvieron las diluciones
siguientes.

Herramientas computacionales

La prediccion in silico consiste en establecer, mediante técnicas
computacionales, la correlacion de determinadas caracteristicas
biologicas con la estructura de nuevas entidades quimicas. En el caso
particular que nos compete, se busca la correlacion entre el resultado
del test de Ames, como principal marcador de mutagenicidad, y
determinadas propiedades fisicoquimicas y caracteristicas
estructurales de las moléculas de interés.

Laevaluacion de la relacion estructura-actividad (SAR) del potencial
genotdxico incluye una serie de predicciones hechas a través de lo que

== T

T —— | I_n silico prediction ba_1sed on three
integrated computational models

. Leadscope, Derek Nexus, eHOMO

<< 1250C <

Physchem profile
DMPK in vitro profile

Safety Pharm profile

SoC2 LO

Ames test/ MLA

In vivo efficacy

Qo2cs <<

Figura 2. Nueva estrategia propuesta para la rapida progresion de
compuestos. En este estudio se utilizd la seleccion de antimalaricos
(TCAMS) para validar la reciente estrategia para mejorar la calidad
de los candidatos que se ha puesto en marcha recientemente en GSK,
e interrumpir el desarrollo de compuestos con serias debilidades antes
de considerarlos posibles candidatos.

se conocen como sistemas expertos que son capaces de detectar
alertas estructurales (toxicoforo) y modelos de prediccion basados en
la propia experiencia y de la base de datos de partida, entre los que se
pueden incluir los de la compaiiia para su enriquecimiento.

Las herramientas utilizadas han sido:

1.- Derek Nexus v4.0.5 (Derek KB 2014.1.0) : es un potente sistema
experto basado en el conocimiento que permite predecir la toxicidad
de una nueva molécula de acuerdo a su estructura
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Figura 3. Criterios de calidad para la priorizacion de compuestos

(http://www.lhasalimited.org/products/derek-nexus.htm). Ademas
Derek Nexus es una herramienta especificada en la guia ICH M7,
guia para la deteccion de impurezas genotoxicas [4].

2.- Leadscope v1.8 (Esta version incluye la prediccion en cepas de
Salmonella y E.Coli): Sistema estadistico que permite encontrar,
entre posibles degradantes o metabolitos de la estructura a evaluar,
aquellos que son genotoxicos (http://www.leadscope.com/). Esta
herramienta también aparece especificada en la guia ICH M7

3.- eHOMO: es un descriptor de mecanica quantica que mediante la
medicion de la energia del orbital molecular con mayor ocupacion, la
correlaciona con la reactividad de una molécula hacia la oxidacion.
Se ha demostrado que existe una correlacion significativa entre el
riesgo de obtener un positivo en el test de Ames y el valor de eHOMO,
especialmente en aquellos compuestos que requieren activacion
metabdlica para convertirse en genotoxicos. De acuerdo a nuestros
estandares internos, los compuestos se clasifican como posiblemente
no genotoxicos (baja energia HOMO) o potencialmente genotdxicos
(altaenergia HOMO).

Disefio experimental

De los compuestos seleccionados (118 clusters, 379 compuestos), se
escogieron aquellos que cubrieran un amplio abanico de diversidad
quimica y se analizaron con las tres herramientas in silico descritas
anteriormente, Derek, Leadscope y eHOMO. Los compuestos se
ordenaron de acuerdo a la siguiente clasificacion:

1. Prediccion Negativa en todas las herramientas usadas (n=17)
2. Positivos solo en Leadscope (n=2)

3. Positivos en eHOMO - SAR negativo. Se considera una alerta
compuesto dependiente el resto de derivados tiene una prediccion
negativa (n=5)

4. Positivos en eHOMO - SAR positivo, los derivados de la misma
serie también son positivos. (n=5)

5. Prediccion in silico del test de Ames Positivo en los tres modelos.
(n-=5)

Se eligieron al menos dos compuestos disponibles en estado de solido
dentro de la coleccion interna de la compaiiia y que entrasen dentro de
cada una de las categorias anteriores para ser ensayados
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experimentalmente en una version reducida del test de Ames. En total
se seleccionaron 34 compuestos.

N.
I e ;NN

N-O H,N

Ames(-59/+59): Neg /Neg Ames(-59/+59): Neg/Pos

Figura 4. Ejemplo de distribucién de la energia por el modelo
eHOMO, dos moléculas muy parecidas, pueden tener una
distribucion de la energia muy diferente.

Resultados

De los 34 compuestos solo 20 compuestos pudieron finalmente ser
analizados en el test de Ames reducido. En la tabla 1 se muestra el
resultado del test de Ames junto con las tres predicciones de las
herramientas in silico.

Tabla 1. Comparacion de los resultados en el test de Ames con las
predicciones insilico.

Rev. Toxicol. (2014) 31: 168-171

Compuesto 1::;:? Leadscope eHOMO 1;:::]1:
1 Negativo Negativo Baja Energia | No alerta
2 Citotoxico Negativo Alta Energia | No alerta
3 Citotéxico Negativo Alta Encrgia | No alcrta
4 Negalivo | Notin domain | Baja Energia | No alerta
5 Citotéxico | Not in domain | Alta Encrgia | No alerta
6 Citotoxico Positivo Alta Encrgfa | Quinolina
7 Posilivo Positivo Alla Energia | No alerta
8 Negativo Negativo Baja Energia | No alerta
9 Negativo Negativo Baja Energia | No alerta
10 Negativo Negativo Baja Encrgia | No alerta
11 Negalivo Negativo Baja Energia | No alerta
12 Negalivo Positivo Baja Energia | No alerla
13 Negalivo Posilivo Baja Energia | No alerla
14 Negativo Positivo Alta Energia | No alerta
15 Negativo Negativo Alta Energia | No alerta
16 Negativo Negativo Baja Energia | No alerta
17 Negativo Negativo Alta Energia | No alerta
18 Negativo Negativo Alta Energia | No alerta
19 Negativo Negativo Baja Encrgia | No alerta
20 Negalivo Negativo Baja Energia | No alerta

21 Negativo Negativo Baja Energia | No alerta
22 Negativo | Notin domain | Baja Energia | No alerta
23 Positivo Positivo Alla Energia Oxima
24 Positivo Positivo Alla Energia NnTO.
aromdtico
Discusion

Dentro del subset de moléculas probadas en el mini-Ames podemos
ver que la aplicacién de las tres herramientas in silico predice
correctamente con éxito un 75%. Este sistema nos da una alta
sensibilidad, con solo una prediccion incorrecta de un falso positivo
que resultd negativo experimentalmente. La tabla 2 resume los
porcentajes de cada una de las predicciones: el sistema multiple, dio
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una gran sensibilidad, perdiendo s6lo un compuesto que fue negativo
en el test de Ames y habia sido predicho como positivo.

Tabla 2. Porcentajes de correlacion entre los valores experimentales
ylos predichos

Verdadero Falso Verdadero Falso
Positivo | Positivo | Negativo | Negativo
75% 25% 100% 0%
(3/4) (1/4) (16/16) (0/16)
Conclusiones

Actualmente como parte del compromiso de GSK en la reduccion del
fracaso en fases posteriores a la seleccion de candidato, se ha
implementado en las mas tempranas fases de desarrollo (H2L, Lead
Op) una serie de filtros en cascada para eludir los problemas de
genotoxicidad que son los que pueden obstaculizar, en mayor manera,
el proceso de desarrollo.

Basandonos en estos datos se puede concluir que al menos con la
prediccion de dos positivos, de las tres herramientas utilizadas, se
traduce en una alta probabilidad de ser positivo en el test de Ames.

Estos datos apoyan la estrategia general que recomienda el uso de
herramientas in silico para seleccionar compuestos y series quimicas
y focalizar el proceso de lead optimization en las moléculas mas
“limpias” desde el punto de vista toxicoldgico. La naturaleza de la
evaluacion in silico permite integrarla desde las mas tempranas fases
de desarrollo, y a todo lo largo del mismo, en el proceso de toma de
decisiones llegando incluso a ser de utilidad en el disefio de las nuevas
moléculas.

La aplicacion de estas herramientas, ha permitido al DDW progresar
hasta 3 moléculas este ultimo afio hacia Preclinica, asi como
mantener un poblado portfolio en la fase exploratoria.

Como consecuencia de este trabajo, esta estrategia esta actualmente
siguiéndose también en los proyectos para tuberculosis en los que el
DDW también esta involucrado para crear un set de hasta 500
moléculas con actividad antituberculosa con minimo riesgo de
genotoxicidad.
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Abstract: The ubiquitous presence of pollutants and the accurate
evaluation of their potential risks for environmental and human
health is an area of major concern. We have simulated an in vitro
scenario of long-term exposure to a mixture of eight pollutants at real
environmental concentrations using mammalian Vero cells. Our
results demonstrate that cellular proliferation rates were significantly
altered, either by inhibition or stimulation, depending on the mixture
composition and the exposure time. We encourage the urgency of
reviewing safety levels for emerging contaminants accepted by
regulatory agencies, considering that mixtures of pollutants represent
athreat for environmental and human health.

Keywords: Chemical mixtures, emerging contaminants, in vitro
studies, long-term cytotoxicity.

Resumen: Evaluacion de la citotoxicidad de una mezcla de ocho
contaminantes a concentraciones de relevancia ambiental. La
presencia ubicua de contaminantes ambientales y la adecuada
evaluacion de su riesgo potencial para la salud humana y ambiental es
un area de gran preocupacion. En este trabajo se ha simulado un
escenario in vitro de exposicion a largo plazo de una mezcla de ocho
contaminantes a concentraciones reales presentes en el medio
ambiente, utilizando la linea celular de mamifero Vero. Nuestros
resultados demuestran que se alteran significativamente las tasas de
proliferacion celular, ya sea por estimulacion o inhibicidn,
dependiendo de la composicion de la mezcla y del tiempo de
exposicion. En vista de estos resultados, recalcamos la necesidad de
revisar los niveles de seguridad aceptados por las agencias
reguladoras para contaminantes emergentes, teniendo en cuenta que
las mezclas de contaminantes representan una amenaza para la salud
humana y medioambiental.

Palabras clave: Mezclas quimicas, contaminantes emergentes,
estudios in vitro, citotoxicidad a largo plazo.

Introduction

The widespread occurrence of environmental pollutants has been an
area of increasing concern for the scientific community for more than
20 years. The growing consensus connecting the exposure to
chemical mixtures with relevant human diseases such as cancer,
diabetes, obesity, immunosuppression, allergies and infertility has
multiplied the amount of studies in this subject [1,2]. Traditional
substances of concern such as polycyclic aromatic hydrocarbons,
nitrates, pesticides, organochlorines and metals, among others, are
being displaced by non-classical pollutants known as emerging
contaminants, which include surfactants, plasticizers,

" e-mail: paloma.fernandez@uam.es

pharmaceuticals, industrial and food additives, personal care
products and nanomaterials [3].

Both classical and emerging contaminants are usually detected at low
levels (ng-pg/L) in the environment and, therefore, individual
assessment studies have considered them as non-toxic. Although
combined toxicity data at environmental relevant concentrations are
scarce, the occurrence of joint effects even when all mixture
components are below their individual toxic threshold has already
been demonstrated [4,5]. Actually, an unknown number of substances
coexist in natural matrices due to their stochastic and unpredictable
releases, creating a one-time unique cocktail that interacts with
biological systems. As their effects are mathematically unpredictable,
the scientific community suggests experimental approaches aiming
to unveil biological responses and mechanisms of toxic action [6,7].
Thereby, experimental designs reproducing real world situations
such as chemical mixtures at environmental concentrations and long-
term studies are toxicological priorities nowadays [8].

Our experimental approach focuses on the cytotoxic evaluation of a
mixture of eight different environmental pollutants at concentrations
detected in surface waters, hereafter referred as ERM (Table 1). Vero
cell line, derived from mammalian kidney, was selected to conduct
the toxicological studies, as we have already proved them to be very
useful for the cytotoxic evaluation of environmental pollutants,
including some individual components of the present mixture [9-13].

Table 1. Concentration and uses of the eight chemicals selected for
the environmentally relevant mixture (ERM) employed in this study.

Chemicals Use ng/L*  Ref.

Ternes et al. 2003 [19]
Ferrari et al. 2004 [20]

Saito et al. 2004 [21]

Pharmaceutical 236.3
Pharmaceutical 2.0

Carbamazepine (CBZ)
Sulfamethoxazole (SMX)

Perfluorooctanoic acid B 67.0

(PFOA)
gﬁﬁ,e“‘ymexyl) phihalate . icizer 978  Fromme etal. 2002 [22]
Rotenone (ROT) Biocide 250.0 Wynne and Masser 2010 [23]
Pentaclorophenol (PCP) Pesticide 1.5 Muir and Eduljee 1999 [24]

?];‘g f‘)‘“‘ hydroxyanisole yijye 7000.0  Bursey and Pellizzari 1983 [25]
Propyl paraben (PPB) Additive 1.0 Gonzalez-Marifio et al. 2009 [26]

* Maximum concentration detected in surface waters.

Experimental procedures
1. Cell culture and treatments.

Vero cell line (ATCC number CCL-81) was routinely grown at 37 °C
in a 5% CO, humidified atmosphere, using Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM), supplemented with 5% fetal calf serum,
100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin, and 2 mM L-
glutamine. All the cell culture reagents were from Lonza
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(Switzerland). Exponentially growing cells were seeded at a density
of 10* cells/mL in different cell culture surfaces (Falcon, Becton
Dickinson, USA), depending on the experimental procedure (12 or 24
microwell plates). Following 18-20 h for properly cellular
attachment, cells were exposed to the different treatments. After 24,
72, or 120 h of continuous exposure, both treated and untreated cells
were gently washed with phosphate-buffered saline (PBS) and
processed according to the different experimental analyses.

All drugs were purchased from Sigma (USA). Stock solutions of
carbamazepine (CBZ; CAS No. 298-46-4), bis (2-ethylhexyl)
phthalate (DEHP; CAS No. 117-81-7), pentachlorophenol (PCP;
CAS No. 87-86-5), and butylated hydroxyanisole (BHA; CAS No.
25013-16-5) were prepared in absolute ethanol (Panreac, Spain).
Otherwise, sulfamethoxazole (SMX; CAS No. 723-46-6),
perfluorooctanoic acid (PFOA; CAS No. 335-67-1), rotenone (ROT;
CAS No. 83-79-4), and propylparaben (PPB; CAS No. 94-13-3) were
prepared in dimethylsulfoxide (DMSO, Panreac). These stock
solutions were maintained in darkness at room temperature.
Exposure solutions were prepared before use in DMEM with 1%
serum and sterilized by filtration through a 0.22 pm Millipore” filter.
The ethanol and DMSO concentrations in all controls and exposure
groups were lower than 1 and 0.2% respectively.

2. Cytotoxicity assessment.

A battery of complementary endpoints assessing cell proliferation
and viability were performed in order to obtain realistic information
for environmental and human health. Cell number was estimated by
quantifying total protein content (TPC) according to the method of
Bradford [14]. MTT assay, that involves the reduction of the
tetrazolium salt 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5
diphenyltetrazolium bromide (Sigma) by dehydrogenases of viable
cells to purple formazan, was performed according to the method of
Mosmann [15]. Neutral red uptake (NRU) assay was performed
following the protocol established by Borenfreund and Puerner [16].
The percentage of cells undergoing mitosis (mitotic index) was
determined in cells cultured on glass coverslips into 6-well culture
plates. After different exposures, cells were fixed with cold 100%
methanol (v/v) during 6 min, and stained with 0.05% (w/v) toluidine
blue (Sigma). Three thousand cells were scored under a Leica DMI
3000B microscope (Germany) per experimental point. Mitotic index
was calculated as the ratio between the number of cells in mitosis and
the total number of cells, and values were expressed as percentage of
control cultures.

3. Statistical analysis.

Experiments were performed at least three times and each dose group
was assayed using triplicated wells. Obtained colorimetric data were
processed from absorbance values to percentage of that found in
untreated cultures (percentage of control), and then represented as
decreased or increased function, calculated as 100 minus the
percentage of individual values. Finally, the graphical
representations of toxic response were generated with individual data
points of effect, and presented as the arithmetic mean + standard
deviation using Microsoft“Office Excel” 2007. Statistical analyses,
including correlations, analysis of variance (ANOVA) with the
appropriate post hoc test (Bonferroni), and t-Student were carried out
using PASW Statistic 18 (IBM-SPSS Inc., Chicago, USA). The level
of statistical significance was in all cases p < 0.05. Figures were
finally arranged using Adobe Photoshop® CS3.

Results and discussion

In a first set of experiments, basal cytotoxicity evaluation of ERM
after 24 h exposure revealed a significant decrease in cell viability and
TPC close to 60% of control untreated Vero cells (Fig. 1). The three
endpoints analyzed showed a similar trend, with statistically
significant correlations between TPC and both MTT (r = 0.948,
p<0.05) and NRU (r = 0.926, p<0.05), suggesting that the effects
exerted by ERM are governed by a decrease in cell number. On the
contrary, cytotoxicity assays for the individual chemicals composing
ERM showed no significant effects when compared with control
cells, except for rotenone. Rotenone alone induced a strong and
statistically significant effect upon Vero cells, equivalent to ERM
treatment (t-Student, p<0.05). Thereby, we considered this biocide as
the major effector of the evaluated mixture. Nevertheless, we could
not rule out the existence of other effects induced by ERM that might
have been masked by the prominent influence of rotenone.
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Figure 1. Cytotoxicity induced by ERM and its individual
components on Vero cells after 24 h exposure. Cellular responses
were classified as an increase or a decrease of the parameter analyzed,
assigning zero values to untreated cultures. Asterisks indicate
statistically significant differences with control cells (ANOVA,
Bonferroni post hoc test, p<0.05). TPC (total protein content); NRU
(neutral red uptake); MTT (MTT reduction test).

In a second stage of our study, we redesigned our experimental
approach evaluating new mixtures and exposure times with the same
cytotoxicity endpoints. Three new mixtures based on ERM but trying
to avoid the preponderant effect of rotenone were generated: ERM
w/o ROT (ERM without ROT), ERM/10 (ten-fold dilution of ERM)
and ERM/2 (two-fold dilution of ERM). It should be noted that,
although interesting toxicological information can be acquired with
short-term in vitro toxicity testing (24 h), a more environmental-like
scenario should include longer exposure periods [17]. Thereby, the
new mixtures were evaluated after 24, 72 and 120 h, allowing us to
identify any possible time-dependent effect (Fig. 2).

ERM w/o ROT showed no statistically significant responses after 24
h exposure, effectively suppressing the harmful effects found with
ERM. Nevertheless, unexpected increased values were detected with
all the evaluated endpoints after long-term exposures, except for 72 h
MTT reduction test.

A similar but even more noticeable dual response along time was
observed after ERM/10 treatments. Interestingly, the highest dilution
of ERM completely changed the cellular behavior with the longest
exposure time (120 h). While 24 and 72 h lead to a mild decrease of
the evaluated endpoint, which was statistically significant only for
NRU and TPC, 120 h dramatically increased the cellular response for
all the endpoints, varying the cytotoxic profile. Such a relevant rise,
especially for NRU and TPC, could only be explained by a
concomitant increase in the amount of cells after the 120 h treatment.
To confirm whether an enhanced cell division rate was responsible
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Figure 2. Cellular responses (MTT reduction, NRU and TPC) of Vero
cells exposed during 24, 72 and 120 h to ERM (environmentally
relevant mixture), ERM w/o ROT (ERM without rotenone), ERM/2
(ERM diluted twice) and ERM/10 (ERM diluted ten times). Asterisks
indicate statistically significant differences with control cells
(ANOVA, Bonferroni post hoc test, p<0.05).

for those variations, mitotic index (MI) scoring after 120 h exposure
to ERM/10 and ERM w/o ROT was performed. Statistically
significant increases (ANOVA, post hoc test p<0.05) in MI were
detected for ERM/10 (185.3 = 0.2%) and ERM w/o ROT (147.9 +
18.2%) when compared with control untreated cells (100.0 £ 16.9%).

Finally, the ERM/2 mixture induced a significant decrease in cell
response, although attenuated when compared with original ERM
mixture. Remarkably, this decrease was not proportional to the
dilution factor after 24 h, with values being somewhat higher than
half the previously detected effect of ERM. Time-increases led to
statistically significant but lower responses than those after 24 h
exposure for all the endpoints. However, TPC time-dependent
reduction reached a maximum response of 45.8 + 9.3% of control
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cells after treatments for 120 h. Theoretically, the dilution of a
dangerous substance or preparation should decrease its detrimental
effects, but the similarity between the cellular responses of ERM/2
and ERM treatments indicates that not in this case. Most probably, the
toxic mechanism underlying this cytostatic response coincides with
our previous results suggesting that inhibition of Vero cells
proliferation caused by rotenone is due to anomalous mitotic spindle,
eventually leading to mitotic catastrophe and cell death [9].

Given the strong variability of cellular responses observed even with
our simple battery of endpoints when introducing slight changes in
the exposure time or final concentrations, it is tempting to suggest that
toxicological evaluation of chemical mixtures must be conducted
considering each particular combination of chemicals as an
autonomous entity.

Overall, our study encourages the urgency of reviewing the current
safety levels determined for chemical substances in the environment
as well as the assumed safety burdens accepted by regulatory
agencies, considering that long-term exposure to chemical mixtures
represent a real threat for environmental and human health.
Furthermore, we support the importance of unraveling the
mechanism of toxic action of chemical mixtures, in view of the new
trends in toxicology claiming for the definition of adverse outcome
pathways [18].
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Resumen: Los quirondmidos, un género de mosquitos no picadores,
son organismos centinela en la evaluacion de la calidad de las aguas y
un modelo de relevancia ecotoxicoldgica para el estudio de los
efectos de contaminantes ambientales. Son todavia muy escasos los
trabajos con poblaciones naturales de este organismo en los que se
valore la utilidad de biomarcadores moleculares en el analisis de la
salud de individuos expuestos a multiples variables de estrés.
Nuestros resultados muestran que exposiciones de larvas de
poblaciones naturales de Chironomus riparius a di (2-etilhexil)
ftalato (DEHP) y butil bencil ftalato (BBP), dos compuestos
incluidos por la ECHA en la lista de sustancias de muy alta
preocupacion, provocan alteraciones rapidas en la expresion de
diferentes genes relacionados con la respuesta celular de estrés
(hsp70'y hsc70), la ruta hormonal (EcR y ERR) y los mecanismos de
destoxicacion (CYP4G), asi como en la actividad enzimatica de GST.
Ambos compuestos provocan respuestas diferentes en estas dianas,
especialmente en las exposiciones mas prolongadas, y tienen la
capacidad de producir efectos toxicos retardados. Son de especial
relevancia los resultados que muestran la alteracion de la ruta
hormonal de la ecdisona, confirmando la capacidad disruptora
endocrina en insectos de estos ftalatos. Por ultimo, existen diferencias
respecto a datos previos obtenidos con larvas de laboratorio, tanto en
la toxicidad de DEHP y BBP como en el comportamiento de algunas
dianas, lo que acentua la necesidad de llevar a cabo analisis con
diferentes poblaciones para conseguir una aproximacion mas realista
alos efectos de contaminantes.

Palabras clave: Ecotoxicologia, Chironomus, ftalatos,
biomarcadores moleculares, RT-PCR

Abstract: Evaluation of the toxic effects of phthalates on natural
populations of Chironomus riparius (Diptera): implications for
ecotoxicity studies. Chironomids, a genus of non-biting midges, are
considered sentinel organisms for the evaluation of water quality and
an outstanding model in Ecotoxicology for studying the effects of
environmental pollutants. In contrast to its widespread use in studies
with laboratory cultures, the use of natural populations (chronically
exposed to complex mixtures of pollutants in their environment) is
still uncommon to assess the usefulness of molecular biomarkers in
studying the health of populations under multiple stress conditions. In
Chironomus riparius, our results show that both bis (2-ethylhexyl)
phthalate (DEHP) and benzyl butyl phthalate (BBP) cause rapid
alterations in the activity of GST enzyme as well as in the expression
profile of various genes related to cell stress response (Asp70 and
hsc70), to the hormonal route (EcR and ERR) and to detoxification
mechanisms (CYP4G). Both compounds cause different responses to
these targets, especially in longer exposures, and have the ability to

" e-mail: oscar.herrero@ccia.uned.es

produce delayed toxicity. The alteration of the ecdysone hormone
pathway in our experiments has special relevance, since it proves that
both compounds are endocrine disruptors in insects. Finally, this
study shows differences with previous data obtained with laboratory
cultures in both the toxicity of these phthalates and the behavior of
some targets, which emphasizes the need of carrying out studies with
different populations to get a more realistic approach to the effects of
contaminants.

Keywords: Ecotoxicology, Chironomus, phthalates, molecular
biomarkers, RT-PCR

Introduccion

El deterioro ambiental que en las ultimas décadas se viene
produciendo a causa de multitud de contaminantes quimicos de
origen antropogénico es quizas mas preocupante en los ecosistemas
acuaticos, donde estas sustancias se integran en un complejo ciclo en
el que estan implicados las aguas, los sedimentos y los organismos,
pudiendo tener un efecto toxico directo y/o bioacumularse a través de
las cadenas troficas. Muchos de los contaminantes persistentes,
bioacumulables y toxicos se asocian fuertemente con los sedimentos
a causa de sus caracteristicas fisico-quimicas e ingresan
frecuentemente en la cadena alimentaria a través de los organismos
bentonicos, que constituyen la base de la alimentacion de organismos
superiores. En tltimo término, se acumulan en predadores, entre los
que se incluye el hombre, lo que pone de manifiesto la importancia de
analizar el efecto de su toxicidad para organismos de las escalas
inferiores de las redes tréficas.

De entre esa multitud de contaminantes, el grupo de los ftalatos ha
despertado un gran interés en los ultimos afios debido a su elevada
produccion, su caracter ubicuo y las diversas propiedades toxicas de
varios de sus miembros [1-3]. Son compuestos oleosos, incoloros,
inodoros y con multiples aplicaciones en la industria, en medicina y
en productos de consumo. Se emplean como plastificantes, en
dispositivos de uso médico, cosméticos, envases alimentarios,
calzado, cables eléctricos, embalajes, juguetes, pavimentos, etc. [4-
6]. Dentro de este grupo de sustancias se encuentran, entre otras, el di
(2-etilhexil) ftalato (DEHP) y el butil bencil ftalato (BBP), ambos
identificados por la Agencia Europea de Sustancias y Mezclas
Quimicas (ECHA) como sustancias de muy alta preocupacion
(SVHC, substance of very high concern) por sus propiedades toxicas
parala reproduccion [7-9].

E1DEHP es un liquido incoloro soluble en disolventes apolares y muy
poco soluble en agua. Es el plastificante mas usado en el mundo y
también el mas empleado en la fabricacion de productos médicos
[3,10]. Por su elevado coeficiente de reparto octanol-agua cabe
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esperar que el DEHP disponible en el medio se adsorba fuertemente a
la materia orgéanica, lo que unido a su baja solubilidad en agua hace
que tenga mayor afinidad para unirse a la fase particulada de los
medios en los que se encuentra [11]. Los valores de bioacumulacioén
del DEHP varian en funcidon de las especies empleadas en los
estudios, fundamentalmente debido a las distintas tasas de
metabolizacion existentes entre unas y otras [12].

La mayoria de los datos disponibles en la actualidad acerca de la
toxicidad del DEHP proceden de estudios experimentales in vivo en
vertebrados, existiendo evidencias suficientes de su toxicidad en
organos reproductores [13,14], higado, rifion [15-17] y aparato
respiratorio [18]. Asimismo, se han descrito efectos teratogénicos
[19], carcinogénicos [16,17,20] y genotoxicos, aunque el compuesto
no parece inducir lesiones directas en el ADN en la mayor parte de los
estudios y estos resultados pueden ser atribuibles a otras vias
diferentes, como la epigenética [21,22]. Puede alterar diferentes
parametros reproductivos y del desarrollo [23-27] y se ha descrito su
capacidad disruptora endocrina en distintas especies [3,28]. En
quironémidos, el DEHP provoca un descenso en las tasas de eclosion
de huevos [29], alteraciones del desarrollo larvario [30] y variaciones
en los niveles de expresion de genes que codifican para las proteinas
de choque térmico HSP40, HSP70 y HSP90 [31-33], la proteina
ribosodmica S3 [34], los genes de la ruta hormonal EcRy ERR [33,35],
delaalcohol deshidrogenasa [36], la endopeptidasa [37], 1a calponina
[38] ylahemoglobina [32].

En cuanto al BBP, es también un liquido incoloro y poco soluble en
agua. Ademas de su uso principal como plastificante [2], aparece
también como intermediario organico, solvente y fijador en perfumes
[39]. La separacion del BBP de los materiales que lo contienen y su
entrada en el medio ambiente se produce fundamentalmente a partir
de los residuos depositados en vertederos, los procesos de
incineracion y los lodos provenientes de Estaciones Depuradoras de
Aguas Residuales (EDAR), unas veces eliminados en vertederos y
otras empleados como enmiendas organicas para la fertilizacion de
suelos [39,40].

En cuanto a los efectos adversos del BBP sobre la salud humana y
medioambiental, los estudios son mucho menos numerosos que en el
caso del DEHP. El compuesto ha demostrado afectar al
comportamiento de los organismos expuestos [41,42] y a la calidad
de su esperma [6,43], ser estrogénico [44,45], alterar la sintesis de
vitelogenina [44] y los niveles de peroxidacion lipidica, asi como la
expresion de genes codificantes para enzimas relacionadas con el
metabolismo de xenobidticos (citocromos, catalasa y receptor de
androgenos) [46]. Estudios in vitro han comprobado que el BBP se
une al receptor de estrogenos [45,47,48]. En invertebrados, se han
observado descensos significativos en la actividad fenoloxidasa y
superdxido/reductasa [49], asi como efectos adversos sobre la
embriogénesisy el desarrollo larvario [50] y el éxito reproductivoy la
esperanza de vida [51]. Por ultimo, la exposicion a BBP de larvas de
Chironomus riparius provocd en éstas un aumento de la mortalidad,
alteraciones en sus niveles de ARNr de nueva sintesis y variaciones
significativas de la expresion de los genes hsp70y EcR [33].

Los estudios sobre el impacto bioldgico de los ftalatos en
invertebrados, en especial en organismos bentonicos, siguen siendo
muy limitados en la actualidad, aunque numerosos informes a nivel
internacional abogan por la necesidad de conocer en detalle los
efectos que provocan en estos grupos animales [52,53] debido a su
importancia en el mantenimiento de la homeostasis de los
ecosistemas. Actualmente, un importante nimero de alternativas en
Toxicologia Ambiental se basan en el empleo de organismos

inferiores y/o no protegidos por la legislacion actual [54-57], entre los
que los quirondmidos han sido considerados organismos modelo en
estudios de contaminacién natural o antropogénica [58,59] y en el
analisis de la bioacumulacién de contaminantes toxicos asociados a
sedimentos [60,61], habiéndose empleado para ello tanto
poblaciones cultivadas y mantenidas en laboratorio como
poblaciones naturales [62-64].

Asimismo, la genémica ambiental combina técnicas moleculares de
alto rendimiento en poblaciones naturales con los actuales enfoques
ecotoxicologicos, favoreciendo la aparicion de herramientas
moleculares que, desde una perspectiva ecoldgica, posibiliten un
conocimiento mas profundo de las respuestas especificas de los
organismos a contaminantes [65] y conduzcan hacia una evaluacién
del riesgo mas eficaz [66]. En este sentido, aunque en ultima instancia
son los cambios en los patrones de proteinas los responsables de un
efecto fisioldgico en los seres vivos, la deteccion temprana mediante
técnicas de PCR de variaciones en el patréon de actividad génica,
expresada en términos de alteraciones en los niveles de ARN, resulta
una aproximacion de gran utilidad para analizar los dafios provocados
por la exposicion a toxicos [67]. Sin embargo, hasta la fecha, el
analisis de biomarcadores moleculares en poblaciones de campo es
muy limitado en este grupo de insectos.

Los estudios ecotoxicoldgicos convencionales a menudo no tienen en
cuenta la complejidad de la vida en la naturaleza, existiendo una falta
de correspondencia entre las condiciones de laboratorio y las de
campo que puede conducir a errores en las evaluaciones del riesgo
ecologico [68]. En este contexto, los efectos de la exposicion a
sustancias toxicas deben ser analizados también en organismos
procedentes de escenario reales, adaptados a multitud de factores de
estrés en sumedio habitual, como por ejemplo la exposicion cronica a
mezclas complejas de contaminantes. En el presente trabajo se
seleccionaron diferentes parametros subcelulares y moleculares de
Chironomus riparius con el fin evaluar los efectos toxicos del DEHP
y el BBP en larvas procedentes de un habitat natural y valorar su
posible utilidad como biomarcadores tempranos de exposicion a
estos compuestos.

Material y métodos
Especie de estudioy drea de muestreo

Los experimentos se llevaron a cabo con larvas acuaticas de estadio
IV del mosquito Chironomus riparius (Meigen), organismo de
referencia en toxicologia acuatica. Para su recoleccion se empled una
pequeiia red de mano de 15 cm de diametro, 20 cm de profundidad y
250 um de luz de malla. Para la recoleccién de muestras del
organismo de ensayo, se seleccionaron cuatro puntos dentro de un
area del rio Sar que engloba aproximadamente 100 metros de rivera a
ambos lados del puente de la carretera que enlaza Bertamirans con A
Condomifia (A Corufia, Espafia, 42°51'22.99”N 8°38'53.58”0). Las
propiedades fisico-quimicas de la columna de agua en dichos puntos
se midieron in situ'y sus valores medios se detallan en la Tabla 1.

Compuestos y tratamientos

Para el presente estudio se seleccionaron dos plastificantes
pertenecientes al grupo de los ftalatos: di (2-ctilhexil) ftalato (DEHP;
N°CAS 117-81-7; Fluka) y butil bencil ftalato (BBP; N° CAS 85-68-
7; Fluka). Para cada uno de ellos, la concentracion evaluada fue 1
ug-L", seleccionada en base a trabajos previos con este organismo
[31,36-38] y a concentraciones de estos compuestos detectadas en
escenarios naturales [12,39]. La concentracion de estudio se obtuvo
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Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de muestras de agua del rio
Sar procedentes de los puntos seleccionados para la recoleccion de
C. riparius (valores medios) [69].

T(C) | 164
pH | 68
Oxigeno disuelto (mg-L™) 6.16

Saturacion de oxigeno (%) | 84.1
Conductividad (uS-cm™) | 228
145.8

Sélidos disueltos totales (mg-L™)

Materia organica (%) 23

afiadiendo el volumen adecuado de una solucion madre del
compuesto en etanol absoluto (BDH Prolabo) a 30 ml de medio de
cultivo salino [CaCl (0,5 mM), NaCl (ImM), MgSO, (1ImM),
NaHCO, (0,1mM), KH,PO, (0,025mM), FeCl, (0,0lmM)] preparado
segun los protocolos estandarizados para ensayos de toxicidad
[55,70], en cubetas individuales, bajo condiciones de aireacion
constante a20°C y periodos de 16 horas de luzy 8 de oscuridad. Todos
los reactivos empleados para el medio de cultivo son de VWR. Los
tratamientos consistieron en la exposicion de grupos de 30 larvas a
uno u otro compuesto durante 24 o 48 horas (toxicidad aguda), asi
como en su exposicion durante 24 horas y mantenimiento 24 horas
mas en medio de cultivo sin el compuesto (toxicidad retardada).
Todos los tratamientos contaron con un total de 20 larvas divididas en
grupos de cinco, realizandose por triplicado los experimentos con
cada uno. Se llevaron en paralelo controles y controles con etanol
(con una concentraciéon del 0,1%, la misma empleada para
vehiculizar los ftalatos en los grupos expuestos), no detectandose
diferencias estadisticas entre ambos en ninguna de las dianas
estudiadas. Transcurrido el tiempo de cada tratamiento, se llevd a
cabo el recuento de las larvas supervivientes en las cubetas y éstas se
almacenaron en grupos de 5 en viales de congelacion a -80°C hasta su
uso posterior para los andlisis de expresion génica o de actividad
enzimatica.

Extraccion de ARN

El ARN de las larvas congeladas tras los tratamientos se extrajo
utilizando isotiocianato de guanidina. Para ello, se homogenizaron en
500 pL de TRIzol® (Invitrogen™) y se incubaron 5' a temperatura
ambiente. Las muestras se centrifugaron 10" a 4 °C 10000 rpm. Una
vez recogido el sobrenadante se afiadieron 150 pL de cloroformo,
incubando a temperatura ambiente durante 3'. A continuacion se
centrifugaron durante 15' a 4°C y 15000 rpm. La fase acuosa fue
transferida a otro tubo, al que se afiadieron 150 pL de isopropanol
(BDH Prolabo) para precipitar el ARN. Tras incubar durante 10' a
temperatura ambiente, se centrifugaron las muestras a 10000 rpm a
4°C durante 15'. Tras un lavado con 500 pL con etanol al 70%, las
muestras se resuspendieron en agua DEPC, se trataron con DNasa
libre de RNasa (Roche) y se retiraron las enzimas mediante
fenolizacion. Finalmente, se determind la cantidad y calidad del RNA
de cada muestra en gel de agarosaal 1,5% y midiendo la absorbanciaa
260 nm con un espectrofotdmetro BioPhotometer (Eppendorf).

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR)

Los estudios de expresion génica se llevaron a cabo mediante la
técnica de RT-PCR semicuantitativa. Para la transcripcion inversa se
empled el kit comercial M-MLV Reverse Transcriptase
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(Invitrogen™) a partir de 500 ng de ARN de cada muestra. A cada una
se afiadieron 1 pL Oligo (poliT) (0,5 pg/uL) (Sigma),1 uL ANTP Mix
(10 mM) (Biotools) y agua DEPC hasta un volumen final de 12 pL.. La
mezcla se incub6 durante 5'a 65°C y se mantuvo en hielo durante 10'.
A continuacion se afiadieron 4 pL First-Strand Buffer (5x)
(Invitrogen™), 2 uL. DTT (0.1 M) (Invitrogen™), 1 uL. de M-MLV
RT (Invitrogen™) y se incubaron 50' a 37°C, inactivando
posteriormente lareaccion a 70°C durante 15'.

Partiendo del ADNc obtenido en la retrotrascripcion, se llevd a cabo
laamplificacion de los fragmentos de los genes de estudio mediante la
técnica de PCR en un termociclador Sprint (Thermo Scientific).
Como gen de referencia se utilizo6 GAPDH. Para evitar la saturacion
del gen de referencia y minimizar errores derivados del pipeteo, se
prepard una mezcla con todos los componentes necesarios para la
amplificaciéon (incluido el ADNc) a excepcion de los
oligonucleotidos, que se afiadieron especificamente a cada tubo. De
este modo, para cada muestra de ADNc se pueden amplificar todos
los genes alavezy todos los tubos se preparan de manera homogénea.
La PCR se llevé a cabo en 20 pL con 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs
(Biotools), 0,4 mM de cada oligonucledtido y 0,2 pL de Taq
Polimerasa (Biotools) en las siguientes condiciones: 30"
desnaturalizacion, 15" anillamiento (a 55°C) y 10" de elongacion
final. Dependiendo de cada gen se realizaron amplificaciones de 24 o
30 ciclos. Los productos de la PCR se analizaron por medio de
electroforesis en gel de acrilamida al 9% en TGE 1x durante 3 horas a
voltaje constante de 60 mV. La captura de imagenes se realizd con el
transiluminador UV del equipo Chemigenius 3 (Syngene) y las
bandas obtenidas en los geles se cuantificaron con el software Image J
1.47q.

Tabla 2. Secuencias 5'-3' de los oligonucledtidos empleados en los
andlisis de expresion génica. Se detallan los genes de estudio, los
cebadores directo (F) e inverso (R), el origen de las secuencias para
cada uno de ellos y las longitudes en pares de bases (pb) de los
fragmentos que amplifican.

Gen Cebadores Referencia Longitud
B e TR
70 B GETICATIGACCATACGTIC 1 20
P70 R TIGCCACAGAAGAAATC TG 71 2
e MGG o
FRR R CGTCTAATAATGTGATCOG 751 222
CYPAG F| GACATTGATGAGAATGATGTTGGTG (76] 340 pb

R| TAAGTGGAACTGGTGGGTACAT

Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas, las muestras previamente congeladas
se homogeneizaron en 0,5 mL de tampdn Tris-EDTA (40 mM Tris,
ImM EDTA, pH 7,8, con medio completo EDTA 7x libre de protesasa
(Roche)). Tras una centrifugacion de 15'a 4°C y 500 rpm, se recogio
el sobrenadante y se centrifugaron de nuevo a 4°C durante 30'a 10000
rpm. La determinacion de la cantidad de proteinas en cada muestra se
realizo con el kit BCA Protein Assay Reagent (Thermo Scientific).
Las muestras se conservaron a -80°C hasta suuso.

Actividad de la enzima glutation S-transferasa (GST)

La valoracion de la actividad enzimatica de GST se realiz6 a partir 25
ug de proteina con el kit Glutathione S-Transferase assay (Sigma),
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basado en la utilizacion de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB)
como sustrato para la deteccidn de diferentes isozimas de esta
enzima. La conjugacion del grupo tiol del glutation al CDNB produce
un aumento en la absorbancia 340 nm. Para calcular los cambios en la
actividad de la enzima se utilizaron las variaciones en los valores de
absorbancia medidaa 340 nm.

Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software IBM SPSS
Statistics 19.0 (IBM, Nueva York, EE.UU.). Se realizaron test
normalidad (Shapiro-Wilk) y homocedasticidad (Levene) y los datos
experimentales se analizaron en funcion de sus resultados, del
siguiente modo:

* Muestras homogéneas y normales (paramétricas) se analizaron
mediante ANOVA con un post hoc Games Howell o Tukey, en cada
caso el mas apropiado. Las diferencias se consideraron significativas
aunvalorp<0,05.

* Muestras no homogéneas o no normales (consideradas no
paramétricas), se analizaron mediante Kruskal-Wallis, determinando
las diferencias entre los pares mediante la prueba U de Mann-
Whitney. Las probabilidades se ajustaron mediante la correccion de
Bonferroni. Las diferencias se consideraron significativas a un valor
p<0,05.

Resultados
Andlisis de la supervivencia

Se analizé en primer lugar la capacidad del DEHP y el BBP de
comprometer la supervivencia de larvas expuestasa 1 ug-L" deunou
otro compuesto. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1,
donde se observa un efecto dependiente de tiempo que no resulto
estadisticamente significativo en ninguna de las condiciones
analizadas. E1 DEHP resulté ser mas toxico que el BBP,
especialmente en las exposiciones mas largas, donde la mortalidad se
acerco a valores del 40%. Los resultados de toxicidad retardada
demuestran que la retirada de los compuestos del medio de cultivo no
favorecio la supervivencia de las larvas, que incluso llegd a ser
inferior en el caso del BBP en comparacion con las 48 horas continuas
de exposicion, el tiempo equivalente.

O DEHP A BBP
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c 24h 48h 24+24h
Figura 1. Supervivencia de larvas de C. riparius expuestasa 1 pg-L"
de DEHP o BBP durante 24 y 48 horas, asi como de larvas expuestas
durante 24 horas y mantenidas en medio de cultivo fresco durante las
24 horas siguientes (24+24h). Abscisas: tiempo. Ordenadas:
porcentaje de supervivencia (M + SE). * Diferencias significativas (p
<0,05).

Estudios de expresion génicay actividad de GST

Los efectos provocados por el DEHP en los genes analizados
consistieron en una disminucién generalizada de los niveles de
expresion génica (Figura 2). Se detect6 una represion significativa de
los genes de choque térmico (hsc70 y hsp70) a las 48 horas de
exposicion, mucho mas acentuada en el caso del receptor de la
ecdisona (EcR) y casi completa en el del citocromo P450 (CYP4G).
Para estos dos tultimos genes y para el receptor relacionado con
estrogenos (ERR) la represion resulto significativa ya desde las 24
horas. Cabe destacar la disminucidon de los niveles de transcrito
observados en el gen Asc70, que habitualmente hace honor a su
condiciéon de gen constitutivo mostrando una gran estabilidad,
viéndose sin embargo en esta ocasion afectado por la exposicion a
DEHP en los experimentos de mayor duracion.

En los experimentos de toxicidad retardada sobresalen la fuerte
recuperacion del gen Asp70, que no mostro efecto aparente tras 24
horas de exposicion a DEHP y alcanzd valores tres veces y media por
encima de los del control en las 24 horas siguientes sin el compuesto,
asi como la recuperacion de la actividad del gen EcR, aunque sin
llegar a alcanzar los valores de las larvas no expuestas. Por el
contrario, los genes ERR y CYP4G no solo no fueron capaces de
reactivarse tras la represion producida a las 24 horas de tratamiento,
sino que su represion se acentud notablemente en las 24 horas
siguientes.

Respecto a los efectos sobre las rutas de destoxicacion, las respuestas
observadas fueron notablemente distintas entre los niveles de
expresion del gen CYP4G y de actividad de la enzima glutation S-
transferasa, representantes respectivamente de las rutas de
desintoxicacion de fase I y fase II. Mientras que CYP4G manifestd
una represion significativa desde las primeras 24 horas, que se
acentud tras la retirada del toxico y llevd a una inhibicion casi
absoluta en las exposiciones continuadas de 48 horas, la actividad de
GST se vio favorecida significativamente tras 24 horas de contacto
con el compuesto y mantuvo valores proximos a los del control en
todos los experimentos de 48 horas.

En el caso de las exposiciones a BBP, la respuesta de los distintos
genes estudiados fue notablemente distinta a la observada con el otro
ftalato. Mientras que con el DEHP los niveles de expresion tendian a
reprimirse de manera generalizada, las larvas expuestas a BBP
manifestaron por lo general un claro aumento en los niveles de
transcrito, especialmente en los tiempos mas largos (Figura 3).

En primer lugar, los resultados reflejan la clara induccion de los dos
genes de estrés estudiados, alcanzando en el caso de Asp70 valores 15
veces por encima de los del control. Tal y como se ha comentado para
el caso del DEHP, destaca de nuevo la alteracion de los niveles del gen
constitutivo Asc70, que en esta ocasion sufre una significativa
activacion dependiente de tiempo.

El efecto del BBP fue muy similar en los dos genes seleccionados de
la ruta endocrina de los insectos (EcR y ERR), en los que produjo una
notable represion tras 24 horas de exposicion al compuesto seguida
de una fuerte sobreexpresion en las 24 horas siguientes con o sin
toxico, llegando a superar en este ultimo caso en mas de 5 veces los
valores obtenidos con larvas no expuestas.

En cuanto a las rutas de destoxicacion, por un lado el BBP indujo
notablemente los procesos de fase I mediante la sobreexpresion
significativa del gen CYP4G en todas las condiciones experimentales
analizadas, al contrario de lo ocurrido en las exposiciones a DEHP.
Especialmente destacables son el drastico aumento de la
transcripcion en las exposiciones de 48 horas, més de 11 veces por
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Figura 2. Analisis de la expresion génica (hsc70, hsp70, EcR, ERRy CYP4G)y laactividad enzimatica (GST) de larvas de C. riparius expuestas a
1 pg-L" de DEHP durante 24 y 48 horas, asi como de larvas expuestas a DEHP durante 24 horas y mantenidas en medio de cultivo fresco durante
las 24 horas siguientes (24+24h). Abscisas: tiempo. Ordenadas: expresion relativade ARNm (M + SE). * Diferencias significativas (p <0,05).

encima de los controles, y la incapacidad de las larvas de retornar a los
valores de los controles 24 horas después de haber retirado el
compuesto del medio. Por otro lado, los procesos de fase II si tuvieron
un comportamiento similar en los dos ftalatos, aunque en el caso del
BBP la exposicién mas prolongada al compuesto llegd a reducir
significativamente la actividad enzimatica de GST en mas de un 50%.

Por ultimo, los ensayos de toxicidad retardada mostraron como la
retirada del BBP del medio de cultivo provoco una fuerte induccion
de la actividad de todos los genes analizados. Este hecho contrasta
con la incapacidad de las larvas de reactivar estos mismos genes en
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los tratamientos con DEHP, en los que sdlo se activo Asp70'y lo hizo
conuna intensidad tres veces menor que en el caso del BBP.

Discusion
Los potenciales efectos adversos sobre la fauna silvestre de una cada
vez mayor cantidad de compuestos antropogénicos eliminados en el

medio ambiente como residuos han cobrado gran importancia tanto
en lo concerniente a la salud ambiental como en lo que respecta a los
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Figura 3. Analisis de la expresion génica (hsc70, hsp70, EcR, ERRy CYP4G)y laactividad enzimatica (GST) de larvas de C. riparius expuestas a
1 pg-L"' de BBP durante 24 y 48 horas, asi como de larvas expuestas a BBP durante 24 horas y mantenidas en medio de cultivo fresco durante las
24 horas siguientes (24+24h). Abscisas: tiempo. Ordenadas: expresion relativade ARNm (M + SE). * Diferencias significativas (p <0,05).

riesgos sobre la salud humana. Amén de la preocupacion causada por
las sustancias individuales, se consideran cada vez mas relevantes los
efectos producidos por las mezclas multiples de sustancias, que
suponen una aproximacion mas realista a las condiciones que se
pueden encontrar en las aguas contaminadas. Un claro ejemplo de
ello es la reciente clasificacion de la contaminacién atmosférica,
entendida como una mezcla compleja de sustancias, en el Grupo 1 de
los agentes evaluados por la IARC, como carcindgena en humanos
[771.

Los organismos acuaticos estan expuestos de manera permanente a
gran variedad de contaminantes ambientales, muchos de los cuales se
consideran persistentes. En estos ambientes la fauna bentdnica

resulta de gran importancia, dado que representa una parte importante
de la red alimenticia y ademas puede bioacumular determinados
contaminantes, como metales, y servir de entrada de los mismos en la
cadena trofica [78]. En este sentido, uno de los retos a los que se
enfrenta la Ecotoxicologia es llegar a comprender las respuestas
biologicas de poblaciones naturales de organismos acuaticos,
expuestas a una gran variedad de contaminantes quimicos, asi como
mejorar las herramientas de control de la calidad del agua, capaces de
detectar efectos subletales en comunidades biologicas expuestas a
toxicos. La aproximacién mas tradicional a estos efectos se ha
centrado en el andlisis de la supervivencia, el crecimiento, el
desarrollo y la reproduccidn, tanto en poblaciones naturales como en
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organismos modelo en laboratorio [79,80]. Sin embargo, nuevas
lineas de investigacion focalizadas en pardmetros moleculares
revelan informacion acerca de dianas celulares especificas, capaces
de arrojar luz sobre el modo de accidn de los toxicos analizados y los
mecanismos de respuesta aguda y/o cronica de los organismos
expuestos a estos compuestos en ambientes contaminados. Ademas,
han demostrado ser herramientas de gran utilidad algunos
marcadores bioquimicos, como la medida de distintas actividades
enzimaticas [81,82], y distintos marcadores génicos capaces de
aportar de manera rapida y sensible informacion sobre los
compuestos de estudio [83]. Sin embargo, el escaso conocimiento de
los genomas de invertebrados acuaticos hace que en la actualidad
todavia sean pocos los estudios que tratan de analizar desde un punto
de vista ecotoxicogenomico el comportamiento de estas poblaciones
naturales en sus ambientes contaminados, habiéndose llevado a cabo
los avances mas importantes en distintas especies de vertebrados,
especialmente peces [84].

Aunque el desarrollo de biomarcadores requiere un trabajo
experimental previo en condiciones controladas de laboratorio, de
manera que se puedan identificar respuestas especificas a
determinados compuestos quimicos, resulta necesaria su validacion
posterior en poblaciones naturales expuestas a una mezcla compleja
de contaminantes antes de poder sacar conclusiones acerca de su
utilidad en escenarios reales.

En el presente trabajo se han analizado por vez primera los efectos
especificos de dos toxicos, ftalatos en este caso, sobre larvas de
Chironomus riparius que proceden de poblaciones naturales y que,
previamente al contacto con estos toxicos, tienen sus sistemas
metabolicos adaptados a las condiciones fisico-quimicas del nicho
ecoldgico en el que habitan.

Nuestros resultados muestran que la exposicion de las larvas de
campo a los dos ftalatos estudiados no alteré de manera significativa
la tasa de supervivencia de las mismas, siendo el DEHP el mas téxico
en las exposiciones mas largas (48h). A pesar de esta falta de
significacion estadistica, en el caso del BBP las larvas de poblaciones
naturales resultaron ser mas sensibles que las de cultivos de
laboratorio, segun resultados previos en los que los efectos sobre este
pardmetro comenzaban a aparecer a una concentracién de 1 mg-L",
mil veces superior [33].

Los estudios de los distintos marcadores celulares seleccionados
mostraron respuestas bien diferenciadas por parte de los dos ftalatos.
De manera general, mientras el DEHP origind principalmente la
represion de los genes analizados, el BBP tuvo precisamente el efecto
contrario, provocando casi siempre una fuerte sobreexpresion de los
mismos.

El analisis de la respuesta celular de estrés, bien caracterizada en
Chironomus [77], resulta de gran interés dado que la familia de genes
de choque térmico codifica para proteinas que pueden ser
responsables de la supervivencia y adaptacion de las células bajo
condiciones adversas, como la exposicion a xenobidticos [ 78], siendo
las proteinas de 70 kDa unas de las evolutivamente mas conservadas y
contando con miembros tanto constitutivos como inducibles [79],
como HSC70 y HSP70, respectivamente. La variacion significativa
de los niveles de expresion de hsc70, detectada tanto en las
exposiciones mas prolongadas a DEHP y BBP como en los estudios
de la toxicidad retardada de ambos compuestos, resulta llamativa
dado que tradicionalmente ha demostrado su condicion de gen
housekeeping [80] mostrando una robusta estabilidad ante multiples
situaciones de estrés. En este sentido, estos resultados chocan con los

182 Rev. Toxicol. (2014) 31: 176-186

de trabajos previos en Chironomus que confirman la habitual
inalterabilidad de los niveles de Asc70 ante situaciones de estrés
ambiental [68] o exposiciones a multiples xenobidticos [71-74],
incluso a concentraciones cien mil veces mas altas de estos dos
mismos ftalatos [33,73]. Por otro lado, las variaciones del gen Asp70
demuestran que ninguno de los compuestos desencadena una
respuesta tradicional de choque térmico en las condiciones
evaluadas, provocando el BBP una sobreexpresion mucho mas
marcada (mas de 10 veces los valores del control) que la habitual en
ese tipo de respuestas (alrededor de 4 veces [73]) y disminuyendo el
DEHP los niveles de transcrito tras 48 horas de exposicion, en lo que
sera la tendencia general de este compuesto para todas las dianas
analizadas. Dado que la proteina HSP70 juega un importante papel en
el correcto plegamiento del receptor de la ecdisona, estando en
vertebrados involucrada junto con otras chaperonas en la
estabilizacion y activacion del receptor de la hormona esteroidea, es
probable que las variaciones en los niveles de expresion de estos
genes puedan traer consigo la alteracion de la ruta hormonal mediada
por ecdisona, al influir sobre el receptor de esta hormona [81].

Tanto el DEHP como el BBP se encuentran catalogados como
contaminantes emergentes con capacidad de alterar el sistema
endocrino a través de distintas vias, incluyendo la epigenética [2,3],
habiendo demostrado ser toxicos tanto para la reproducciéon como
para el desarrollo. Los ecdisteroides como la ecdisona juegan un
papel esencial en el desarrollo, el crecimiento, la reproducciéon y la
embriogénesis en artropodos [82,83]. Estudios previos han
demostrado la capacidad de muchos contaminantes ambientales de
actuar como agonistas o antagonistas de las hormonas esteroideas en
invertebrados [84], pudiendo modular sus perfiles de expresion y
produciendo asi alteraciones en los mecanismos de regulacion
hormonal. Por otro lado, los receptores relacionados con estrogenos
actian como factores de transcripcion dependientes de ligando y
estan implicados en importantes procesos metabolicos relacionados
con el origen de distintos tipos de tumores y la regulacion de la
demanda energética, entre otros [85]. El analisis de la expresion de los
genes EcRy ERR mostrd una respuesta pareja del DEHP y el BBP tras
las primeras 24 horas de exposicion, caracterizada por una notable
represion de ambas dianas, y un claro efecto antagénico en los
estudios mas prolongados. Asi, mientras que en el caso del DEHP la
represion se mantuvo tras 48 horas y los niveles de expresion no se
recuperaron ni siquiera con la retirada del toxico del medio, tanto la
exposicion durante 48 horas a BBP como los estudios de toxicidad
retardada con este compuesto dispararon los niveles de estos genes,
de manera especialmente llamativa en el caso del receptor de la
ecdisona. Es posible que un efecto toxico general de ambos ftalatos
sea la causa del descenso de la actividad transcripcional de EcR a las
24 horas, mientras que los altos niveles detectados en el caso del BBP
podrian deberse a la capacidad de este compuesto de imitar el
comportamiento de la forma activa de la ecdisona (20E), mostrando
de este modo un efecto disruptor endocrino en este modelo
experimental, en consonancia con resultados previos obtenidos con
cultivos de laboratorio [33].

Por ultimo, ambos compuestos mostraron también claras diferencias
en su comportamiento toxico al estudiar sus efectos sobre el
metabolismo de desintoxicacion relacionado con el citocromo P450.
La alteracion de los sistemas enzimaticos que protegen a las células
ante la exposicion a sustancias perjudiciales puede condicionar el
correcto funcionamiento de los procesos de eliminacion de un toxico
tras su metabolizacién y la capacidad de una sustancia para
bioacumularse, amén de que alteraciones en estos sistemas llevan
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asociadas dafios celulares ante los que un organismo puede adaptarse,
por ser leves o pasajeros, o bien sucumbir, cuando la homeostasis
celular se ve seriamente comprometida. La monooxigenasa
dependiente del citocromo P450 se ha detectado en todos los
organismos examinados, de bacterias a mamiferos, y representa el
sistema enzimatico mas importante en lo que a la desintoxicacion de
xenobioticos se refiere. En insectos, este sistema resulta crucial tanto
en la regulacion de los niveles de moléculas enddgenas, como
hormonas, acidos grasos y esteroides, como en la biotransformacion
de xenobidticos y pesticidas [86]. Las enzimas P450 se encuentran
asimismo en las rutas de biosintesis de las hormonas ecdisteroideas y
juvenil, las cuales juegan un papel fundamental en el crecimiento, el
desarrollo y la reproduccion de los insectos [87]. Este sistema
enzimatico ha demostrado ser inducible tras la exposicién de los
organismos a gran variedad de compuestos quimicos, entre los que se
incluyen algunas de las principales clases de contaminantes
ambientales [86,88]. En el presente trabajo, el analisis de los niveles
de expresion de CYP4G mostr6 claras diferencias entre los dos
ftalatos evaluados. Por un lado, el DEHP produjo en todos los casos
una fuerte represion en los niveles de expresion de este gen,
induciendo un dafio que las larvas no eran capaces de revertir en los
estudios de toxicidad retardada y llegando a inhibir por completo este
gen en los tratamientos mas largos. Por otro lado, el BBP produjo una
fuerte sobreexpresion del gen en todas las condiciones, evidenciando
asi la notable capacidad de este compuesto de activar el metabolismo
de desintoxicacion de fase I en las larvas de Chironomus.

Por su parte, los biomarcadores que emplean medidas de la actividad
enzimatica para detectar bajos niveles de contaminantes estan siendo
cada vez mas utilizados en las evaluaciones del riesgo de ecosistemas
acuaticos [89] y gracias a ellos es posible identificar la incidencia y
los efectos de la exposicion a xenobidticos, proporcionando una
alerta temprana de sus potenciales efectos dafiinos incluso en los
niveles mas altos de organizacion bioldgica [90]. Las glutation S-
transferasas constituyen una familia diversa de enzimas
multifuncionales de desintoxicacion de fase 11, se han encontrado en
casi todos los organismos vivos y son también un biomarcador
bioquimico popular, capaz de detectar la presencia de diversos
xenobidticos a partir de la medida de su induccion [91]. La actividad
enzimatica de GST si se vio alterada de forma pareja por los dos
ftalatos estudiados, destacando un aumento tras 24 horas de
exposicion que en tiempos mas largos se tornd en falta de efecto o en
descenso de actividad, llegando a ser éste ultimo significativo tras 48
horas en presencia de BBP. En conjunto, por tanto, nuestros
resultados parecen indicar que tanto DEHP como BBP son capaces de
modular significativamente las respuestas de desintoxicacion de fase
I dependientes de citocromo P450, mientras afectan ligeramente a las
de fase [l en las que esta involucrada la enzima GST.

Nuestros resultados confirman la necesidad de llevar a cabo estudios
en diferentes poblaciones para conseguir definir con mayor exactitud
las dianas de efecto que se ven alteradas por la exposicion a estos
compuestos, asi como el tipo de respuesta que desencadenan en
funcion de las circunstancias particulares de un escenario real, en el
que las larvas estan sometidas de forma crénica en mayor o menor
grado a mezclas complejas de contaminantes.

Conclusiones

Nuestros resultados demuestran que exposiciones de larvas de
Chironomus riparius a DEHP y BBP provocan alteraciones rapidas

en dianas relacionadas con la respuesta celular de estrés, la ruta
hormonal y los mecanismos de desintoxicacion. De manera general,
ambos compuestos difieren en el efecto que provocan, especialmente
en las exposiciones mas prolongadas, y manifiestan su capacidad de
desencadenar una respuesta toxica retardada una vez que las larvas
han dejado de estar en contacto con ellos. De especial relevancia son
los resultados obtenidos en relacion a su actividad disruptora
endocrina, dado que ambos alteran la ruta hormonal de la ecdisona.
Por tltimo, este estudio con larvas de campo muestra diferencias con
respecto a datos previos con larvas de laboratorio, tanto en la
toxicidad de estos ftalatos como en el comportamiento de algunas
dianas. Este hecho es de gran importancia ecotoxicoldgica y sugiere
lanecesidad de llevar a cabo estudios con diferentes poblaciones para
alcanzar un conocimiento mas completo de los efectos potenciales de
un toxico.
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Abstract: Zearalenone (ZEA) is a secondary metabolite of Fusarium
fungi. ZEA is a non-steroidal estrogenic mycotoxin which is rapidly
absorbed and metabolized to a-zearalenol (a-ZOL) and f3-zearalenol
(B-ZOL) in the liver; therefore mixtures of these mycotoxins may be
simultaneously present in biological systems and cause human health
risk. The objectives of this study were: a) to compare the cytotoxicity
of ZEA, 0-ZOL and B-ZOL alone or in combination on human
hepatoma (HepG2) cells using the MTT assay after 24, 48 and 72h of
exposure, and b) to evaluate the interactions of these mycotoxins
mixtures in HepG2 cell lines by the isobologram analysis. The IC,,
values obtained for individual mycotoxins range from 70.0 to >100.0
uM, from 20.6 to 26.0 uM and from 38.4 to >100.0 uM in HepG2
cells for ZEA, a-ZOL and B-ZOL, respectively. [sobologram analysis
provides a combination index (CI) value to determine the type of
interaction that occurs. The interactions of ZEA and its metabolites
showed slightly synergism (CI from 0.34 + 0.10 to 0.69 + 0.22)
followed by additive effect (CI from 0.97 + 0.20 to 2.61 = 2.15) and
turned into antagonism (CI from 1.29 + 0.18 to 7.77 £+ 2.27). The
concentration of ZEA and its metabolites was determined with liquid
chromatography coupled to the mass spectrometer detector-linear ion
trap (LC-MS-LIT). No conversion of ZEA in a-ZOL and -ZOL was
detected. However other degradation products were detected.

Keywords: zearalenone, HepG2 cells, interactive effect, isobolas,
metabolites

Resumen: Citotoxicidad, formacion de metabolitos e interaccion
entre zearalenona, o-zearalenol y -zearalenol en células HepG2.
La zearalenona (ZEA) es un metabolito secundario producido por
hongos del género Fusarium. ZEA es una micotoxina estrogénica no
esteroidea que se metaboliza rapidamente en el higado a a-zearalenol
(0-ZOL) y B-zearalenol (B-ZOL); por lo tanto, mezclas de estas
micotoxinas pueden estar presentes simultdneamente en un sistema
bioldgico y causar un riesgo para la salud humana. Los objetivos de
este estudio fueron: a) comparar la citotoxicidad de la ZEA, 0-ZOL y
B-ZOL de forma individual y en combinacion en células hepaticas
humanas (HepG2) usando el ensayo MTT tras una exposicion de 24,
48 y 72h y b) evaluar la interaccion de las mezclas de estas
micotoxinas en células HepG2 mediante el analisis de las isobolas.
Los valores de IC50 obtenidos en células HepG2 con las micotoxinas
individuales van desde 70,0 a > 100,0 uM, de 20,6 a 26,0 uM y de
38,4 a>100,0 puM para ZEA, 0-ZOL y B-ZOL, respectivamente. El
método de las isobolas proporciona el indice de combinacion (IC) con
el que se determina el tipo de interaccion que se produce entre las
micotoxinas. La interaccion entre la ZEA y sus metabolitos mostré un
ligero sinergismo (Clde 0,34+0,102a0,69 +0,22), seguido de efecto
aditivo (C1de 0,97+0,20a 2,61 +2,15) que se acabd en antagonismo
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(CIde 1,29+0,18 a 7,77 +2,27) dependiendo de la concentracion y
tiempo de exposicion. La concentracion de ZEA 'y sus metabolitos se
determind con cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas con trampa de iones lineal (LC-MS-LIT). No se detecto
ninguna conversion de ZEA en a-ZOL y B-ZOL. Sin embargo se
detectaron otros productos de degradacion.

Palabras clave: Zearalenona, células HepG2, interaccidn, isobolas,
metabolitos

Introduction

Mycotoxins are secondary metabolites of fungi. There are more than
300 mycotoxins and their effects have not been completely
characterized [1]. Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin produced as a
secondary metabolite of Fusarium fungi [2-3]. ZEA is metabolized in
the liver in a-zearalenol (a-ZOL) and B-zearalenol (3-ZOL) by 3a-
hydroxisteroid dehydrogenase and 3f-hydroxisteroid
dehydrogenase, respectively [4]. ZEA biotransformation also can
occur in fungi and plants, which are involved in the aromatic ring and
aliphatic group [3].

ZEA is hepatotoxic which can develop into hepatocarcinoma.
Besides, ZEA is hematotoxic, immunotoxic and genotoxic [5-6].
However, reproductive system is the target organ of ZEA and its
metabolites. They produced endocrine disruption which causes
estrogenic effects. These alterations are due to the ability of ZEA and
its metabolites of binding to the estrogenic receptors (ER) [4,7,8].

The Food and Agriculture Organization (FAO) estimates that
approximately 25% of world production of food is contaminated with
at least one mycotoxin [1,9]. Human and animals are exposed
simultaneously to several Fusarium mycotoxins for different
reasons: 1-Fusarium fungi are able to produce more than one
mycotoxin; 2- food and feed can be contaminated by several fungi
simultaneously and 3- a complete diet is made up of different
commodities [10]. The natural co-occurrence of mycotoxins in food
and feed is a cause of concern because the exposure to mixture of
mycotoxins may be potent and causes more damage to human health
than mycotoxins alone [10-12]. However, the ability of ZEA to
metabolize into a-ZOL and -ZOL can produce mixtures of these
mycotoxins in the organism which may cause an increase in the
toxicity produced by these mycotoxins. On the other hand, the
interactive effect of the mycotoxins is poorly understood and the data
of these mixtures are limited, besides the health problems of the
exposure to the combination mycotoxins are unknown. So, to study
the interaction between mycotoxins is needed; besides it is known
that Fusarium mycotoxins can produces synergism and additive [13-
17] effects.
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The cytotoxicity assays have been increasing since they are faster to
apply, cheaper, easier to maintain, and they are more quantitative
methods than in vivo assay. Moreover, the experimental conditions
can be controlled easily; they are widely reproducible and avoid the
ethical problems associated with in vivo experimentation [18]. There
are a lot of studies about the cytotoxicity of ZEA tested alone, but only
a few studies about combined effects of ZEA or its metabolites [1,5].
And only few of these authors used the isobologram method [14,17].

Due to ZEA is metabolized by the liver into a-ZOL and B-ZOL, the
aim of study was to determinate the cytotoxic effects of ZEA and its
metabolites tested alone and in combination in HepG?2 cells after 24,
48 and 72h of incubation. The type of interaction of these mycotoxins
in the mixtures is also investigated. HepG2 cells, which posse
metabolic capacity, were selected to prove if this cell line can
metabolize ZEA in its two metabolites or even other different.

Materials and methods
1 Reagents and equipment

The reagent grade chemicals and cell culture components used,
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), penicillin,
streptomycin, HEPES, 3,4,5-dimethylthiazol-2-yl, 2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), phosphate buffer saline (PBS),
glucose, dimethyl sulfoxide (DMSO), and analytical standard of
mycotoxins were from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA).
Mycotoxins selected were ZEA (318.36 g/mol), a-ZOL (320.38
g/mol) and B-ZOL (320.38 g/mol). Fetal calf serum (FCS) was from
Cambrex Company (Belgium). Deionized water (resistivity <18 MX
cm) was obtained using a purification system Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). All other reagents were of standard laboratory
grade. Stock solutions of mycotoxins were prepared in methanol and
maintained at -20°C in the dark. The final concentrations tested were
achieved by adding the culture medium with mycotoxins and the final
methanol concentration in medium was 1% (v/v).

For analytical assay, a LC coupled to a mass spectrometer (Applied
Biosystems/MDS SCIEX Q TRAP TM linear ion trap mass
spectrometer, Concord, Ontario, Canada) with A Gemini (150 x 2.0
mm, 5 um) Phenomenex (Torrance, California) column was used.

2. Cell culture and treatment

Cells were grown at 37°C in 9 cm’ polystyrene tissue culture dishes.
HepG2 cells were grown using DMEM medium. Media were
supplemented with 25mM HEPES buffer (pH 7.4), 10% FCS, 100
U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin. The incubation
conditions were 5% CO,at 37°C and 95% air atmosphere at constant
humidity. Absence of mycoplasma was checked routinely using the
Mycoplasma Stain Kit (Sigma-Aldrich, St Louis Mo. USA).

3. Cytotoxicity of mycotoxins

Cytotoxicity assays were determined by the MTT assay performed as
described by Ruiz[19].

Mammalian HepG2 cells were cultured in 96-well microplates by
adding 200 pL/well of a suspension of 2 x 10" cells/well. After cells
reached 90% confluence, the culture medium was removed and was
added fresh medium containing the serial dilution of each mycotoxin:
ZEA (from 12.5to 100 uM), a-ZOL (from 6.5 to 100 uM) and $-ZOL
(from 6.5 to 100 uM) incubated during 24, 48 and 72 h. Then, the
medium was removed and cells of each well received fresh medium
containing 50 pl MTT. After 4 h of incubation at 37°C under darkness,
the resulting formazan was solubilized in DMSO. The absorbance
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was measured at 570 nm using an automatic ELISA plate reader
(MultisKanEX, Labsystem, Helsinki, Finland). The IC,, values were
obtained from full concentration response curve.

To carry out the cytotoxicity assay with the mixtures, HepG2 cells
were incubated with several dilutions of each binary and tertiary
combinations of ZEA, a-ZOL and B-ZOL. Mixtures were prepared
as follow: ZEA + a-ZOL and ZEA + 3-ZOL at constant 2:1 ratio, o-
ZOL + B-ZOL at constant 1:1 ratio and ZEA + a-ZOL + B-ZOL at
constant 2:1:1 ratio. Five dilutions of each mycotoxin combinations
(ZEA 12.5-100; 0-ZOL 6.25-100 and f-ZOL 6.25-100) plus a control
were tested in three independent experiments.

4 Interactions of mycotoxins

The median-effect/combination index (CI)-isobologram equation by
Chou [20] and Chou and Talalay [21] was used to analyzed the results
which is based on the median-effect principle (mass-action law) that
demonstrates that there is an univocal relationship between dose and
effect independently of the number of substrates or products and of
the mechanism of action or inhibition. The CI index was calculated by
the equation:

DD} ¥ [D]}

“(Cl)x = % (D)j/(Dx)j

- (D) {(fa)/[1-(farc)y} ™

Where "(CI), is the combination index for n compounds (e.g.,
mycotoxins) at x% inhibition (e.g., proliferation inhibition); (D,), , is
the sum of the concentration of n compounds that exerts x% inhibition
in combination, {[D,)/ ", [D]} is the proportionality of the
concentration of each of n compounds that exerts x% inhibition in
combination; and (D,); {(fax)/[1-(fax),]}"™ is the concentration of
each compound alone that exerts x% inhibition. The result from this
equation, CI<1,=1,>1 indicates synergism, additive or antagonism
effect, respectively. The types of interaction shaped by the
combinations of ZEA and its metabolites were assessed by
isobologram analysis using CalCusyn software (Biosoft, Cambrige,
UK)

5 Determination of ZEA, a-ZOL, -ZOL and their degradation
products by LC-MS-LIT

The determination of ZEA and its metabolites on HepG2 cells was
carried out using a liquid chromatography coupled to linear ion trap
mass spectrometry (LC/MS/LIT). Ten thousand cells per cm” were
plated in 9 cm’ polystyrene tissue culture dishes with culture medium
and grown to confluence overnight. Fifty uM of ZEA, a-ZOL and -
ZOLwere added and incubated for 24 and 48 h. After, the medium and
cells were collected extracted and analyzed by LC/MS/LIT. Cells
were collected in an eppendorf tube, 1 pul of growth medium was
added and ultrasonicated during 3h for breaking the cells. After that,
an extraction of mycotoxins with ethylacetate was made and the
extract was dried in turbobap and finally redissolved with 1ml
methanol. Respect to the growth medium, the same extraction
procedure was performed for mycotoxins.

LC conditions were set up using a constant flow at 0.3 mL/min, with
water at 0.1% of formic acid (HCOOH) (phase A) and acetonitrile at
0.1% of HCOOH (phase B) as mobile phases in gradient condition
were used. The gradient employed was: 0-5 min-5% B, 15-25 min-
90% B, 35-40 min-5% B. The instrument was configured in the
positive ion electrospray mode using the following parameters: cone
voltage 40 V, capillary voltage 3.80 kV, source temperature 350°C,
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desolvation temperature 270°C and collision gas energy 5 eV. The
analyses of the ZEA, a-ZOL and -ZOL were carried out employing
the technique of LC-MS-LIT with the following procedure:
Characterization of the compound isolated with the modality of
enhanced resolution scan, using the m/z range from 300 to 350 Da to
obtain the general spectra of the degradation compound; The
utilization of the mass spectrometer associated at the detection with
the LIT, utilized in this modality permitted us to obtain a good
characterization of the compounds isolated [22]. The method, for the
detection and quantification of the mycotoxins targeted in this study
was validated as a quantitative confirmatory method according to the
EU Commission Decision, 2002/657/EC [23] and the parameters
taking into account for this purpose were: instrumental linearity,
accuracy, precision (repeatability and reproducibility) and
sensitivity. Linearity was evaluated using the standard calibration
curves that were constructed for each mycotoxin by plotting the
signal intensity versus the analyte concentration and the internal
standard (I.S.) and obtaining the area ratios (area analyte/area internal
standard). Calibration curves were constructed from the peak area
ratio of each analyte. The accuracy was evaluated through the
calculation of individual compound recoveries. Recovery
experiments were conducted at two different levels for each matrix,
one at limits of quantification (LQs) and the other at 10 times LQs,
added before the corresponding extraction procedure. Intra-day
precision was assessed by calculating the relative standard deviation
(RSDr), calculated from results generated under repetition conditions
of six determinations per concentration in a single day. Inter-day
precision was calculated by the relative standard deviation (RSDR)
calculated from results generated under reproducibility conditions by
one determination per concentration for 6 days. Sensitivity was
evaluated by the limit of detection (LD) and LQ values.

Results
1 Cytotoxicity produced by individual mycotoxins

The concentration-response curves of individual mycotoxins in
HepG2 cells are shown in Figure 1. It can be observed that ZEA and
metabolites inhibited cell growth in dose and time dependent manner.

The IC,, values, observed in Table 1, demonstrate that at 24h a-ZOL
showed the lowest IC, value, whilst is maintained over time. ZEA and
B-ZOL showed similar IC,, values at 24h. But, at 48 and 72h 3-ZOL
shows lower IC,than ZEA

2 Cytotoxicity and interactions produced by mycotoxins combination

Figure 2 shows the concentration-response curves of mixtures of
mycotoxins in the HepG2 cells at 24, 48 and 72 h of exposure.

In the combination of ZEA + a-ZOL (Fig. 2), at 24h of exposure, there
was a decrease in cell viability of approximately 20% at the highest
concentration tested in combination, against ZEA individually tested.
After 48 h of exposure, there was a decrease of approximately 10%
and 20% at the highest concentrations tested in combinations, against
0-ZOL and ZEA tested alone respectively. While, after 72h of
exposure, the cell viability was reduced approximately 40% for this
combination when compared with individual ZEA, and the reduction
of'the viability was 30% respect to a-ZOL tested alone.

For the combination of ZEA + 3-ZOL at 24 h of exposure a decreased
27% in cell viability was observed respect to B-ZOL individually
tested. After 48h and 72h of exposure, this combination reduces the
cell viability, approximately 30% respect to the mycotoxins tested
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Figure 1. Concentration-response curves for individual mycotoxins
on HepG2 cells after 24( 4-),48 ( -M-- )and 72h (-4 ) of
exposure. Each point represents the mean value of at least three
experiments. Data are expressed as mean value + SD (% of control).
p=<0.05 (*) indicates a significant difference from control.

Table 1. IC,, values of ZEA, a-ZOL and [-ZOL obtained on HepG2
cells, after 24, 48 and 72h of exposure.

Mycotoxin ICsy (uM)
time (h)
24 48 72
ZEA >100 71.30+5.70 | 70.00 £5.70
0-ZOL 27.00+4.00 |2550£420 |20.60+4.50
B-ZOL >100 4500+556 | 38.40£3.47

individually (Figure 2).

The combination a-ZOL + B-ZOL (Fig. 2), at 24h of exposure showed
a decrease in cell viability about 60% and 10% at the highest
concentration tested compared to the viability of HepG2 cells
exposed to 3-ZOL and a-ZOL alone, respectively. Similarly, at 48 and
72h a decrease in cell viability at the highest concentration tested of
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approximately of 30% and 50% was observed compared to a-ZOL
and f-ZOL tested alone, respectively.

Figure 2 shows the concentration-response curves for the tertiary
combination of mycotoxins at 24, 48 and 72h of exposure on HepG2
cells. At 24h of exposure, cell viability decreased approximately 15%
and 40% compared to the B-ZOL and ZEA individually tested,
respectively. After 48 h of exposure, the cell viability decreased 30%
compared to B-ZOL and ZEA tested individually and approximately
15% respect to a-ZOL tested individually. At 72 h of exposure, the
cell viability of tertiary combination decreased 35% compared to the
ZEA and B-ZOL and 20% respect to a-ZOL tested alone.

The isobologram assay was used to determine the type of interaction

that occurs when mycotoxins are in combination (Fig. 3 and Table 2).
At 24h and 48h the ZEA + 0-ZOL combination shows antagonism
effect at high fractions affected and synergism at low fractions
affected. However, at 72h of exposure synergic effect was observed
independently of the fractional effect. The mixture of ZEA and f3-
ZOL showed synergic effect at lower fractional effect and additive
effect at higher fractional effect. However the effect was reversed at
72h of exposure. Synergic effects at all time and concentrations tested
of exposure for a-ZOL + -ZOL were demonstrated (Fig. 3 and Table
2). The tertiary combination (ZEA + a-ZOL + B-ZOL) showed
antagonist effect at lower fractional effect which torn into additive
effect athigher fractional effect at 48 and 72h of exposure.

Table 2. The parameters m, Dm and r are the antilog of x-intercept, the slope and the linear correlation coefficient of the median-effect plot,
which signifies the shape of the dose—effect curve, the potency (IC50), and the conformity of the data to the mass-action law, respectively. Dm and
m values are used for calculating the CI value (CI < 1, =1, and > 1 indicate synergism (Syn), additive effect (Add), and antagonism (Ant),
respectively). IC,;, IC,,, IC,;and IC,,, are the doses required to inhibit proliferation 25, 50, 75 and 90%, respectively. CalcuSyn Software provides

automatically the IC,,, IC,, IC,,, IC,,values.

MYCOTOXIN TIME (n)  Dm (uM) m r CIVALUES
ClIs ClIs ClIyo
ZEA 24h 87.03020 3.27969  0.86944
48h 63.41079 0.77688  0.91966
72h 72.74993 1.91325 0.87516
0-ZOL 24h 53.27594 3.30527 0.86834
48h 24.51993 228790  0.97890
72h 37.87019 1.37203  0.90647
B-ZOL 24h 110.3766 2.78883  (.93588
48h 4584811 211253 0.85039
72h 3941671 218916  0.77212
ZEA + a-ZOL 24h 186.63 0.85 095826 1.50+0.27 Ant 3.89+1.38 Ant 6.90 £2.00 Ant 7.77 £227 Ant
48h 65.75 1.81 096024 1.05+0.17 Add 1.37+0.30 Add 1.80+£0.57 Ant 236 +1.07 Ant
72h 3295 3.30 096332 0.68+0.11 Syn 0.68 £0.14 Syn 0.68£0.17 Syn 0.68£022 Syn
ZEA +B-ZOL 24h 84.66 1.61 0.92582  0.97+0.20 Add 1.35+£0.51 Add 1.88+1.10 Add 2.61+2.15 Add
48h 78.74 2.04 0.93590 1.05+0.17 Add 1.26+£0.42 Add 1.52+0.75 Add 1.83+£1.22 Add
72h 43.37 6.05 0.82670 0.82+0.20 Add  0.69+0.22 Syn 0.58+0.24 Syn 049 +£025 Add
o-ZOL + B-ZOL 24h 24.57 1.91 095791 0.54+0.09 Syn 0.68+£0.27 Syn 1.06+0.45 Add 1.06 £045 Add
48h 15.20 4.40 0.96730  0.46+0.08 Syn 0.38 £ 0.09 Syn 0.34+0.09 Syn 0.34+£0.10 Syn
72h 18.43 5.15 0.90667 0.59+0.12 Syn 0.44+0.13 Syn 0.44+0.13 Syn 0.38£0.14 Syn
ZEA +a-ZOL +B3-ZOL  24h 52.68 2.08 097732 1.11+1.15 Add 1.33+£0.25 Add 1.60+0.42 Ant 192 £0.68 Ant
48h 55.56 534 096128 1.62+0.24 Ant 1.41+£0.26 Ant 1.22+0.29 Add 1.07£029 Add
72h 47.83 3.81 096892 1.29+0.18 Ant 1.21+£0.22 Add 1.14+0.26 Add 1.08 £0.31 Add

3 Degradation of ZEA and metabolites generated

The separation of ZEA and its metabolites was achieved by
LC/MS/LIT. The linearity in LC-MS/MS was obtained in triplicate
by spiking 6 concentrations (1, 10, 50, 100, 250 and 500 uM). The
linear regression coefficient of calibration curves showed a
correlation coefficient (r2) higher than 0.992. Recovery experiments
were conducted at two different levels, one between 5 and 50 uM
(LQs) and the other between 50 and 500 uM (10 times LQs). In both
cases, mycotoxins added before the corresponding extraction
procedure evidenced a recovery ranged from 75 to 99%. The values
of intra-day precision (n=6) and inter-day precision (n=6) were
inferior to 10% and 14%, respectively. Sensitivity was evaluated by
LD and LQ values. The LD was estimated from blank extract, spiked
with decreasing concentrations of the analytes. The response of the
mycotoxin peak was equal to three times the response of the blank
sample (n=20). Once evaluated, three samples were spiked at the
estimated levels and extracted according to the proposed procedure.
The LD and LQ evidenced for the mycotoxins studied ranged from 1
to5uM.

To determine the metabolic capacity of HepG2 cells on ZEA and its
metabolites, the HepG2 cells were exposed to 50 puM of each
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mycotoxins during 24 and 48h. To detect the metabolic change of
ZEA, 0-ZOL and B-ZOL, the growth medium of the cells exposed to
these mycotoxins was collected and injected in the LC-MS-LIT. The
growth medium exposed to these mycotoxins without cells was
considered as control. The concentrations of ZEA and its metabolites
decreased in the grow medium from 77.6+1.0 to 70.1+0.8 for ZEA;
from 66.2+1.1 to 64.7+1.6 for a-ZOL and from 46.8+1.2 to 37.0+0.9
for B-ZOL at 24 and 48h of exposure. The mycotoxins were not
detected inside the cells.

Table 3 shows the degradation products obtained at 24 and 48 h for
ZEA and its metabolites in the growth medium. Worth highlighting
the formation of dehydroxylated products in both ZEA and its
metabolites in growth medium. Table 4 shows the degradation
products of ZEA and its metabolites in cells.

Discussion

In order to evaluate the combined effects between the ZEA and its
metabolites (a-ZOL, B-ZOL), it is necessary to determinate the
cytotoxic effect which occurs when these mycotoxins are tested
alone. For that, HepG2 cells were exposed to different concentrations
of these mycotoxins. The results shown that cells viability decreases
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Table 3. Degradation products of ZEA, 0-ZOL and p-ZOL (uM) at 24
and 48h in the growth medium when HepG2 cells were exposed to
50uM of the mycotoxins.

PRODUCT 24h 48h
ZEA o-ZOL B-ZOL| ZEA o-ZOL B-ZOL

demethylation 0.00 0.67 0.78 1.53 0.69 1.06
dchydroxylation (-10H)1 4530  8.67 8.51 52.27 6.78 10.63
dchydroyilation (-10H)2 ~ 0.00 0.50 0.64 0.00 0.58 043
dchydroxylation ((20H) 1 9.76 0.58 0.25 13.94 0.54 0.18
dehydroxylation (-(20H) 2 0.00 0.00 0.51 0.00 0.00 0.40
hydroxylation (+10H) 0.00 7.88 0.62 0.00 12.61 0.11
glucosidation (+1G) 0.00 3.23 1.70 0.00 2.36 1.98
glucosidation (+2G) 0.00 0.67 0.18 0.45 0.00 0.11
glucuronation 0.56 0.00 0.00 2.89 0.00 0.00
16-glucose 3.41 0.00 0.00 3.48 0.00 0.00

59.03 2221 13.18 74.57 23.55 1491

Table 4. Degradation products of ZEA and its metabolites (uM)
inside HepG?2 cells at 24 and 48h when HepG2 cells were exposed to
50uM of each mycotoxin

PRODUCT 24h 48h
ZEA o-ZOL B-ZOL | ZEA ¢-ZOL B-ZOL
dchydroxylation ((10H) nd nd 0.65 nd nd 0.70
dehydroxylation ((20H) 11.50 nd nd 15.68 nd nd
glucosidation (+1G) nd 3.23 2.20 nd 221 248

11.50 323 2.84 15.68 221 3.18

as the concentration of mycotoxins increased in the following order
a-ZOL>B-ZOL > ZEA. The results obtained in this study are similar
to those obtained by Marin [7] that demonstrated that in PMNs cells
ZEA was less cytotoxic than its metabolites. On the other hand, Ayed
[4] demonstrated that the ZEA is more cytotoxic than its metabolites,
when they exposed HeLa cells to these mycotoxins for 24h.
Bibliografic data obtained from different authors demonstrated that
the difference in the type of mycotoxins mixtures, the method used
for analyzing the concentration effect relationship, period of
exposure, concentration range tested and the type of cells produce
different results.

Respect to the cytotoxicity of mycotoxins mixtures, binary
combinations of different mycotoxins were widely studied. However,
only a few studies determine the cytotoxicity produced by tertiary
combination of mycotoxins. Kouadio [13] studied the cytotoxicity
that occurred when Caco-2 cells were exposed to a mixture of FB1 +
DON + ZEA. In this study, the RN method was used to determine
both, the cytotoxicity caused by mycotoxins individually and the
cytotoxicity produced by binary and tertiary combinations. These
authors obtained that the tertiary combination shows a synergism
effect. Ruiz [24,25] used the isobologram method to determine
whether the cytotoxicity produced by the mixture of BEA + ZEA +
PAT caused additive synergism or antagonist effect when compared
to the cells exposed to mycotoxins individually. These authors
observed a synergism effect on CHO-K 1 cells and antagonism effect
on Vero cells. Klaric [26] evidenced an increase in LDH activity when
compared the activity of LDH that produced the FB1, BEA and OTA
alone and their mixtures which showed antagonis effect. Tatay [17]
used the mixture of ZEA + a-ZOL + B-ZOL on CHO-K1 cells. Their
results have shown antagonist effects at high fractions affected and
synergic effect at low fractions affected.

With the isobologram method is difficult to explain this different
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behaviour of mycotoxins in combination, since this method only
allows quantitative determinations of synergism, additive or
antagonism effect but not the mechanism whereby these interactions
occurs. However, the additive effect showed by ZEA and its
metabolites can be explained by the similar structure of these
mycotoxins may compete with the same receptor site.

Related to biotransformation pathways of ZEA in HepG2 cells, it is
possible to hypothesize that biotransformation of ZEA occurs in two
major pathways: 1-Hydroxyation resulting in the two major phase I
metabolites (0-ZOL and B-ZOL). 2- The conjugation of ZEA and its
reduced metabolites with glucuronic acid (phase IT) [27-29].

Results obtained in this study shown that HepG2 cells cannot
metabolize ZEA into a-ZOL and B-ZOL but other degradation
products are formed. Some of these products were found previously
[17,28-31]. It was demonstrated the formation of several
glucuronides and sulphates when Caco-2 cells were incubated with
ZEA [28]. [28] determinated the in vivo metabolism of ZEA through
the analysis of urine samples obtained from voluntaries
demonstrating the urinary excretion of ZEA-14-glucuronide.
Similarly, our results shown some glucuronide products when HepG2
cells were treated with a-ZOL and B-ZOL. [30] Studied the
metabolism and the transfer of ZEA in Caco-2 cells as a model of
intestinal epithelium. The cells were exposed to ZEA (10-100 uM)
evidencing an efficacious metabolism of the ZEA into 0-ZOL and -
ZOL. [27] treated Caco-2 cells with ZEA and after an incubation of
24h analyzed the samples demonstrating that neither ZEA or its
metabolites were detected in the samples. In our studied ZEA and its
metabolites are detected in the medium but not inside the cells. [17]
demostrated the formation of dehydroxylated products when CHO-
K1 cells were treated with o-ZOL. This study have shown the
formation of dehydroxylated products when HepG2 cells are exposed
to ZEA and its metabolites.

In conclusion this extraction procedure was adequate to know the
concentration of these types of mycotoxins in mammalian cells. The
confirmation technique (LC-MS-LIT) could help to know ZEA a-
ZOL and B-ZOL and their degradation products which can contribute
to cytotoxicity in HepG2 cells. And the MTT assay is a sensitive
method suitable to determinate the cytotoxicity when these
mycotoxins are individually and in combination. So these results
obtained for ZEA a-ZOL and B-ZOL by in vitro toxicity assays can
help to better understand the behavior of mycotoxins in vivo.
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Resumen: Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos
por hongos del genero Aspergillus, Penicillium, Fusarium y
Alternaria. Las micotoxinas mas abundantes son aflatoxinas
(Aspergillus), ocratoxina A (Penicillium), fumonisinas, zearalenona,
deoxinivalenol (Fusarium)y alternariol (4/ternaria). De las especies
de Alternaria, A. alternata es la especie productora mas importante
de micotoxinas. Todas estan consideradas como contaminantes
toxicos que estan presentes en alimentos de consumo diario. Esta
revision se centra en estudios in vitro relacionados con la respuesta y
citotoxicidad a la micotoxina de A/ternaria, alternariol (AOH). Para
ello, se ha realizado una busqueda bibliografica de los articulos de
AOH disponible en bases de datos como: Pubmed, Scopus, Science
Direct y Current Contents en los tltimos catorce aflos. Asi pues, el
objetivo de la revision bibliografica es evaluar los efectos de AOH
investigados mediante ensayos in vitro.

Palabras clave: alternariol; in vitro; revision;

Abstract: Toxic effects of alternariol by in vitro assays: a review.
Mycotoxins are secondary metabolites produced by genera fungus of:
Aspergillus, Penicillium, Fusarium and Alternaria. The most
frequent mycotoxins are: aflatoxins (A4spergillus), ochratoxin A
(Penicillium), fumonisins, zearalenone, deoxynivalenol (Fusarium)
and alternariol (Alternaria). Among all Alternaria spp, A. Alternatais
the most producer mycotoxin. All mycotoxins are considered toxic
contaminants present in food of daily consumption. This review is
based on in vitro studies where response and toxicity in cells of
Alternaria mycotoxin, alternariol (AOH) have been carried out. In
this sense a bibliographic search of AOH papers available in on-line
data bases such as: Pubmed, Scopus, Science Direct and Current
Contents in the last fourteen years, have been collected. The main
objective of this bibliographic review is to evaluate the AOH effects
detected in in vitro assays.

Keywords: Alternariol: in vitro, review

Introduccion

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producido por hongos
del genero Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Alternaria. La
micotoxinas mas abundantes (Tabla 1) son aflatoxinas (Aspergillus),
ocratoxina A (Penicillium), fumonisinas, zearalenona, tricotecenos
(Fusarium) y alternariol (4/ternaria). En la actualidad se conocen un
total de 400 micotoxinas diferentes [1]. La micotoxinas son muy
dificiles de eliminar y/o de erradicar a lo largo de toda la cadena
alimentaria [2]. Los climas célidos proporcionan las condiciones
adecuadas ¢ idoneas para conseguir el crecimiento de hongos de los
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géneros mencionados y la sintesis de las micotoxinas. La produccion
de micotoxinas puede verse favorecida por condiciones ecologicas
adecuadas alcanzadas durante la recolecta, secado, manejo,
embalaje, transporte y almacenamiento de los alimentos
contaminados con hongos, tales como humedad, temperatura y
actividad del agua del alimento [3,4].

Todas las micotoxinas estdn consideradas como contaminantes
toxicos que estan presentes en alimentos de consumo diario. De
acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) aproximadamente un 25% de la
produccion mundial de cereales esta contaminada de micotoxinas;
ademas, especias, hierbas para infusiones, fruta, frutos secos,
semillas y productos derivados de estos, estan contaminados también
por micotoxinas [4-8].

Las micotoxinas provocan efectos toxicos cronicos muy diversos en
animales y humanos como: hepatotoxicidad, genotoxicidad,
nefrotoxicidad, neurotoxicidad, efectos sobre la reproduccion,
immunotoxicidad, etc. En la Tabla 2 se recogen las micotoxinas mas
comunes presentes en alimentos y sus efectos toxicos. La toxicidad
puede variar dentro de un mismo grupo estructural de micotoxinas y
el efecto lo puede producir tanto la misma micotoxina como los
metabolitos derivados de ella[2].

Debido a la toxicidad que las micotoxinas presentan y a su presencia
en alimentos, la Comision Europea ha establecido limites maximos
que se recogen en los Reglamentos 1881/2006 del 19 de Diciembre de
2006 [9]y 1126/2007 de 28 Septiembre de 2007 [10]. Existen niveles
maximos para aflatoxinas, ocratoxina A, patulina y micotoxinas de
Fusarium (zearalenona, fumnosina, deoxinivalenol, y toxinas T-2 y
HT-2)[9,10] que vande 0,5 pg/kg para ocratoxina A (en cereales para
alimentos infantiles) a 4000 pg/kg para fumonisinas (en maiz sin
procesar). No obstante, existen micotoxinas que todavia no presentan
niveles legislados, como es el caso de las micotoxinas del genero
Alternaria; de ahi, la importancia de estudiar este tipo de
micotoxinas.

Las especies de Alternaria son los patdgenos post-cosecha mas
comunes presentes en frutas (melones, manzanas, moras, fresas,
frambuesas, uvas, pasas, naranjas, limones, mandarinas, nueces y
aceitunas) capaces de producir diferentes micotoxinas. Debido a su
estructura quimica, las micotoxinas producidas por Alternaria se
pueden dividir en: i) dibenzo-o-pironas (alternariol (AOH),
alternariol metil éter (AME) y altenuene (ALT)), ii) acido tetramico:
acido tenuazonico (TeA), iii) quinonas perilenas (altertoxinas I-III
ATX I-III), iv) toxinas alternata (AAL-TA1, AAL-TA2, AAL-TBI,
AAL-TB2); v) otras estructuras como los tetrapéptidos ciclicos:
Tentoxina (TEN) [4]. La estructura quimica de algunas de estas
micotoxinas se recoge en la Figura 1.
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Tabla 1. Micotoxinas principales y hongo productor (modificado de [4]).

Micotoxina Acrénimo Hongo

Aflatoxinas B1, B2, AFBI1, AFB2, Aspergillus flavi

G1,G2 AFG1, AFG2

Alternariol AOH Alternaria alternata

Alternariol monometil eter AME A. alternata, A. solani

Acido tenuazonico TeA A. alternata

Altertoxinas (I-III) ATX (I-1ID) A. tenuissima

Altenuene ALT A. alternata

Ocratoxina A OTA Aspergillus circumdati, A. nigri, Penicillium
verrucosum, P. nordicum

Fumonisinas B1, B2 FBI, FB2 lusarium liseola

Deoxinivalenol DON F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis

Zcaralcnona ZEN F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F.
incarnatum, I'. equiseti, I. verticiillioides

Tabla 2. Principales micotoxinas presentes en alimentos y sus efectos toxicos (modificado de [2]).

Mecanismos de accion celulares y

Inmunomodulaciéon

Micotoxina Efectos toxicos
moleculares
Afllatoxina Hepatotoxicidad Formacion de aductos con ADN
Genoltoxicidad Pcroxidacion lipidica

Bioactivacion dcl Cit-Pysp;
Formacién de glucuronatos

Ocratoxin A Nefrotoxicidad Efecto en la sintesis de proteinas
Genotoxicidad Inhibicién en la produccion de ATP
Inmunomodulaciéon Detoxificacion por peptidasas
Patulina Nefrotoxicidad Inhibicion enzimatica indirecta
Mutagénesis (in vitro)
Tricotecenos Hepatotoxicidad Efecto en la sintesis proteinas
(Toxina T-2, Inmunomodulacion Induccion de apoptosis en células progenitoras
DON) Toxicidad en piel hematopoyéticas y células inmunitarias
Altcraciones dc las inmunoglobulinas
Zearalenona Fertilidad y reproduccion Uni6n a receptores de estrogenos;

Bioactivacion por reductasas;
Formacion dc glucuronalos

Fumonisina B1
Hepatotoxicidad
Genotoxicidad
Inmunomodulacion

Daiio en ¢l sistema nervioso central

Inhibicidn de la sintesis de ceramida
Alteracion del ratio esfinganina/esfingosina
Alteracion del ciclo celular

llg

ATXI

Figura 1. Estructura de las principales micotoxinas producidas por
Alternaria: 1) dibenzo-o-pironas (alternariol (AOH), alternariol metil
éter (AME) y altenuene (ALT)), ii) acido tetramico: acido
tenuazonico (TeA), iii) quinonas perilenas (altertoxinas I-III ATX I-
111)
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Es frecuente encontrar los ingredientes principales para la
elaboracidn de alimentos asi como el propio alimento, contaminados
con mas de una especie de hongo o con mas de una micotoxina. La
importancia de la co-presencia de micotoxinas reside en las
alteraciones de los efectos toxicos que se pueden producir en la
combinacidn de estas, con respecto a la toxicidad de las micotoxinas
individuales; ya que se han descrito efectos de sinergismo, adicién
y/o antagonismo [1-13].

Con el fin de evaluar el riesgo toxico de compuestos en humanos se
deben aplicar diferentes estudios de toxicidad en animales. Sin
embargo, debido al nimero de animales necesarios y por motivos
éticos y cientificos, se han establecido modelos in vitro que permiten
trabajar con cultivos celulares y obtener datos de efectos toxicos del
compuesto ensayado.

Los datos que recoge la bibliografia de las micotoxinas de Alternaria
reflejan la capacidad que tienen para producir efectos toxicos tanto
agudos como cronicos. Concretamente para la micotoxina AOH, se
cree que tiene propiedades carcindgenas y mutagenas, aunque hasta
la fecha no se han llevado a cabo ensayos in vivo [14], tampoco hay
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datos de absorcion, distribucion y excrecion [15]; sin embargo, tras la
realizacion de ensayos in vitro se ha visto que AOH se hidroxila
facilmente con el acido glucurdnido y el sulfato dando lugar a
metabolitos conjugados; que es un potente genotdxico, citotoxico,
que altera la proliferacion celular y las cadenas de ADN, entre otras.
Dada la ausencia de legislacion para AOH y la toxicidad que recogen
los estudios cientificos, se hace necesaria la recopilacion de todos los
efectos toxicos conocidos hasta la actualidad. Para ello, se ha
realizado una busqueda bibliografica de los articulos de AOH
disponible en bases de datos como: Pubmed, Scopus, Science Direct
y Current Contents en los ultimos catorce afios. El objetivo de la
siguiente revision bibliografica es evaluar los efectos de AOH
recogidos de ensayos in vitro.

Ensayos in vitro con alternariol

El nimero de estudios in vitro llevados a cabo con AOH en lineas
celulares es escaso. A continuacidén se muestran las lineas celulares
sobre las que se han desarrollado ensayos in vitro con AOH.

1 Células de adenocarcinoma de colon: HT-29y Caco-2

La composicion del epitelio intestinal y las interacciones de los
diferentes tipos de células in vivo presentan caracteristicas complejas.
Las lineas celulares intestinales humanas Caco-2 y HT-29 aisladas de
adenocarcinoma de colon humano, son las mas utilizadas en ensayos
invitro para estudios de adhesion y de procesos de transporte epitelial
[16,17]. La linea celular Caco-2 forma monocapas polarizadas en
cultivos celulares y se diferencia a células muy similares a los
enterocitos del epitelio intestinal [18,19]. Las células HT-29 de
morfologia epitelial, no estan diferenciadas, son heterogéneas y
contienen una proporciéon muy pequefia (i.e. < 5%) de células
secretoras de mucosa y de enterocitos (células de las
microvellosidades) y por tanto pueden obtenerse poblaciones
diferenciadas bajo condiciones especificas de estrés metabolico [20].

Las células Caco-2 son las mas utilizadas y las mas caracterizada
aunque presenta algunas limitaciones y/o ventajas segun el
compuesto a estudiar y por lo tanto condicionan el estudio de
toxicidad que se vaya a llevar a cabo, como son: i) baja permeabilidad
para compuestos hidrofilicos que atravesarian el epitelio por via
acuosa, debido a la uniformidad que presenta la monocapa lo que la
hace mas parecida a células de colon que a tejido intestinal; ii) estan
constituidas unicamente de células de absorcion, mientras que el
epitelio intestinal esta formado por una mezcla de enterocitos y otras
células como: caliciformes, endocrinas, células M,... siendo las
células caliciformes el segundo tipo de célula mas abundante
(encargadas de producir la secrecion de moco)j; iii) la sobre expresion
de la P-glicoproteina (aunque en controversia), encargada de
aumentar la secrecion de moco y en consecuencia disminuir la
permeabilidad para la absorcion de sustancias; y iv) permeabilidad
reducida para aquellos compuestos que se absorben mediados por un
transportador, lo que pone de manifiesto el origen colénico de esta
linea celular.

2 Células de pulmén de hamster chino: V79

Lalinea celular V79 fue desarrollada por Ford and Yerganian en 1958
desde tejido pulmonar de hamster chino (macho).

Las células V79 han sido ampliamente utilizadas para estudios de
mutagenicidad y de reparacion del ADN. Son células inmortales,
tiene un ciclo celular corto y mutan facilmente dando lugar a lineas
estables aunque deficientes en enzimas de reparacion del ADN, y de
las funciones relacionadas con la respuesta al dafio del ADN. Las
células V79 no expresan la proteina p53 y no muestran la induccion
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de la respuesta producida por el gen MDM?2 al dafio del ADN. Todas
estas propiedades ha hecho que sean células muy utiles para
desarrollar determinados ensayos celulares, pero también han hecho
plantear preguntas acerca de la generalizacion de los resultados que
con ellas se obtienen. Tanto es asi, que ensayos de mutagénesis y
relacionados con dafio y reparacion del ADN llevados a cabo con
estas células se aconseja que sean interpretados con cautela debido a
la interrupcidn/alteracion de las vias normales de respuesta al dafio
del ADN que presentan.

3 Células de adenocarcinoma hepdtico: HepG2

Los hepatocitos primarios y la linea de hepatocarcinama, HepG2, son
los modelos in vitro ideales para llevar a cabos estudios de reacciones
de biotransformacion que tienen lugar en el higado; y son excelentes
para estudios toxicologicos y farmacoldgicos. Mantiene tanto la
morfologia como las funciones especificas del higado durante largos
periodos de tiempo [21,22].

Son células faciles de mantener y reproducen el sistema humano.
Aunque son poco adecuadas para predecir/estudiar el metabolismo
tal y como ocurre in vivo o en cultivos primarios, ya que la expresion
de las enzimas encargadas de la metabolizacion de compuestos es
distinta. Sin embargo, aunque las células HepG2 no tienen enzimas
especificas del higado, un aumento de la expresion de estas aumenta
la sensibilidad genotdxica de las células HepG2. La mayoria de los
autores describen la expresion del citocromo P-450, perteneciente a
la ruta de metabolizacion del higado de fase I, pero ignoran la
expresion de enzimas pertenecientes a las de fase 11, las cuales son
importantes para las reacciones de destoxicacién y activacion de
muchos xenbioticos [23].

4. Otras lineas celulares

A continuacion se exponen caracteristicas de lineas celulares sobre
las que se han llevado a cabo ensayos de toxicidad del AOH en menor
proporcion, como son las células: MCF-7, A431, MLC, Ishikawa,
H295R,HCT116,Hepa-1y RAW 264.7.

Las células de cancer de mama MCF-7, se caracterizan por tener
abundante factor de transcripcion p53 (wild-type: mutaciones y
cadenas cortas), el cual es capaz de activar determinados genes
mediante la unidén a secuencias de ADN especificas. Las
toposiomerasas controlan, mantienen y modifican las estructuras y la
topologia del ADN durante los procesos de replicacion y traslacion
del material genético mediante la formacion de un complejo de
topoisomerasa-ADN. La topoisomerasa | interacciona directamente
con la proteina p53 supresora de tumores de forma inespecifica (wild-
type); esta interaccion dependera del estado en que se encuentre el
factor p53, de hecho en las células MCF-7 la asociacion/interaccion
esta estrictamente condicionada con la estructura espacial y temporal
que presente el factor p53, y solamente ocurre durante periodos muy
cortos de estrés genotdxico [24,25]. Por otra parte las células de
cancer de piel (epidermis) A431 se caracterizan por tener factor p53
no funcional y niveles elevados de receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), que interfieren en el control de procesos de
crecimiento, proliferacion y apoptosis. Principalmente se utilizan
para estudios de ciclo celular y para la sefializacion de rutas celulares
de cancer.

Ambos tipos de células, MCF-7 y A431 se han utilizado para estudiar
la actividad de AOH sobre las topoisomerasas; bien para estudiar su
efecto sobre la actividad catalitica (células MCF-7) o bien para
estudiar la estabilidad del complejo topoisomerasa I[I-ADN (células
A431).




Las células de linfoma de raton (MLC) se utilizan para determinar el
efecto mutagénico del AOH, con el estudio de la induccién de
mutaciones en el locus de timidina kinasa (TK) de estas células. Las
células Ishikawa se utilizan, para estudiar los efectos toxicos sobre la
reproduccion, ya que estas células (de adenocarcinoma endometrial
humano) contienen gran cantidad de receptores de estrogenos y de
progestagenos. Las células de carcinoma adrenocortical humano
H295R, se utilizan para ensayos de esteroidogenesis (disrupcion
endocrina), ya que contienen todas las enzimas implicadas en este
proceso; ademds son capaces de producir hormonas esteroideas
humanas y permiten evaluar alteraciones en la expresion génicay en
la produccion de esteroides sexuales. Las células para ensayos de
genes de estrogenos RGAs inducibles de hormonas esteroides, que se
generan a partir de glandulas mamarias por inclusion de un gen de
luciferasa [26]. Las células de carcinoma de colon HCT116, se han
utilizado para estudios de efecto toxico en intestino y la ruta de muerte
celular, por ser la primera linea de contacto del toxico tras una
intoxicacién alimentaria. Las células de cancer hepatico de ratén
Hepa-1 se caracterizan por tener la ruta del AhR (receptor aril
hidrocarburo) intacta (1c1c7) o deficiente (1clc4 o 1clcl12) lo que les
confiere diferente capacidad metabolica; por tanto se utilizan para
estudios de metabolismo (glucuronacion). Y las células de
macrofagos de roedores murinos RAW 264.7, caracterizadas por
tener una respuesta en el DNA funcional y la proteina p53, se han
utilizado para estudios efectos en el ciclo celular a través de dafios en
el ADN.

Las lineas celulares en los efectos toxicos de alternariol

Los efectos téxicos producidos por AOH en las diferentes lineas
celulares, asi como el tipo ensayo, tiempo y dosis estudiada, se
recogen en la tabla 3.

1. AOH en células Caco-2y HT-29

Los ensayos llevados a cabo en células HT-29 para el estudio de los
efectos producidos por AOH son muy diversos: proliferacion celular,
Western Blot, estrés oxidativo, glutation, Cometa (lesion del
ADN),...; y de igual modo la dosis, que va desde 0,1 a 100 uM; y el
tiempo de exposicion: de 20 mina 24 h. Los efectos del AOH para este
tipo de células se recogen a continuacion. Tiessen y col, 2013 [27]
recoge que: i) a concentraciones elevadas de AOH se reduce la
proliferacion celular, aumenta la actividad enzimatica de GST y se
incrementa del estrés oxidativo; coincidiendo con la sobreexpresion
de tres genes relacionados con la respuesta antioxidante; mientras que
ii) a las concentraciones y tiempos de exposicion mas bajos, los
niveles de GSH disminuyeron llegando incluso a no ser detectables
(Tabla 3).

En cuanto a la lesion del ADN, realizado con el ensayo Cometa, este
solo fue observable a concentraciones >1 M y tiempo de exposicion
de 1h; resultados que coinciden con los publicados previamente en
2012 [28] con el mismo tipo de ensayo. Este dafio se ha visto que esta
relacionado con la viabilidad celular, la cual se vio afectada
principalmente a tiempos de exposicion prolongados (>24h); no
obstante, a tiempos bajos de exposicion (1h) ésta se mantiene con
valores >85% y sin alteraciéon de los niveles de la lactato
deshidrogenasa (LDH) [29].

Recientemente Fernandez-Blanco y col. [30] han estudiado los
efectos que AOH produce en la proliferacion celular, estrés oxidativo
(especies reactivas de oxigeno (ROS) y lipoperoxidacion lipidica
(LPO)) y actividad enzimatica (catalasa (CAT) y superdxido
dismutasa (SOD)). Los resultados permiten concluir que a tiempos
prolongados de exposicion (=48 h) se produce una disminucion del
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numero de células a medida que aumenta la concentracion; mientras
que a tiempos cortos de exposicion (24 h) se produjo un aumento de
ROS, LPO y de la actividad enziméatica de SOD. La actividad de la
CAT disminuy¢ a concentraciones > 15 uM.

Por otra parte, la generacion de metabolitos tras la exposicion a AOH
se llevo a cabo tanto en células HT-29 [31] como en células Caco-2
[32]. Ambos estudios coinciden en que los metabolitos conjugados
con acido glucurédnico (glucuronidacion) son los mas abundantes y
los que se producen instantaneamente; incluso para la concentracion
y tiempo de exposicion mas bajo estudiado (20 uM durante 1 h). Las
posiciones de conjugacion por glucuronacion del AOH se produjeron
en los grupos hidroxilo del carbono 3 y 9, mientras que con sulfato se
produjo el carbono 3. Por otra parte, se realizd6 un estudio de
“liberacion de AOH” desde el glucuronato generado mediante la
adicion simultanea de sulfato aril-beta-glucuronidasa, en células HT-
29 observandose que la liberacién de éste se producia en forma
concentracion dependiente [31] (Tabla 3). Asi, la capacidad que
posee AOH de producir daiio celular se ve disminuida por la elevada
capacidad que tanto las células HT-29 como las Caco-2 presentan
para eliminar la micotoxina y los metabolitos generados a través de
reacciones de glucuronidacion.

Se estudio también el paso a través de lamembranas apical o basal del
AOH, simulada con la placas de Millicell®, y se observo que las
formas conjugadas eran capaces de atravesar ambas membranas,
mientras que la forma libre se acumula en el compartimento
basolateral; concluyendo que la absorcion a nivel intestinal de AOH
erarapiday amplia[32].

2.AOH en células V79

En las células V79 principalmente se han llevado a cabo cuatro
ensayos para el estudio de los efectos toxicos producidos por AOH:
dafio al ADN, alteracion del ciclo celular, genotoxicidad y
mutagenicidad.

Los dafios en las cadenas de ADN en las células V79 tras exposicion a
AOH durante tiempos cortos (1h) se produjo en forma concentracion
dependiente [31,33]. Teniendo en cuenta que estas células no
presentan enzimas y por tanto no producen reacciones de
metabolizacion (hidroxilacion y de glucuronidacion), no se generan
metabolitos [31] y en consecuencia la alteracion de la viabilidad
celular se debe unicamente al AOH en concentraciones elevadas (>
30 uM) [34] (Tabla 3).

Tras el estudio de la distribucion del ciclo celular, se observo una
alteracion de las fases del ciclo tras la exposicion a AOH,
mostrandose una acumulacion de células en la fase G2/M de forma
concentracion dependiente (32% a 10 pM y 62.6% a 30 uM) [33-35].
Esta acumulacién también se observd en la fase S a medida que
aumenta el tiempo de exposicion; hecho que se asocid a la
acumulacion de células en la fase G2/M a tiempos inferiores [35].

La induccion de mincronucleos (MN) se utilizé para estudios de
genotoxicidad. Los resultados demostraron la capacidad genotoxica
de AOH mediante el aumento los MN en tiempo y concentracion
dependiente [35] (Tabla 3).

Brugger y col. [34] y Fleck y col. [33] estudiaron la capacidad de
producir mutaciones en el gen del locus de la hypoxantina-guanina
fosforiltransferasa (HPRT) tras varios periodos de exposicion (1, 3 y
6 dias). Los resultados demostraron que se producian mutaciones en
los genes de este locus, concluyéndose que el AOH tiene actividad
mutagénica [33,34].
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Tabla 3. Linea celular, dosis, tiempo de exposicion, ensayo y efecto obtenido en ensayos in vitro llevados a cabo con la micotoxina Alternariol

(AOH).
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Linea Dosis
Tiempo de Ensayo Efecto Ref.
celular .
exposicion
HT-29 |0,1-50 pM A) SRB (a) A) A 50 uM de AOLL se produjo una reduccion de las proteinas celulares (10-15%). 127]
a)24 h B) Proliferacion celular (WST-1) (b) B) La actividad mitocondrial no se vio alectada.
b)3 h C) DCT (¢) C) AOH produjo estrés oxidativo (5,5 veces més que el control)
c)1h D) Western Blot (contenido de Nrf2) (d) D) A los 20 min: no hubo cfecto
d)20min, 1 y3h A 1y 3h: AOIl aumento los niveles de la proteina nuclear N2
e)ly2dh I?) RT- PCR (Nrf2/ART: para tres genes) T2) AOH produjo aumento de tres genes (GSTAT, GSTA2 y yGCT.) de forma
fHly3h (b) concentracion-dependicnte
F) A 1 h: los niveles de GS1I total disminuyeron a 10 y 50 uM
T') GSH/GSSG (e) G) A 1 h: AOH no afecto la actividad de la GST
A 24 h: AOH aument6 la actividad de GST (los niveles mas altos a 50 uM)
G) Actividad de GST (e) 1) AOLI no causa daiio en el ADN
H) Cometa (f)
A) Cometa (c) A) AOH posee accion moderada sobre la rotura de las cadenas de ADN. [28]
B) DCF (¢) B) AOH aumento 2.5 veees la seiial de DCF a 50 uM
Caco-2 |2a)20 pmol/L A) Deteccién de metabolitos (a) A) Glucuronidacion de AOLL en el grupo hidroxilo del C-3 y C-9; conjugacion con sullato | |32
1,2y3h en el grupo hidroxilo del C-3
b) 10, 20, 30, 40 | B)Absorcién con placas de 24-pocillos B) Las formas conjugadas de AOH atravesaron las membranas apical y basal; ¢l AOH
pmol/L Millicell® plates (medidas a intervalos de | libre alcanzé el compartimento basolateral.
2h 30 min) (b)
a) 3,125-100 uM | A) Citotoxicidad (a): A) AOH redujo el namero de células a las 48 y 72 h para los ensayos de MTT, RN y CP, | [30]
24,48y 72h -MTT, -RN, -CP alcanzando maximos de 40, 30 y 45% respectivamente.
b)15,30 y 60 pM
24h B) LPO (b) B) AOH aumentd el MDA en forma concentracion-dependiente, siendo el méximo a 60
¢) 15,30 y 60 pM uM (250%)
120 min C) Especies reactivas de oxigeno C) AOLI produjo aumento de las ROS a todas las concentraciones ensayadas: el cual [ue
intracelulares (H,-DCTDA); (¢) mas notable a tiempos mas bajos que a altos (de 1,4 veces)
D) Actividad de la SOD; (b) D) AOH aumenté la actividad de la SOD con la concentracion (93% para 60 pM)
E) Actividad de la CA'L; (b) E) AOLI disminuyo la actividad de la CA'l' a concentraciones =15 uM (53% a 30 uM).
HT-29 |a)0,1-50 pM A) Viabilidad y citotoxicidad (a): A) La viabilidad celular (>85%) s¢ mantuvo a lo largo de todo ¢l ensayo. AOH no alecté | [29]
A431 | b)0-100 uM -Azul de Tripan y -LDI1 la liberacion de LDII.
c) 0-25 pM
1h B) Comcta (b) B) AOH (=1 uM) produjo un aumento de la rotura de las cadenas de ADN tras 1 h de
tratamiento
C) Ensayo alcalino con Hocchst 33258 C) AOH muestra un valor de ECsq de 8.1+1,2 uM
(1 pM) como ligando de unién (c)
A431 | 0-100 pM Ensayo de deplecion de inmunobanda AOII afecta a las topoisomerasas celulares, especialmente a la isoforma T'op.Ilo 129]
lh
V79 0-20 uM A) Ensayo de IIPRT (1, 3 y 6 dias) (a) A) AOII produce un aumento dependiente de la concentracion en la [recuencia de|[33]
a) 24 h mutaciones
b)1,5h B) Ciclo celular (CyStain DNA Protemn 2, | B) AOH afecta al ciclo cclular y produce acumulacion de células cn la fase G2/M (32%,
Partec) (a) 10 uM).
C) Iinsayo alcalino con Hoechst 33258 (b) | C) AOH produjo rotura de las cadenas de ADN
V79 a) 1-50 pM A) Ensayo alcalino con Hoechst 33258 (a) | A) A 1 h: aument6 la rotura de las cadenas de ADN de forma concentracion-dependiente | [31]
HT-29 [ly24h (de 5 a50 pM).
HepG2 A 24 h: s6lo en las células 11epGG2 aumentd la rotura de las cadenas de ADN.
b) 1-25 uM B) Conjugacién de AOH (a) (deteceion de | B) Las células HT-29:
24h metabolitos) -produjeron reaccién de conjugacion (glucuronidacion), mientras que un 75% de las
HepG2 no lo hicieron (a 1 y 24 h)
-fueron mucho mas activas en la conversion de AOH conjugado que las HepG2
-aumentaron ¢l AOH libre cuando sc trataron con B-glucuronidasa/aril sulfato cn forma
concentracion-dependiente.
C) Actividad de glucuronidacion C) Las células HT-29 tienen mucha mayor actividad de reaccion de glucuronidacion que
especificamente con 2 mM de UDPGA (b) | las otras lincas celulares estudiadas
V79 0-30 uM A) Citotoxicidad A) Disminucion de la viabilidad cclular cn forma concentracion-dependiente  a | [34]
MLC |24h concentraciones >30 uM (V79, 35%) 0 20 uM (MLC, 69%)
B) Ensayo de HPRT (1, 3 y 6 dias cn B) AOH produjo mutaciones cn ¢l locus HPRT (células V79) y en el locus TK (células
células V79) MLQ).
Tinsayo TK (1, 2 y 3 dias, en células MI.C)
Q) Ciclo celular (CyStain DNA Protein 2, | C) Aumento de las células en la fase G2/M en [orma concentracion-dependiente, tanto cn
Partec) las células V79 (62,6%: 30 pM) como en las MLC (37,1%; 20 pM).
Ishikawa | Células Ishikawa: | Ensayo de estrogenecidad: [35]
V79 0-10 uM A) ALP (con y sin: E2 0 ICI182.780). A) AOH induce ALP con una ECs=2,7+1.7 pM; 10.000-veees mas débil que E2; esta

a)48y72h
b)48 h
Células V79:
0-30 uM
c)6h
dy6,14y24h

Medida cada 10 min durante 1 h. (s6lo en
células Tshiwaka); (a)

B) RT- PCR (para mRNA de la cxpresion
de ALP) (solo en células Ishiwaka); (a)
C) Proliferacién y distribucion del ciclo
cclular (CyStain DNA Protein 2, Partee);
(yo)

Ensayos de genotoxicidad
D) Induccion de MN: MN neg. y MN pos.
(DAPL: | pg/mL). (b yd)

induccion se inhibio tras el tratamiento simultineo con IC182.780.

No se observo una reduccion de ALP tras el tratamiento simultaneo con 10 nM de [2.

B) Misma cxpresion de mRNA de ALP para cl tratamiento con AOH o con E2; micntras
que esta se inhibi6 con el tratamiento simultaneo de AOII con IC1182.780.

C) Ta proliferacion de las células Ishikawa disminuyd de 48 a 72 h (50%) tras cl
tratamicnto con AOH. Tistos cfectos se correlacionaron con los cfectos observados cn cl
ciclo celular. Para las células V79 no se observaron modilicaciones en la prolileracion
celular ni a las concentraciones mas elevadas (25 y 50 uM).

En cuanto al ciclo celular, cl tratamiento con AOH produjo una disminucién de células en
la fase G1/GO de forma concentracion-dependiente y un aumento en la fase S y G2/M
debido a la acumulacion de células en G2 en los dos tipos de células.

D) En las células Ishikawa, AOIL aumenté la suma total de MN neg. + MN pos. a las
concentraciones mas altas estudiadas; mientras que en las células V79, este aumento se
obtuvo de forma ticmpo y concentracion-dependiente.

AOH disminuyo la actividad de ALP debido a una disminucion de la proliferacion
celular.
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MCF-7 |0-200 pM D) Topoisomerasa 1

lh - Ensayo dc rclajacion

- Ensayo de ruptura

TY) Topoisomerasa IT

- Ensayo de decatenation

D) AOII inhibe la actividad catalitica de la Top.l a 50 pM. 129]
AOH mcjora la proporciéon de ADN plasmido circular en forma dependiente de la
concentracion.
%) AOH inhibe la actividad catalitica de
-Top.lla a cone. 225 pM
-Top.IIf aconc. =100 uM
AOH cstabiliza:
Top.ITu-ADN intermediario a conc. 210 pM
Top.IIB-ADN intermediario a conc. =50 uM
AOILI tiene menor efecto sobre Top.11

- Ensayo dc ruptura

H295R |a)0,1-1000
RGAs* [ng/ml.

A) Citotoxicidad:
- Alamar Blue (células H295R) (a)

A) La viabilidad de las células H295R no vario a las concentraciones esludiadas; mientras | [35]
que para las células RGAs se produjo a las concentraciones mds altas estudiadas.

progesterona, estradiol, testosterona y
cortisol
d) 3,87 uM a 48 h | D) RT-qPCR - cxpresion genética (d)

b) 50-10000 - MTT (células RGAs) (b)

ng/mL B) Esteroidogenesis B) AOH produjo un cfecto agonista a las concentraciones mas altas, probablemente

¢) 25-5000 - Test agonista (b) relacionado con el eleclo ciloldxico.

ng/mL - Ensayo genético — 'est antagonista (c) AOII produjo un efecto de sinergismo en la unién de la progesterona al receptor
progestageno.

24y48h C) Produccion de hormonas (a) © C) AOH aument6 la produccion de progesterona y estradiol.

D) AOH fuc capaz de regular la expresion ocho de los dicciséis genes analizados.

ARE: elemenlos de respuesta antioxidante; Nr[-2: factor-2 nuclear; SRB: ensayo de sullorodamina B; HPRT: hipoxantina-guanina [osforiltranserasa; RT-PCR: PCR tiempo teal; MLC: ¢élulas
De linfoma de raton 1.5178Y tk+/-; TK: timidina kinasa; AL.P: ensayo de las fosfatasas alcalinas; E2: 17f-estradiol marcado radiactivamente (inductor de AI.P); IC1182.780: receptor antagonista
estrogénico de elevada atinidad; MN: micronticleos; MN neg.: micronticleos negativos: fragmentos de cromosomas acéntricos ; MN pos.: micronticleos positivos: cromosomas enteros; I1295R:
carcinoma adenocortical humano; *RGAs: lineas celulares para ensayos de genes de estrogenos; MTT: 3-(4,5-dimeltiltiazol-2-yl)-2,5-bromuro de dilenil tetrazolium; RN: rojo neutro;

CP: contenido de proteinas; LPO: lipoperoxidacion lipidica; SOD: superéxido dismutasa; CAT: catalasa; MDA: malondialdchido.

3. AOH en células HepG2

Actualmente, un Unico articulo recoge la capacidad del AOH para
producir alteraciones/dafio en las cadenas de ADN de las células
HepG2 [31]. Estos autores observaron que las células HepG2 tienen
una mayor sensibilidad a la alteracion de las cadenas de DNA que la
que producen otras lineas celulares como HT-29 o V79. Ademas
ofrecen mayor resistencia a producir reaccion de conjugacion incluso
a tiempos de exposicion prolongados (24h); probablemente debido a
lainespecificidad enzimatica que esta células poseen (Tabla 3).

4. Efectos de AOH en otras lineas celulares

Con el fin de estudiar si los efectos de AOH sobre las cadenas de ADN
estan relacionados con interferencias en la actividad catalitica de las
topoisomerasas [ y II (Top. I y Top. II con sus isoformas: Top.lla y
Top.I1B), se llevo a cabo un estudio sobre las células MCF-7 [29]. Los
resultados demostraron que AOH inhibe la actividad catalitica de
ambas topoisomerasas, aunque este efecto era mas acusado para la
Top. I (conc.>50 puM) que para las Top.II (ay B) y parala Top. [la. mas
que para la Top. IIB. Estos resultados se corroboraron mediante un
ensayo de deplecion de inmunobanda con Western Blot de las
topoisomerasas en células A431[29].

El efecto mutagénico y sobre la reproduccion del AOH se ha llevado a
cabo con células MCL y Ishikawa. El AOH demostr6 que en células
MCL tiene actividad mutagénica sobre el locus TK a dosis >10 uM y
tiempos de exposicidn >24h: estos efectos se relacionaron con la
alteracion en la distribucion del ciclo celular, ya que se produjo un
aumento de células en la fase G2/M del ciclo con el aumento de la
concentracion (37% para 20 puM) (Brugger y col., 2006). Sobre la
reproduccion, se observo una disminucion de la proliferacion de las
células Ishikawa desde las 48 a las 72h de exposicion, que estuvo
correlacionado con las alteraciones observadas en la distribucion del
ciclo celular; la proporcion de células en la fase G /G, que disminuyd
con el aumento de la concentracion, mientras que la proporcion de
células en la fase S y G,/M aumentaron [35].

Los efectos de citotoxicidad por AOH en las células RGAs sélo se
produjeron a las concentraciones mas altas (>2500 ng/mL), mientras
que este efecto no se observo para las H295R. En los ensayos de
esteroidogénesis, para las mismas condiciones y para los dos tipos de

células, AOH produjo un efecto agonista y de sinergismo con la
progesterona, aumento la produccion de hormonas (progesterona y
estradiol) y aumento la expresion génica de aquellos genes
implicados en la esteroidogénesis [36].

Los estudios sobre la ruta de muerte celular de AOH con células
HCT116 muestran que esta se produce por apoptosis dependiente de
laactividad de la caspasa-9, en forma dosis dependiente, a través de la
apertura de los PTP, y produciendo indirectamente la activacion y
despolarizacion del MMP [37]. La produccion de ROS por AOH se
asocio a las alteraciones mitocondriales provocadas por AOH,
mientras que la sobrexpresion de p53 y aumento de la actividad de la
caspasa-3 se debid a la apoptosis producida por AOH. Por otra parte,
el ensayo de AOH con células HCT116-Bax-KO, deficientes en la
proteina pro-apoptotica Bax, refleja la capacidad protectora de esta
proteina en las alteraciones mitocondriales producidas por AOH [37].

Estudios de metabolizacién con diferentes tipos de células Hepa-1
(Hepa-1clc4, Hepa-1clc7, Hepa-1clcl2) tras la exposicion a AOH
demuestran que la actividad enzimatica de Cit- P450 disminuye [38].
Por otra parte, el metabolito mayoritario (no oxidativo) detectado fue
el 4 - hidroxilado de AOH aunque sdlo en las células Hepa-1clcl2. La
actividad enzimatica mas baja de la catecol-O-metiltransferasa se
obtuvo en las células Hepa-1clc7, mientras que la mas alta, para la
UDP-glucuronosiltransferasa, en las células Hepa-1c1lc4. En general
se observo que las formas conjugadas de AOH aumentan con el
aumento del tiempo de exposicion. Y por ultimo, el ciclo celular de
estas lineas celulares tratadas con AOH se detuvo en la fase G2/M,
aunque so6lo para las células Hepa-1c1c7y Hepa-c1c12 [38].

Los efectos toxicos del AOH sobre el ciclo celular a través de dafios
en el ADN se han estudiado en las células RAW 264.7. Los resultados
revelan que a dosis bajas (15 y 30 uM) se reducia la proliferacion
celular, mientras a que a dosis altas (60 uM) se producia muerte
celular por necrosis con aumento de las células en la fase G2/M para
todas las dosis y tiempos ensayados, efectos que coincidieron con la
de otros autores. Se observd también un aumento de ROS, lo que
produjo en consecuencia despolarizacion del MMP asi como un
aumento en las proteinas involucradas en la reparacion y generacion
del ADN (histona H2AX fosforilada, Chk-1 y Chk-2) [39]. En un
estudio posterior llevado a cabo por el mismo grupo de autores, se
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estudiaron alteraciones implicadas en el efecto de AOH en el ciclo
celular y que se van produciendo en los diferentes estadios de
afectacion del ciclo celular [40]. Asi se ensayaron los efectos en la
fluidez de membrana, se determinaron proteinas intracelulares
(Histona H3 como marcador mitético y el complejo ciclina B-cde2) y
gangliosidos implicados en la organizacion de las bases lipidicas
(GM1). Losresultados demostraron que tras la exposicion a AOH las
células mitoticas disminuyeron, los niveles de proteinas implicadas
en el complejo ciclina B-cdc2 aumentaron, al igual que la fluidez de la
membrana [40].

Conclusiones

Los ensayos in vitro recogidos en la bibliografia con la micotoxina
AOH ponen de manifiesto la capacidad que tiene de producir
reduccion en la proliferacion y viabilidad celular, aumento de la
actividad enzimatica de GST y SOD, disminucién de la actividad de
la CAT, acumulacién de ROS, induccion de LPO, generacion de
metabolitos conjugados con acido glucurdnico, detencion del ciclo
celular en la fase S, lo que produce una acumulacion en la fase G2/M,
inhibicidon catalitica de las topoisomerasas, dafios en el ADN,
aumento de la esteroidogenesis y capacidad genotdxica y
mutagénica.

Enresumen, los resultados obtenidos revelan la capacidad de AOH de
provocar efectos toxicos a corto y largo plazo, y por tanto la especial
atencion que hay que poner a esta micotoxina, asi como la necesidad
de legislar sus niveles en alimentos. Por otra parte, dada la presencia
simultanea de sustancias toxicas en un alimento, el planteamiento de
futuros ensayos in vitro relacionados con la accién del AOH deberia
de ir encaminado al estudio de la alteracion de estos efectos toxicos
mediante combinaciones dobles, triples o cuadruples de micotoxinas.
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