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Resumen

RESUMEN

La prueba de las células madre embrionarias (EST, por Embryonic Stem cell Test) es el inico método
de ensayo embriotoxicidad validado que suprime totalmente la utilizacion de animales de
experimentacion. El ensayo EST emplea dos diferentes lineas celulares, las células madre
embrionarias de raton D3 (como modelo de célula en diferenciacion) y los fibroblastos de ratén 3T3
(como modelo de células no diferenciantes). En el ensayo EST validado tras 10 dias de exposicion de
fibroblastos cultivados en monocapa se ha de determinar la concentracion de agente potencialmente
embriotdxico capaz de inducir una disminucion de viabilidad del 50% (IC503T3). Igualmente se
determina el IC50D3 como la concentracion de agente potencialmente embriotdxico capaz de inducir
una disminucién de viabilidad del 50% en células D3 cultivadas en monocapa expuestas durante 10
dias. También se ha estimar la concentracion de agente toxico capaz de inhibir un 50% la
diferenciacion de cuerpos embrionarios de células D3 cultivados con la técnica de la gota colgante en
cardiomiocitos latientes (ID50). Finalmente, unas funciones matematicas de discriminacién basadas
en estos tres parametros permiten asignar una clasificacion al potencial embriotéxico del compuesto

evaluado, que puede ser embriotéxico fuerte, débil o no embriotdxico.

El European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing (EURL-ECVAM) decidi6
que el EST era un método cientificamente valido y validado, pero que era necesario implementar
mejoras en la cuantificacién de las alteraciones de la diferenciacion (preferiblemente a través de
determinaciones cuantitativas de tipo molecular) antes de poder ser utilizado con finalidades
reguladoras. Esta Tesis Doctoral estudia la implementacion de posibles mejoras en el EST en linea
con lo requerido por EURL-ECVAM introduciendo la cuantificacion de la expresion génica como
criterio de monitorizacion de alteraciones en la diferenciacion (lo que ademas supone un valor
afiadido al permitir estudiar mecanismos moleculares de embriotoxicidad), reduciendo la duracion
total de la exposicion a 5 dias y simplificando la metodologia empleando solamente cultivos de

células D3 y 3T3 en monocapa.

Se determind la IC50D3 y la IC503T3 de células expuestas en monocapa durante 5 dias a 7
diferentes compuestos modelo empleados en la validacion del EST convencional (2 embriotdxicos
fuertes, 3 embriotéxicos débiles y 2 no embriotdxicos). También se determind para estos siete
compuestos lo que denominamos CE50 o CE200, que se definen como las concentraciones del
compuesto evaluado capaces de, bien reducir o bien aumentar la expresién un 50 o un 200%,
respectivamente, de un total de 16 genes entre los cudles se encontraban biomarcadores de
formacién de mesodermo (Mesp1, Vegfa, Myole y Hdac7), de ectodermo (Nrcam, Nes, Shh y
Pnpla6) y de endodermo (Flk1 y Afp); asi como también de procesos basicos para la supervivencia
celular (Cdk1, Myc, Jun, Mixl1, Cer1y Wnt3).
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Resumen

Finalmente, se aplicaron las funciones matematicas de discriminacion del EST convencional
utilizando los 1C50D3 y IC503T3 calculados y sustituyendo el parametro ID50 bien por CE50 o bien
por CE200 (dependiendo de si el compuesto evaluado inducia una sobreexpresion o una represion de
cada gen). Esto produjo para cada compuesto evaluado un conjunto de 16 diferentes predicciones de
potencial embriotdxico (una por cada uno de los 16 genes empleados) y se consider6 como
prediccion global final aquella categoria de embriotéxico para la que se hubiera obtenido un mayor

numero de predicciones individuales.

Esta metodologia obtuvo un 100% de predicciones correctas para los 7 compuestos modelo
evaluados, lo cual es una mejora muy prometedora con respecto a los resultados del EST
convencional validado, especialmente en lo relativo a la discriminacion entre agentes embriotdxicos

débiles y no embriotéxicos.

Ademas la estrategia de evaluacién propuesta aporta una aproximacion mecanicista para comprender
las alteraciones en la diferenciacion celular y en el desarrollo embrionario inducidas por exposicion a
sustancias quimicas, lo que dotara de una mayor robustez a los procesos de evaluacion del riesgo de

embriotoxicidad.

Las mejoras implementadas en el método EST lo acercan a una futura utilizacion, probablemente en
combinacion con otras metodologias alternativas a la experimentacion animal, con finalidades
reguladoras y en procesos de cribado y deteccion de embriotoxicidad en ensayos masivos con

librerias de compuestos.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

5-FU: 5-Fluouracilo (5-fluorouraci).

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ACDC: Ensayo de Células Adheridas en
Diferenciacion y Citotoxicidad (The Adherent

Cell Differentiation and Cytotoxicity).

AMP: Adenosin monofosfato (Adenosine

monophosphate).

ARN: Acido ribonucleico.

ARNasa: Ribonucleasas.

bFGF: Factor basico de crecimiento de

fibroblasto (Basic fibroblast growth factor).

BrEt: Bromuro de etidio.

BSA: Albumina sérica bovina.

cDNA: acido desoxirribonucléico

complementario

CE200: Concentracion de la sustancia de
ensayo que causa un aumento del 200% en la
expresion de un gen en células diferenciadas

de manera espontanea durante 5 dias.

CES50: Concentracion de la sustancia de
ensayo que causa una disminucion del 50% en
la expresién de un gen en células
diferenciadas de manera espontanea durante
5 dias.

DEPC: Dietil pirocarbonato.

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium.

DMSO: Dimetilsulféxido.

dNTPs: Desoxirribonucleoétidos trifosfato.

DPH: 5,5-Difenilhidantoina (5, 5-
diphenylhydantoin).

DTT: Ditiotreitol (Dithiothreito).

EBs: Cuerpos embrionarios (Embryoid
bodies).

ECVAM: Comité Europeo de Validacién de
Métodos Alternativos (European Centre for the
Validation of Alternative Methods).

EST: Test de células madre embrionarias
(Embryonic stem cell test).

EURL-ECVAM: Laboratorio de Referencia de
la Unién Europea para Alternativas a la
Experimentaciéon Animal (European Union
Reference Laboratory for Alternatives to

Animal Testing).

FBS: Suero fetal bovino (fetal bovine serum).

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

ESC: Células madre embrionarias (Embryonic

stem cell).

FETAX: Ensayo de teratogénesis con
embriones de rana Xenopus (Frog Embryo

Teratogenesis Assay Xenopus)



Abreviaturas

IC503T3: Concentracion de compuesto capaz
de reducir un 50% la viabilidad de fibroblastos
de ratén de la linea 3T3 tras 5 dias de

exposicion.

IC50D3: Concentracién de compuesto capaz
de reducir un 50% la viabilidad de células
madre embrionarias de ratdn de la linea D3 en
diferenciacion espontanea tras 5 dias de

exposicion.

ID50: Concentracion de compuesto capaz de
reducir al 50% la formacién de cardiomiocitos
latientes a partir de células madre
embrionarias de raton D3 diferenciadas

espontaneamente durante 10 dias.

mARN: ARN mensajero.

MM: Método de las Micromasas (Micromass
Method).

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio).

NOAEL.: Nivel sin efecto adverso observable

(No observed adverse effect level).

NTE: Esterasa diana de neuropatia

(Neuropathy target esterase).

LIF: Factor inhibidor de la leucemia (Leukemia

Inhibition Factor).

XVi

OECD: Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdmico (Organisation for

Economic Cooperation and Development).

PBS: Tampon fosfato salino (Phosphate

buffered saline).

PCA: Analisis de componente principal

(principal component analysis)

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

(Polymerase chain reaction).

PG: Penicilina G (penicillin G).

PM: Modelo de prediccion (Prediction model).

RA: Acido retinoico (Retinoic acid).

RIN: Numero de integridad del ARN (RNA

Integrity number).

RT-PCR: Reaccion en cadena de la
polimerasa a partir de la retrotranscripcion del
ARNmM (Reverse transcription polymerase
chain reaction).

SDS: Dodecilsulfato sédico.

TBE: Tris/Borato/EDTA.

Tris: Tris (hidroximetil) aminometano.

VA: Acido valproico (valproic acid).

WEC: Método de Embriones Enteros en

Cultivo (whole embryonic culture)



Abreviaturas de genes

ABREVIATURAS DE GENES:

Afp: a-fetoproteina (Alpha fetoprotein).

Cdk1: Quinasa dependiente de ciclina 1 (Cyclin-dependent kinase 1).

Cer1: Cerberus 1 homolog (Xenopus laevis) gene.

Flk1 (Kdr): Quinasa de higado fetal (Fetal liver Kinase 1).

Hdac7: Histona desacetilasa 7 (Histone deacetylase 7).

Jun: Jun ocogene.

Mesp1: Mesodermo posterior 1 (Mesoderm posterior 1).

MixlI1: Mix1 homeobox-like 1.

Myc: Oncogen de la mielocitomatosis (Myelocytomatosis oncogene).

Myo1e: Miosina |IE (Myosin IE).

Nes: Nestina (Nestin).

Nrcam: Molécula neuronal de adhesion celular (Neuronal cell adhesion molecule).

Pnpla6: Gen 6 que contiene dominio similar al de la fosfolipasa papatina (Patatin-like phospholipase

domain containing 6 gene) (Gen codificante de NTE).

Shh: Erizo Sonic (Sonic hedgehog).

Vegfa: Factor de crecimiento vascular endotelial A (Vascular endothelial growth factor A gene).

Wnt3: Gen 3 del dominio de integracion MMTV sin alas (Wingless-related MMTYV integration site 3

gene).
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Introduccién

1.1 CONCEPTOS BASICOS DE TOXICIDAD A LA REPRODUCCION Y
DESARROLLO Y NECESIDAD DE METODOS DE ENSAYO DE BASE
MECANICISTA

El objetivo del presente trabajo se relaciona con la implementacion de indicadores moleculares
tempranos de embriotoxicidad que logren mejorar las prestaciones de los ensayos in vitro ya
existentes para detectar este peligro. El interés en dichos indicadores moleculares se debe a que
permiten una aproximacién mecanicista y celular a cada una de las etapas del desarrollo, lo que

contribuye a dar consistencia y base cientifica a las predicciones de dichos ensayos in vitro.

Reproduccién y desarrollo

La reproduccion y el desarrollo abarcan procesos fisioldégicos encadenados que van desde la
produccion de los gametos, la fertilizacion, la implantacién, la organogénesis, el desarrollo fetal, el

desarrollo postnatal y la maduracion sexual.

Los términos embriogénesis y organogénesis hacen referencia al proceso que se inicia tras la
fertilizacion de los gametos para dar lugar al embrion. En las primeras fases de desarrollo de los
seres vivos pluricelulares y en los animales vertebrados la embriogénesis se divide en cuatro fases
secuenciales: segmentacion, gastrulaciéon, neurulaciéon y organogénesis. Este ultima comprende el
conjunto de cambios que permiten que las capas embrionarias (ectodermo, mesodermo y
endodermo) se transformen en los diferentes érganos que conforman un organismo por diferenciacion

y maduracién de los diversos tejidos.
Toxicidad a la reproduccion

La toxicologia a la reproduccion contempla el efecto adverso de una sustancia sobre la fertilidad de
los padres y sobre el desarrollo de la descendencia, es decir, hace referencia a los efectos de los
diversos agentes quimicos sobre todos los aspectos y etapas del ciclo reproductivo, incluyendo la
induccion de infertilidad, las perturbaciones en el desarrollo de embriones y en la pre-implantacién y
la induccidon de efectos embriotdéxicos o teratogénicos en la descendencia, como el retraso del
crecimiento, las malformaciones y la muerte fetal (Spielmann, 2005; Krtolica et al., 2009; Hofer et al.,
2004; Sogorb et al., 2014).

Los trastornos toxicos de la fertilidad, incluyen efectos causados por sustancias o preparados que
pueden alterar el comportamiento sexual bien disminuyendo la libido, bien dafando Ia
espermatogénesis, la ovogénesis o la actividad hormonal o bien alterando el ciclo menstrual, el

proceso de fertilizacion y el desarrollo del huevo fecundado hasta la fase de implantacion.
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La toxicologia al desarrollo hace referencia a los efectos adversos de los compuestos quimicos
sobre el organismo en desarrollo e incluye efectos embriotoxicos y fetotdxicos, como disminucion del
peso corporal, retraso del crecimiento y del desarrollo, lesiones en los érganos, muerte, aborto,
anomalias congénitas, defectos estructurales, trastornos en la lactancia y problemas del desarrollo
fisico o mental; es decir los efectos adversos van desde el momento de la concepcién hasta el
momento de la maduracion sexual, y por lo tanto la toxicologia del desarrollo puede ser considerada
como parte de la toxicologia a la reproduccion. La Figura 1.1 esquematiza las relaciones entre los

diferentes tipos de toxicidad encuadrados dentro de la toxicidad a la reproduccién.

[ TOXICIDAD A LA REPRODUCCION ]

TOXICIDAD AL
[ TOXICIDAD A ] DESARROLLO

LA FERTILIDAD /\

| EMBRIOTOXICIDAD | musmsmmm)( TERATOGENICIDAD |

Figura 1.1: Relacion entre toxicidad sobre la reproduccion, toxicidad sobre el
desarrollo, embriotoxicidad y teratogenicidad. Tomado de Sogorb et al., 2014.

El término embriotoxicidad hace referencia a la capacidad de una sustancia para producir efectos
téxicos en la progenie durante el primer periodo del embarazo; es decir, en el desarrollo embrionario
temprano (Rohwedel et al., 2001), desde la concepcion a la etapa fetal. Estos efectos pueden incluir
malformaciones, alteraciones del crecimiento, disfunciones y muerte prenatal, por lo que esta incluida
dentro de la toxicologia al desarrollo, y también en la toxicologia a la reproduccién (Figura 1.1). La
teratogenicidad se refiere a las malformaciones estructurales o defectos en los hijos después
del periodo de la embriogénesis, es decir alteraciones causadas por compuestos quimicos
detectadas en el feto en formacion y se considera como un efecto de la toxicologia al desarrollo
(Figura 1.1).
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Los ensayos de embriotoxicidad

Hasta la fecha solo tres métodos in vifro han sido validados para la deteccion de compuestos

embriotéxicos. Estos métodos son:

e el método de las micromasas (MM),
e el test de células madre embrionarias (EST) y;

e el método de los embriones enteros en cultivo (WEC).

No obstante, otros ensayos como el que se realiza con embriones de rana Xenopus (FETAX) y
especialmente con embriones de pez cebra también han demostrado su validez para la deteccién de

compuestos embriotoxicos y teratogénicos.
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1.2 ENSAYOS IN VIVO DE TOXICIDAD A LA REPRODUCCION Y
TERATOGENICIDAD

1.2.1 Guias y regulaciones para ensayos de toxicidad

La correcta y apropiada caracterizaciéon de la toxicidad de productos quimicos implica la necesidad de
disponer de métodos de ensayo fiables para evaluar su capacidad de producir efectos adversos en
los organismos vivos. Por ello, es necesario el desarrollo de métodos reconocidos internacionalmente
para ser empleados por los gobiernos, la industria y los laboratorios independientes para evaluar la

seguridad de los productos quimicos (Estevan et al., 2011a; Estevan et al., 2017).

Durante varias décadas los ensayos in vivo se han desarrollado y perfeccionado con el objetivo de
detectar y caracterizar sus propiedades toxicas inherentes y sus correspondientes relaciones dosis-
respuesta. Las pruebas se han ido estandarizado a nivel internacional e incluyendo dentro de las
guias del programa de la OECD (Organizacion para la Cooperacién y Desarrollo Econémico) para el
ensayo de propiedades toxicoldégicas de sustancias quimicas1. Aunque la aceptacion es solo para los
paises miembros de la OECD, los resultados obtenidos en ensayos de toxicidad realizados siguiendo

estas guias son aceptados por los reguladores de todo el mundo.

En la Unién Europea (UE) se han adoptado oficialmente los métodos de ensayo descritos en el
Reglamento CE 440/2008 por el que se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el
Reglamento (CE) no 1907/2006 para la evaluacién, la autorizacion y la restriccion de las sustancias y
preparados quimicos. Los métodos de ensayo descritos en dicho Reglamento CE 440/2008 son
equivalentes a las correspondientes guias OECD, si bien la lista de los ensayos contemplados por la

OECD es algo mas extensa que la de los contemplados por la UE.

Los reglamentos establecidos en todos los paises desarrollados exigen estudios in vivo sobre la
toxicidad a la reproduccion y al desarrollo (Hofer et al., 2004). Asi pues, cabe concluir que tanto la
OECD como la UE poseen guias adoptadas y estandarizadas para los ensayos in vivo de toxicidad a
la reproduccién y al desarrollo necesarias para cumplir con la legislacion para la autorizacién del uso
de sustancias quimicas que vayan a estar en contacto con el ser humano. Estevan y colaboradores
(2011a; 2017) realizaron una revisién de estos métodos de ensayo cuyas principales caracteristicas

se describen brevemente a continuacion y se resumen en la Tabla 1.1.

' OECD Guidelines for the Testing of Chemicals. Disponible en:
http://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.htm

6



Introduccién

1.2.2 Los ensayos en las guias de la OECD y en la UE (Reglamento CE 440/2008)

Ensayo de toxicidad al desarrollo prenatal (Guia OECD 414 equivalente al protocolo B.31 de la UE)
(OECD 2001a)

La prueba analiza el periodo de la organogénesis (desde el dia 5 al 15 en ratas y desde el dia 6 a 18
en conejos). Asi pues, determina los efectos adversos de las sustancias quimicas desde la pre-
implantacion hasta el dia antes de la cesarea (Estevan et al., 2011a; Estevan et al., 2017). Desde el
2001 se recomienda un minimo de 20 animales por dosis frente a los 12 usados anteriormente. La
sustancia de ensayo debe administrarse todos los dias desde la implantacién hasta el dia antes de la
cesarea programada. Se debe utilizar por lo menos tres niveles de dosis y un control no expuesto
(OECD, 2001a; Jiménez et al., 2010).

Ensayo de toxicidad a la reproduccion a 1 generacion (Guia OECD 415 equivalente al protocolo B.34
de la UE) (OECD 1983)

Este ensayo esta disefiado para proporcionar informacion general con respecto a los efectos de la
sustancia de ensayo en el macho y el rendimiento reproductivo en la hembra. El estudio también
proporciona informacion sobre los efectos del desarrollo, como la morbilidad neonatal, mortalidad,
comportamiento y teratogénesis. Se registran cambios de comportamiento como signos de dificultad

o prolongacion del parto y todos los signos de toxicidad, incluida la mortalidad.

Ensayo de toxicidad a la reproduccién a 2 generaciones (Guia OECD 416 equivalente al protocolo
B.35 de la UE) (OECD 2001b)

Es el ensayo de reproduccion mas completo en mamiferos entre todos los protocolos de la OECD y
UE. Supone un estudio profundo de crecimiento, desarrollo y funcion sexual en la generacién F1, con
monitorizacion de los efectos sobre la F2. El estudio de reproduccidon en dos generaciones
proporciona informacién sobre los efectos de la exposicion repetida a una sustancia durante todas las
fases del ciclo reproductivo, proporcionando también informacién sobre los parametros reproductivos

y en el desarrollo, crecimiento y supervivencia de las crias.

Ensayo de cribado de toxicidad a la reproduccion y al desarrollo (Guia OECD 421) (OECD 2016a)

La prueba se utiliza como parte de un conjunto de pruebas de deteccion iniciales para los productos
quimicos existentes en las que se dispone de poca o ninguna informacién toxicolégica. Esta prueba
no proporciona informaciéon completa sobre todos los aspectos de la reproduccion y el desarrollo. Se
realiza el sacrificio de las crias a los 4 dias de edad, lo que restringe los indicadores estudiados en los
hijos (crecimiento y desarrollo) y limita la investigacion de la conducta materna (duracion de la

gestacion, habilidad de la lactancia). La duracion del estudio es de aproximadamente 54 dias (al
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menos 14 dias de pre-apareamiento, 14 dias de apareamiento, 22 dias de gestacién y 4 dias de

lactancia).

Ensayo combinado de cribado de toxicidad repetida y de toxicidad a la reproduccién y al desarrollo
(Guia OECD 422) (OECD 2016b)

Incluye posibles indicadores opcionales, como niveles hormonales, cuerpo Iuteo, etc., aprovechando
mejor los animales del ensayo por dosis repetidas. Esta prueba no proporciona informaciéon completa
en todos los aspectos de la reproduccion y el desarrollo, solo ofrece opciones muy limitadas de
deteccion de anormalidades después del parto debido a la exposicidon prenatal. La duracion de la

prueba es de aproximadamente 54 dias.

Ensayo de neurotoxicidad en el desarrollo (Guia OECD 426) (OECD 2007)

Corresponde al estudio sobre la toxicidad al neurodesarrollo y disefiado para proporcionar datos de
caracterizacion de los posibles efectos funcionales y morfolégicos en el desarrollo del sistema
nervioso que puedan surgir durante la exposicion de la sustancia de ensayo en el utero y durante la
vida temprana. Las observaciones clinicas incluyen cambios en la piel, pelo, ojos, membranas
mucosas, presencia de secreciones y actividad neurovegetativa (lagrimeo, tamafio de la pupila,
respiracion anémala y/o respiracion por la boca), coordinacion, la postura, convulsiones, temblores,

comportamiento extrafio (morder, la automutilaciéon, marcha hacia atras).

Ensayo de toxicidad al desarrollo a 1 generacion extendida (Guia OECD 443) (OECD 2012)

El objetivo principal de la evaluacién de la toxicidad a la reproduccién a una generacion extendida es
el de evaluar las etapas especificas que no estan cubiertas por otros tipos de estudios de toxicidad y
los efectos que pueden ocurrir como resultado de la exposicidon a productos quimicos en periodos
pre- y post-natal. Los datos derivados de estas pruebas deberan permitir la determinacién del nivel
del efecto adverso no observado (NOAEL), el nivel mas bajo con efecto adverso observado (LOAEL)
y/o dosis de referencia para los diferentes criterios de valoracion. Este protocolo alarga el tiempo de
los neonatos (F2) hasta la edad adulta, mientras que el ensayo a 1 generacién termina con su
nacimiento. Se incrementa el nimero de parametros que se evallan, especialmente los parametros
hormonales y evaluacion de los 6rganos de reproduccion de la generacién F2, de forma que esta
evaluacion permite suprimir la reproduccion de la segunda generacion F2 para obtener la Fb como se

hace en el ensayo de dos generaciones.
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Tabla 1.1 Protocolos de ensayo a la reproduccion in vivo OECD. Descripcién de los parametros a evaluar, dosis, especie, etc. (Tomado
de Estevan et al. 2011a y Estevan et al., 2017).

PROTOCOLO ESPECIE / PARAMETROS VIiA ADMINISTRACION
NUMERO Y SEXO A EVALUAR DOSIS

OECD 414 Rata Camadas con implantes ORAL
Conejo Camadas con fetos vivos

B.31 “Especies con metabolismo Efectos letales, teratogénicos, otro 3 concentraciones y un control no

Estudio de toxicidad
prenatal al desarrollo

del compuesto similar a los
humanos”

20 Hembras por dosis
Requeridos 150 animales

tipo en el embrién o feto
Mortalidad materna

Alteraciones en tejidos blandos y
bdseos

expuesto

OECD 415
B.34

Estudio de toxicidad a
la reproduccion de 1

Rata
Ratén

(Edad comprendida entre
10 y 12 semanas)

Fertilidad

Estudio de una generacion examina:
utero, ovarios, cuello uterino, vagina,
testiculos, vesiculas seminales,
prostata y glandula pituitaria. En

ORAL

3 concentraciones y un control no
expuesto (ambos sexos durante el
periodo del apareamiento)

Hembras se administra durante la

generacion descendencia evalla: nimero y sexo  gestacion y el periodo de la lactancia
20 Hembras y machos por de las crias
dosis Los machos (F,) se dosifican hasta
Necropsia alcanzar un ciclo de la
espermatogénesis
OECD 416 Rata F4: Evalua el crecimiento, desarrollo ORAL
y sistema reproductivo
B.35 20 ratas prefiadas por dosis 3 concentraciones y un control no

Estudio de toxicidad a
la reproduccién de 2
generaciones

Requeridos 3200 animales

F,: Evalta el crecimiento y desarrollo

Estudia los efectos en los sistemas
reproductivos masculinos y
femeninos

expuesto

Machos: espermatogénesis (al menos
durante 1 ciclo completo).

Hembras: varios ciclos estrogénicos.

OECD 421

Test de escrutinio de
toxicidad a la
reproduccion y al

Rata

8 Hembras gestantes por
dosis

Estudio de alteraciones
anatomopatolégicas en érganos
sexuales de los padres, lo que se
podria ampliar a los hijos

ORAL

3 concentraciones y un control no
expuesto

desarrollo Requeridos 560 animales Hembras: Estudio de 6rganos del Machos: Dosis como minimo 4
sistema reproductivo, infertilidad, semanas: 2 antes del apareamiento,
conteo cuerpos luteos, durante y, 2 después (machos de 28
implantaciones dias)
Machos: Evaluacion de testiculos, Hembras: Dosis durante todo el
deteccion de efectos sobre la estudio: 2 semanas antes, durante la
fertilidad masculina y la concepcion, embarazo y 3 dias
espermatogénesis después del parto
Numero de crias nacidos vivos, con
anomalias, tamano de la camada

OECD 422 Rata Evalua: fertilidad, funcién gonadal, ORAL

Test combinado de
escrutinio de toxicidad
repetida y de toxicidad
a la reproduccion y al
desarrollo

8 Hembras gestantes

gestacion, desarrollo del embrion,
parto, crecimiento, actividad
sensorial, exdmenes hematoloégicos y
de bioquimica, numero de nacidos
vivos (tamafio de la camada) y
pérdida después de la implantacién,
ndmero de crias con anomalias
macroscopicas visibles

3 concentraciones y un control no
expuesto

54 dias aproximadamente.
Periodo de dosificacion mas largo que

en un ensayo convencional: 28 dias de
dosis repetidas.

OECD 426 Rata Anormalidades neurolégicas ORAL
importantes o en el comportamiento;
Test de toxicidad al 20 por dosis. la valoracion del desarrollo fisico, 3 concentraciones y un control no
neurodesarrollo ontogenia del reflejo, actividad expuesto
motora, funciones motora y sensorial,
aprendizaje y memoria; y la La sustancia se administra en:
evaluacion neuropatoldgica durante gestacion y lactancia
el desarrollo postnatal y la madurez.
Dosis hembras: Desde la implantacion
Se evalua el peso corporal, peso del (dia 6 de gestacion) hasta después del
cerebro, neuropatologia, madurez parto y lactancia
sexual
OECD 443 Rata Evalua reproduccion y desarrollo ORAL

Ensayo de toxicidad a
la reproduccion de 1
generacion extendida

Machos y hembras
sexualmente maduros

20 hembras prefiadas por
grupo de dosis

(incluida la generacion Fy)

Evalua exposicién a los productos
quimicos en los sistemas nervioso e
inmune en el desarrollo.

Evalua las hembras con crias y la
generacion F, hasta después de la
madurez sexual

3 concentraciones y un control no
expuesto

Dosis: generacion parental (P) periodo
de apareamiento (minimo de 2
semanas) y acoplamiento de 2
semanas.

Los machos (P) son tratados hasta el
destete de la F4 (10 semanas)

Las hembras (P) son tratadas en el
embarazo, lactancia y después del
destete de sus crias (8-10 semanas de
tratamiento)
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En conclusion, la OECD cuenta con una serie de guias para la evaluacién in vivo de toxicologia
reproductiva (que cubre en el mismo ensayo la fertilidad y el desarrollo) y de estudios in vivo de
toxicologia al desarrollo (que abarca teratogenicidad, puesto que la exposicion se inicia después de la
embriogénesis). Sin embargo, es importante mencionar que no existen guias OECD para el analisis in
vivo de embriotoxicidad, y que una directriz para este propésito permitiria la deteccion de toxicidad
sobre las primeras etapas de desarrollo sin esperar a que ocurra teratogenicidad, asi que éstas tienen

que ser analizadas por la directriz de la OECD 416.

1.2.3 Ventajas e inconvenientes de los ensayos in vivo de toxicidad al desarrollo

Las ventajas que presentan los ensayos in vivo de toxicidad al desarrollo es que permiten definir el
tipo de efecto (embriotdxico, teratogénico, fertilidad, etc.) y permiten establecer dosis sin efecto
(NOAEL) asi como las correspondientes dosis respuesta. En el caso particular de las guias de la
OECD, algunas de las pruebas mas importantes son los estudios de reproduccion / desarrollo, los
NOAEL, se suelen tener en cuenta no sélo para las pruebas de toxicidad para la reproduccion, sino
también para la evaluacion del riesgo de interés general en efectos sistémicos. Por ejemplo, los
NOAEL de toxicidad sistémica materna en el estudio de la teratogenicidad son frecuentemente
considerados para la caracterizacion del riesgo en escenarios de exposicidon a corto-medio plazo
(Estevan et al., 2011a; Estevan et al., 2017). Sin embargo, los inconvenientes observados en este
tipo de ensayos son el sufrimiento animal, el costo elevado, los largos periodos de tiempo necesarios
y que se requiere personal especializado en manejo de animales y estudio de sus patologias. No
obstante, los ensayos in vivo todavia son muy relevantes para la evaluacion del riesgo de los

productos quimicos y para su posterior clasificacion y etiquetado.
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1.3 CELULAS MADRE EMBRIONARIAS COMO MODELO DE DIFERENCIACION
CELULAR

1.3.1 Las células madre

Las células madre son un tipo particular de células presentes en los organismos vivos. En los vertebrados las
células madre se han dividido en tres subgrupos: las células madre embrionarias (ESC), las células madre
adultas y las células madre germinales (Anderson et al., 2001; Sell, 2004) (Tabla 1.2). Todas estas células
presentan caracteristicas comunes como es su capacidad de dividirse indefinidamente dando lugar a células
idénticas entre si y de diferenciarse, es decir de dar lugar a células especializadas con una funcion determinada
a partir de células indiferenciadas. Todo ello permite la manipulacién de células madre in vitro para llegar a
células con un cierto nivel final de especializacion. Sin embargo, ahora se debaten algunas posibles
diferencias entre las ESC y las células madre adultas debido a que estas ultimas tienen cierta capacidad de
diferenciacion pero no pueden dar lugar a todos los tipos celulares, mientras que por el contrario las ESC tienen
la propiedad de dar lugar a células derivadas de los tres linajes embrionarios (endodermo, mesodermo vy
ectodermo) ademas de la linea germinal (Hamazaki et al., 2001; Ying et al., 2003). En la Tabla 1.2 se presenta

la clasificacion de las células madre segun su papel en el desarrollo.

Tabla 1.2 Clasificaciéon de células madre segun su papel en el desarrollo. Adaptado de Pamies (2012)

Células Somaticas Células Germinales Células Madre Troncales
Se encuentran diferenciadas en el Se encuentran ubicadas en las Tienen la capacidad de dividirse
organismo formando tejidos gonadas sexuales. indefinidamente.
concretos.
Su funcion es transferir En vertebrados se dividen en dos
Tienen capacidad de division pero  descendencia de material genético  subgrupos:
corta vida (Hayflick., 2003). de los progenitores. e  Células madre
embrionarias

e  (Células madre somaticas

1.3.2 Células madre embrionarias

En 1954, estudiando los teratocarcinomas observados en las células germinales de ratones se
encontraron varios tejidos adultos como tejido nervioso, epitelios de varios tipos, cartilago, hueso con
médula bien diferenciados, musculos y tejido glandular, entre otros. De igual manera, se identificaron
tejidos embrionarios procedentes de las tres lineas germinales ademas de tejidos indiferenciados.
Aunque fueron descritas en su momento no fue sino hasta afios posteriores que se hablé de células
madre embrionarias y se aplico la abreviatura de ESC de su expresion en inglés (Embryonic Stem

Cells) y del concepto de pluripotencialidad (Stevens and Little., 1954; Tani et al., 1997).

Luego de algunos afos se demostré que una sola célula de carcinoma era apta para auto
renovarse asi como para dar origen a diferentes linajes, constituyendo y afianzando asi la existencia
de las células madre pluripotentes y abriendo un amplio espacio para la investigacion en células

madre de ratén y humanas (Kleinsmith and Pierce., 1964).
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Iniciando los afios 70 se logré por parte de algunos investigadores el establecimiento de lineas de
células madre carcinogénicas reproducidas in vitro. Asi fue posible cultivar células madre de manera
indefinida y en cantidades suficientes como para realizar estudios de experimentacion sin tener que
utilizar embriones de mamiferos. En 1981 se logré establecer la primera linea de ESC de ratéon a
partir de células aisladas de la masa celular interna de blastocitos, asi pues, desde los
estudios iniciales con teratocarcinomas hasta los estudios actuales con ESC de raton o incluso
humanas se lleva ya mas de 40 afos tratando de dilucidar los mecanismos moleculares implicados

en la pluripotencialidad, si bien aun queda mucho por esclarecer (Yu and Thomson., 2008).

Los avances en la investigacion de procesos como la diferenciacion y la pluripotencialidad en las ESC
permiten ampliar las posibilidades de aplicacion éstas en diversas areas. Actualmente estas lineas
celulares se utilizan para estudios en medicina regenerativa, asi como para la evaluacion de
embriotoxicidad de productos quimicos, medicamentos y sustancias nuevas que salen al mercado,
reconociendo de esta manera compuestos potencialmente teratogénicos y embriotéxicos, ya que la
exposicion de ESC a éstos puede interferir en procesos de los proliferacion y diferenciacién (Ahuja et
al., 2007) ocasionando la embriogénesis anormal en las primeras etapas de desarrollo y causando

posteriores malformaciones (Rohwedel et al., 2001).

1.3.3 Clasificacion de las células embrionarias

Las células embrionarias se clasifican segun las caracteristicas especificas que presentan unas con
respeto a otras, por lo tanto, encontramos tres clases: las células embrionarias carcinogénicas, las

células germinales embrionarias y las ESC (Figura 1.2) (Ahuja et al., 2007).

Estas tres clases de células embrionarias son lineas permanentes de células pluripotenciales de
origen embrionario (Rohwedel et al., 2001). Las células embrionarias carcinogénicas, por su
condicién de pluripotencialidad, pueden ser inducidas a diferenciarse en cultivo para formar una
variedad de tipos celulares (Jiang et al. 2002; Wiese et al. 2006). Estas células fueron obtenidas a
partir de teratocarcinomas de ratén y dado que estas células pueden crecer y diferenciarse en cultivo
han sido empleadas como sistema modelo para investigar algunos procesos de desarrollo
temprano en mamiferos (Rudnicki et al., 1989). Por otro lado, las células germinales embrionarias
se han implementado mediante la reprogramacion de células germinales primordiales, esto se logra
mediante medios de cultivo que contienen LIF, bFGF y Factor 2 de crecimiento de fibroblasto, dando
como resultado la desdiferenciacion de células germinales embrionarias generandose células con

caracteristicas similares a las ESC (O’shea., 1999) (Figura 1.2).

Finalmente, la tercera clase de lineas de células embrionarias son las llamadas ESC. Su
aislamiento fue posible en el afio 1981 a partir de células de la masa celular interna del
blastocisto de ratéon (O’'Shea., 1999; Evans y Kaufman., 1981); este a su vez procede de una

estructura de estadio temprano del desarrollo embrionario formada alrededor de 3 o0 4 dias después
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de la fecundacion y previo a la implantacion en el endometrio. La manipulacion in vitro de las células
aisladas de la masa celular interna de caracter pluripotente ha permitido su mantenimiento en cultivo
de manera indefinida y al tener una cierta similitud con el desarrollo embrionario in vivo, se usan como
modelo para estudiar el desarrollo embrionario en el laboratorio. A parte del aislamiento de las
ESC en especies como el ratén (modelo mas estudiado) o la humana en el afio de 1998 (Thomson et
al., 1998) ha sido posible en la actualidad obtener ESC de otras especies como ratas, pollos,
primates, entre otras. Las condiciones que permitieron inhibir la diferenciacion celular y mantener el
estado de pluripotencialidad son el cultivo sobre fibroblastos y/o en presencia de medios
suplementados con LIF. Posteriormente, se observé que las ESC presentan expresion de genes
marcadores de pluripotencialidad como Oct4 y Nanog (Henderson et al., 2002), asi como un
gran potencial de diferenciacién hacia células derivadas de los tres linajes embrionarios y de la linea

germinal.

Fertfizacidn y |

del zigoto

Teratocarcinoma

= k\_‘ l/ b
" = = = = o
Células madre Células germinale Células carcinogénicas
embrionanas embrionarias embrionarias
P == -\""‘\\.
\d & il

Células embrionarias pluripotentes

Figura 1.2 Tipos de células madre embrionarias segun su aislamiento.
Adaptado de Pamies (2009).

Aunque las dos clases de células embrionarias anteriormente mencionadas (carcinogénicas y
germinales) comparten con las ESC la mayoria de sus caracteristicas difieren en algunos otros
aspectos. Las carcinogénicas se dividen indefinidamente y pueden diferenciarse hacia todos los tipos
de células de las tres capas embrionarias, pero no pueden generar células germinales, ademas su
diferenciacion parece estar inhibida y necesita ser inducida por la accién de factores especificos
(Ahuja et al., 2007). Mientras que las células embrionarias germinales aunque presentan capacidad
de proliferaciéon y de diferenciacion al igual que las ESC, tienen ciertas restricciones en su capacidad

de crecimiento in vitro y su diferenciacion.
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1.3.4 Algunos de los factores que conllevan a la diferenciacion celular

En la diferenciacion las células indiferenciadas o precursoras pasan a ser células especializadas,
produciéndose una compleja cascada de activacion y represion de genes y sefales. Aun no se
conocen muy bien los mecanismos de los factores que controlan y regulan la diferenciacién celular,
sin embargo, probablemente la regulacion de esta diferenciacion consiste en multiples sefales
positivas y negativas recibidas a través de citoquinas u otros receptores en momentos determinados
del desarrollo (Cross y Enver., 1997). Otros estudios revelan que la diferenciacién esta regulada
por factores presentes en el entorno celular en el que se encuentran, lo que sugiere que el “nicho”
juega un papel importante en el comportamiento de las células madre, regulando aspectos como la
division, auto renovacion, diferenciacion, entre otros (Ahuja et al., 2007). Podemos clasificar los

mecanismos de diferenciacion en los siguientes 4 grupos:

Expresion génica

La regulacion de la expresién génica en los estadios del desarrollo es de vital importancia para dirigir
la diferenciacion y formar las diferentes entidades celulares. Es primordial para la diferenciacion
celular, el balance entre estabilidad y plasticidad. La regulacién adquiere una gran complejidad en las
células embrionarias debido a que son células con mayor plasticidad. Por lo tanto, ciertos genes son
expresados mientras que otros son reprimidos y la diferenciacion se controla a través de la
regulacion de la expresion génica de las células. La forma de regulacién de la diferenciacion consiste
en la co-expresion de genes que diferencian a los distintos linajes. Se ha demostrado la co-
expresiéon de un numero de factores supresores de genes diferenciadores (SGL, GATA2, Pu1,
CD34+, CD38-), lo cual indica que tanto la activacién de algunos genes como la activacion de genes
supresores conjuntamente daran paso a la diferenciacion celular (Enver et al., 1998; Cross y Enver.,
1997).

Regulacion enzimatica y hormonal

El término hormona hace referencia a sustancias que se introducen en el sistema circulatorio por
glandulas de secrecion interna alterando las funciones de las células (Hodgson et al., 2000). Ademas
de su funcion endocrina (relacionada con oérganos) también presentan una funcién paracrina
relacionada con la sefial de diferentes rutas (Evans, 2007). En los vertebrados hay una gran cantidad
de hormonas implicadas en el desarrollo embrionario y estan agrupadas segun su estructura
molecular (amino acidos, péptido, proteinas, glicoproteinas, esteroides e icosanoides). Las hormonas
se unen a receptores que normalmente producen la activacion o inhibicién de rutas de transduccion o

para producir mediante hormoinduccion alteraciones de la expresion génica.
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Factores solubles

El estado de diferenciacion de las células madre, ya sean tumorales o embrionarias, depende
también de la presencia o concentracion de factores de crecimiento y diferenciacion que causan la
supervivencia, proliferacién y diferenciaciéon de las células. Se ha identificado, los factores que
regulan la proliferacion de células madre y/o su diferenciacion. Por ejemplo, el factor de crecimiento
de fibroblastos (bFGF) y varios miembros de los factores de crecimiento transformantes beta (TGFf),
una superfamilia de ligandos vitales para la auto-renovacion de ESCs (Azarin y Palecek, 2010). Otros
factores como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), factores de crecimiento de
hepatocitos (HGF) y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) se han utilizado para dirigir la

diferenciacion de células madre en distintos tipos celulares (Ulloa-Montoya y col. 2005)

Epigenética. Modulacién de la cromatina.

El término epigenética hace referencia a aquellos procesos implicados en la regulacion heredable de
la expresidon genética pero sin cambios en la secuencia de ADN. Sin embargo en términos de
desarrollo embrionario y diferenciacion celular, este término se utiliza para definir aquellos procesos
de regulacion genética relacionados con el estado de la cromatina (Bernstein et al., 2007). En los
ultimos afos se ha encontrado un gran numero de evidencias que sefialan a los mecanismos de
regulacién cromatina como un importante factor regulador de la diferenciacion celular (Mohn vy
Schubeler, 2009). Basicamente este proceso comprenderia las modificaciones post-traduccionales de
las histonas del ADN, la metilacion del ADN y la remodelacion de la cromatina (Bernstein et al., 2007;
Cairns et al., 2005). El empaquetamiento de ADN en nucleosomas produce una clara barrera de
represion de la transcripcion genética por la dificultad de acceso al ADN (Struhl 1999). Un pequefio
cambio en la configuracion de la cromatina puede hacer que una o varias partes de un gen
inaccesibles y por tanto la accesibilidad puede influir en los diferentes factores de transcripcion (Mohn
y Schubeler., 2009). Se ha observado un bajo nivel de metilacién en células embrionarias y en

estados tempranos del desarrollo embrionario (Haines et al., 2001).

1.3.5 Diferenciacion in vitro

La diferenciacion in vitro de ESC se puede realizar mediante dos técnicas de diferenciacion hasta
ahora descritas, la primera consiste en la formacién de agregados denominados cuerpos
embrionarios (EBs), los cuales se forman en cultivo en suspension y en ausencia de LIF. En los EBs,
luego de un periodo de tiempo en cultivo aparecen derivados celulares de las tres capas
embrionarias, que por ultimo generan tipos celulares diferenciados de varios linajes. La segunda
técnica de diferenciacion in vitro se basa en el cultivo de las ESC en monocapa, modalidad que fue
utilizada en este estudio, en el cual las células proliferan y se diferencian (cuando son cultivadas en
ausencia de LIF) en una sola capa, es decir ninguna célula crece sobre la superficie de la otra, por el

contrario, crecen una al lado de la otra hasta llegar a cubrir la superficie de cultivo. La monocapa es
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un modelo de trabajo de ESC util a pesar de no ser un cultivo en 3 dimensiones como es el caso de
los EBs. La utilidad de este sistema hace necesaria la implementacién de protocolos de diferenciacion
dirigida en cultivos de monocapa, ya que estos estudios podrian complementar los resultados

basados en la diferenciacion en las estructuras de EBs (Pamies et al., 2010a).

1.3.6 Aplicaciones de las células madre en Toxicologia

Histéricamente se ha recorrido mucho camino en lo referente a la evaluacion en sistemas biolégicos
in vitro de sustancias peligrosas, medicamentos y productos quimicos. La caracterizacion de
compuestos quimicos implica la necesidad de tener disponibles métodos fiables para evaluar los
efectos adversos sobre los organismos vivos. De esta manera, es necesario desarrollar una serie de
métodos de relevancia internacional que puedan ser empleados por entidades gubernamentales y
laboratorios independientes para evaluar la seguridad de sustancias quimicas (Estevan et al., 2011a;
Estevan et al., 2017). En los ultimos afos, se han desarrollado métodos que han sido validados y que
estan siendo usados para analizar la toxicidad de sustancias quimicas y drogas farmacéuticas que

garantizan la seguridad (Stummann et al., 2009).

La tecnologia procedente de la aplicacién de células madre es una herramienta que nos permitird un
mejor entendimiento de los mecanismos involucrados que provocan efectos adversos por sustancias
quimicas en el desarrollo embrionario. Ademas, también permitira reducir y evitar el uso de animales
de experimentacion en ensayos toxicolégicos. Se han propuesto en los ultimos afios un gran nimero
de ensayos que podrian mejorar la eficiencia y reducir los animales de experimentacion sustituyendo

estos clasicos modelos in vivo por modelos in vitro.

Caracteristicas de las células madre aptas para estudios en Toxicologia

Las posibilidades de la aplicacion de las células madre en Toxicologia proviene de sus caracteristicas
unicas en comparacion con las células primarias de cualquier organismo modelo. Su gran plasticidad
a la hora de generar diferentes tipos celulares y su capacidad de regenerarse ofrecen un sistema
innovador y muy prometedor, ya que permite la obtencién de un gran niumero de células de caracter
pluripotente, multipotente o unipotente para ensayos in vitro. Esto permite a los cientificos mejorar la
evaluacion de los efectos adversos de sustancias quimicas antes de su aparicion en el mercado
(Davila et al., 2004), con ensayos para el escrutinio toxicolégico de alta eficacia y aplicacién masiva a
un alto nimero de sustancias. Asi, las ESC pueden ayudar a la identificacion de sustancias
embriotoxicas en los procesos de desarrollo de nuevas sustancias quimicas (Rohwedel et al., 2001).
Por otro lado, las lineas celulares derivadas de estas células pluripotenciales pueden ser utilizadas
como tejidos in vitro para ensayar medicamentos y nuevas sustancias que seran incorporadas al
mercado (Ebert y Svendsen, 2010). Un ejemplo son las ESC de ratén, que son utilizadas para

ensayar efectos teratdgenos de productos quimicos (Rohwedel et al., 2001) en un ensayo que ha sido
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aprobado y validado por el EURL-ECVAM (European Union Reference Laboratory for Alternatives to
Animal Testing) (Genschow et al., 2002; Seiler et al., 2002).

Las células madre podrian jugar un papel importante para evaluar la embriotoxicidad o en la
generacion celular de tejidos adultos para estudiar toxicidad en ella. En la actualidad ya se han usado
las células madre en numerosas aplicaciones en el drea de la Toxicologia; por ejemplo, en el uso de
ESC para la obtencién de cardiomiocitos (Lavon y Benvenisty, 2003), y en la obtencion de
hepatocitos que son de interés en el estudio de la hepatotoxicidad (Ek et al., 2007; Ruch y Trosko,
1999), entre otras (Figura 1.3). Y por ultimo en el uso de células madre adultas para el escrutinio

genotoxico/epigenético de sustancias y toxicologia reproductiva (Trosko et al., 2000), etc.

Otro papel importante de las células madre es que permiten estudiar los efectos de sustancias
quimicas sobre los diferentes procesos de diferenciacién. Ademas, la ventaja de estos modelos es
que permite aproximaciones de genética molecular y un exhaustivo analisis de genes afectados.
También conllevan a un conocimiento de los distintos mecanismos de acciéon subyacentes de los

efectos teratogénicos o embriotdxicos (Estevan et al., 2011b).

Wm Hepatoxicidad
Prueba de Embriotoxicidad

Hepatocitos humanos

O mrza Cardiotoxicidad

Cardinmincitns  humanns

w m Osteotoxicidad

Osteocitos humanos

Células madre embrionarias

‘h‘-b-'---"""

Células madre pluripotentes jlj .;g_’ Neurotoxicidad
Neuronas humanas
Reprogramacion olelolo

BT Dematoxicidad

Células de la piel
Otras ETT®)  Otros 6rganos
células

Células Somaticas

Figura 1.3 Papel de las células madre en los ensayos de toxicidad. Adaptado de Estevan et al.,
2011b.
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1.4 METODOS ALTERNATIVOS PARA ENSAYO DE TOXICIDAD

1.4.1 Definicion del concepto de método alternativo.

Ademas de los ensayos in vivo que implican la utilizacion de animales de experimentacion,
especificamente en el area de la Toxicologia, el desarrollo de técnicas alternativas a la
experimentacion con animales adquiere una mayor relevancia en los ultimos 30 afios. Se define como
método alternativo aquel procedimiento basado en el principio de las 3 Rs (Figura 1.4) postulado por
Russell y Burch en 1959, que implica la utilizacién de métodos que, o bien causen una reduccién del
numero de animales empleados, o bien un reemplazo total de los mismos, o bien un refinamiento del
sufrimiento que se le induce al animal durante el procedimiento, siempre que se obtenga una
informacion igual a la de un ensayo in vivo (Piersma., 2006). Dentro de los métodos alternativos a la
experimentacion animal juegan un papel importante los ensayos in vitro con cultivos celulares. Existe
una fuerte demanda de métodos in vitro validos, fiables y rapidos porque dichos métodos permiten
reducir el numero de animales de experimentacion empleados para estudiar la toxicidad de
compuestos quimicos, disminuyendo el costo econdmico asociado a los ensayos in vivo y el tiempo
necesario para su realizacion, ademas de las connotaciones sociales y éticas relacionadas con la

utilizacion de animales de experimentacion.

PRINCIPIO 3Rs
(Russell y Burch, 1959;
The Principles of Human Experimental Technique)

| N

[ Reduccion ] [Befinamiento]

[ Reemplazo ]

Figura 1.4. Principio de las 3 Rs.

1.4.2 Métodos alternativos disponibles

El uso de los animales de experimentacién sigue siendo la base principal en muchos temas de
investigacion en ciencias biomédicas, por lo que es necesario su uso, aunque lo ideal es su
substitucion por métodos 3Rs. Entre los métodos alternativos posibles podemos destacar los modelos
matematicos de prediccidn toxicocinética y de relacion estructura quimica-actividad, mejoras en el

disefio de estudios de animales (reduccion y refinamiento), uso de organismos inferiores no
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protegidos (bacterias, hongos, protozoos, algas, plantas, animales invertebrados) o de vertebrados
en etapas iniciales de desarrollo (peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos) y los métodos in vitro,
que son aquellos que se llevan a cabo fuera del cuerpo del animal (perfusion de érganos, cultivo,
cortes, 6rganos reconstituidos, explantes, micromasas, agregados celulares; cultivo primario de
células, homogeneizados, lineas celulares, transgénesis, sistemas libres de células, entre otros)
(Repetto et al., 2005). Los métodos in vitro no solo son muy importantes desde el punto de vista
aplicado, sino también desde un punto de vista cientifico basico, ya que con ellos es viable una
aproximacion mecanicista molecular y celular que nos aporte las bases cientificas para dar

consistencia a las predicciones resultantes de dichos ensayos in vitro.

1.4.3 Validacion de los métodos alternativos

La validacién es un estudio que establece si un método es aceptable para un propdsito determinado y
que consiste en establecer la fiabilidad y relevancia del método validado. La fiabilidad se refiere a
reproducibilidad y la relevancia a sensibilidad, especificidad y asociacion entre parametros que se
utilizan para determinar dicho efecto toxico. No existen umbrales de fiabilidad y relevancia, y es un
comité de expertos independiente y donde no participan los creadores del método el que determina si
la fiabilidad y relevancia es suficiente para considerar el método como validado. En el caso de la
validacion de métodos alternativos en Toxicologia el valor predictivo se basa en la coincidencia entre
la toxicidad predicha por el método alternativo para un determinado compuesto y la toxicidad
conocida en humanos y en ensayos de animales para ese mismo compuesto. Por lo tanto validar
implica demostrar una predictibilidad similar a la de los ensayos con animales, que por otra parte no
tuvieron un proceso de “validacion” si no de “adopcién” o de “aceptacion” por parte de los paises
miembros de la OECD y/o de la UE.

Los métodos alternativos han de estar validados para ser considerados con finalidades reguladoras.

Dicha validacién se desarrolla siguiendo las etapas descritas en la Figura 1.5.

1 Desarrollo
del método

. s

2 Prevalidacion Refinamiento, trasferenciay
aplicacion del protocolo

3 Validacion Estudio ciego inter-laboratorio

. s

4 Evaluacion 5 Incorporacién ala
independiente legislacion

Figura 1.5. Proceso de validaciéon de métodos alternativos. Tomado de
Repetto et al., (2005).
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La validez de un ensayo de toxicidad por ejemplo, depende de dos principales factores: (a)

reproducibilidad, y; (b) valor predictivo.

La reproducibilidad se refiere no sélo a los resultados dentro de un laboratorio, sino que la prueba
debe dar resultados comparables en los diferentes laboratorios, es decir que el ensayo en cuestion
tenga la capacidad de ser replicado y arroje los mismos resultados independientemente del lugar en
donde se realice. El valor predictivo debe ser definido por comparacién de los resultados in vitro con

los ya existentes datos in vivo (Piersma., 2006).

Asi pues, se puede dar el caso de que un método alternativo sea valido, es decir, que ofrezca
resultados altamente reproducibles y de un gran valor predictivo, pero que no haya sido validado; es

decir, que no haya sido sometido al correspondiente estudio ciego inter-laboratorio (Figura 1.5)

El 24 de noviembre de 1986 la Union Europea establecio la Directiva 86/609/CEE para la proteccion
de los animales utilizados en experimentacion u otros fines cientificos a fin de garantizar que se les
conceda la atencion adecuada, sin causarles ningun dolor ni sufrimiento innecesario. La participacion
de la Comisién Europea en actividades encaminadas a la validacion de métodos alternativos a la
experimentacién con animales comenzd en 1991 con la creacién del Centro Europeo para la

Validacion de Métodos Alternativos (ECVAM), organizado por el JRC (Joint Research Centre).

Después de algunos afos la nueva Directiva Europea 2010/63/UE fue presentada por la Comision
Europea en noviembre 2010 a los diferentes estados miembros iniciandose el periodo de
implementacion de esta Directiva en sus respectivas legislaciones nacionales. A partir del afio 2011 el
ECVAM pasoé a ser European Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing (EURL
ECVAM).

Algunas de las funciones del EURL ECVAM son promover la aceptacion cientifica y reguladora de las
pruebas sin el uso de animales de experimentaciéon por medio de la investigacion, el desarrollo y
validacion de métodos y el establecimiento de una base de datos especializada con el fin de
coordinar a nivel europeo la evaluacion independiente de la relevancia y fiabilidad de las pruebas
para fines especificos. Asi mismo, EURL ECVAM también sirve de apoyo a los estados miembros de

la UE y es el centro de referencia internacional para coordinar la validaciéon de métodos alternativos.

Si un método alternativo ha sido validado y es suficientemente fiable como para ser incorporado a la
legislacion, los ensayos realizados en el campo de Toxicologia al desarrollo, que arrojen un resultado
positivo permitirian clasificar un compuesto directamente como toéxico a la reproduccion sin necesidad

de realizar ensayos con animales.

Aunque, un resultado negativo en principio puede usarse para no clasificacion, dificimente pueden

suprimir la necesidad de hacer ensayos con animales, para la autorizacién definitiva de
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comercializacion de una sustancia, ahora bien, si permitiria que estos ensayos fueran mas dirigidos y
reducidos, disminuyendo en cualquier caso el numero de animales necesarios en la evaluaciéon de

seguridad de una sustancia quimica.

Sin embargo, la validacién de algunos métodos alternativos a la experimentacién animal en la
toxicologia al desarrollo no permite garantizar la inocuidad de los productos quimicos debido a la
relativa complejidad de los mamiferos en la etapa de desarrollo. Las pruebas in vitro permiten
unicamente el estudio de los efectos de un solo mecanismo, por ejemplo en la proliferacién celular,
diferenciacion celular u cualquier otro proceso celular importante. Carecen de la interaccion entre los
diferentes mecanismos de regulacion y formacion de patrones en la embriogénesis que son cruciales

para el desarrollo (Piersma., 2006).

1.4.4 Necesidad de métodos alternativos de ensayo de toxicidad a la reproduccion y al

desarrollo

Los reglamentos establecidos en todos los paises desarrollados requieren estudios in vivo sobre la
toxicidad a la reproduccion con el objetivo de realizar la necesaria evaluacion de riesgos antes de
registrar y autorizar el uso de productos quimicos de mediano y alto volumen de produccion. Estos
estudios suponen la utilizacion de un gran nuimero de animales de experimentaciéon con las
correspondientes implicaciones éticas, cientificas, logisticas y econdmicas (Pamies et al., 2011;
Pamies et al., 2012). El Reglamento REACH regula el “Registro, la evaluacion, la autorizacion y la
restriccion de las sustancias y los preparados quimicos”, para garantizar un elevado nivel de
protecciéon para la salud humana y del medio ambiente, por lo tanto intensifica en el uso de la
experimentacion con animales de manera importante, y por ello es necesario una accion inmediata
para la introduccién de métodos alternativos validos (Piersma., 2006). Se ha estimado el nimero de
animales necesarios y el costo econdmico para realizar un conjunto basico de ensayos para pruebas

de toxicidad en la reproduccioén (Tabla 1.3).

Teniendo en cuenta las cifras descritas en la Tabla 1.3, es facil de entender que son necesarios
modelos alternativos in vitro, seguros y fiables para los ensayos de toxicologia a la reproduccion y al
desarrollo, siendo particularmente bienvenidos los métodos de embriotoxicidad. Estos modelos
pueden ser especialmente relevantes para el proceso de deteccidn masiva de alto rendimiento
realizada en las etapas iniciales del desarrollo de moléculas empleadas como biocidas, cosméticos,

aditivos alimentarios, entre otros.

Algunas de las aplicaciones potenciales de métodos alternativos a la experimentacion animal para
evaluar toxicidad a la reproduccién serian: i) comparar el potencial de toxicidad para el desarrollo de
un nuevo producto quimico que es sdélo una ligera modificacién de una sustancia quimica existente
que ya ha sido probado in vivo; y ii) la evaluacién de compuestos para los que la prueba no se realiza

rutinariamente por lo general ya que la exposicién anticipada es muy baja (Spielmann., 2005).

21



Introduccién

Por otra parte, es notable una falta de protocolos adoptados in vivo para ensayar exclusivamente los
efectos toxicos que se ejercen sobre la progenie en el primer periodo de la gestacion, entre la
implantacion y la organogénesis; siendo un aspecto relevante ya que una directriz para este
propdsito permitiria la valoracion de toxicidad implicada en las primeras etapas de desarrollo sin
esperar a que ocurra teratogenicidad, asi que éstas tienen que ser analizadas por la directriz de la
OCDE 416 (Pamies et al., 2011; Pamies et al., 2017).

Tabla 1.3 Costo y numero de animales requerido en las pruebas de toxicologia reproductiva. Estimacién
economica realizada por Fleischer (2007) en la segunda mitad de 2004. Numero de animales estimado por
Hofer et al., 2004.

OECD OBJETIVO ANIMALES COSTO (€)

- Rata: 63.100
414 Teratogenicidad 150 Conejo: 92.500
416 Toxicidad a la reproduccién en (2 generaciones) 3200 327.975
421 Escrutinio a la reproduccién y desarrollo 560 54.597
443 Toxicidad a la reproduccion (1 generacién extendida) 412 92.000
426 Neurotoxicidad al desarrollo 1.400 1.100
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1.5 METODOS IN VITRO PARA ENSAYO DE TOXICIDAD AL DESARROLLO

1.5.1 Los métodos disponibles y estado de validaciéon

Las principales alternativas disponibles actualmente para el ensayo de toxicidad al desarrollo se
muestran en la Tabla 1.4, clasificadas segun que evallien embriotoxicidad o la teratogenicidad. Los
ensayos de embriotoxicidad son ensayos in vitro con células madre embrionarias, en los que se
estudian alteraciones en la diferenciacion celular, mientras que los ensayos de teratogenicidad se
basan en la exposicion in vitro o ex vivo de embriones de peces, anfibios o roedores o bien en la
diferenciacion de células de embrién de 14 dias, en el caso del método de las micromasas. En la

Tabla 1.5 se muestran y resumen los ensayos diferenciando entre validados y no validados.

Tabla 1.4. Principales alternativas disponibles para el ensayo de toxicidad al desarrollo.

EMBRIOTOXICIDAD TERATOGENICIDAD
e  Células madre embrionarias D3 (EST) e Micromasas (rata, raton, pollo) (MM)
e Células adheridas en diferenciacién y e Embrién entero en cultivo (rata, raton)

citotoxicidad (ACDC) (WEC)
Embriones de pez cebra (Dario rerio)
Embriones de rana Xenopus (FETAX)
e Ensayo con células de carcinoma
embrionario

Los métodos clasificados en la Tabla 1.4 para “embriotoxicidad” se basan en observar alteraciones en
la diferenciacion celular. El ensayo mas empleado es el de las células madre embrionarias de ratén
D3 (EST). Recientemente, también esta tomando cierto auge el ensayo de células adheridas en
diferenciacion y citotoxicidad (conocido por su acrénimo del inglés ACDC), basado en los mismos
principios del EST, pero empleando la linea celular J1. Ambos métodos (EST y ACDC), presentan la

ventaja sobre el resto de métodos que reemplazan totalmente la experimentacion animal.

Los métodos considerados de “teratogenicidad” presentados en la Tabla 1.4, implican observaciones
de procesos mas complejos que incluyen formacion de tejidos, érganos y alteraciones morfologicas.
Los métodos para ensayos de teratogenicidad de las micromasas (MM) y del cultivo de embriones
enteros (WEC) de rata se encuentran ambos validados por el EURL-ECVAM, aunque sus
prestaciones todavia no son suficientes para ser utilizado con finalidad reguladora (Balls, 2002). El
ensayo de pez cebra (Dario rerio), se ha incorporado a la nueva guia OECD 236. Ninguno de estos
ensayos reemplaza totalmente la experimentacion animal aunque si reduce el nimero de animales
necesarios frente a los protocolos in vivo de la OECD, a la vez que refina estos procedimientos,
porque la exposicién a las sustancias se efectua in vitro o ex vivo. Ademas, los procedimientos de
FETAX, WEC y pez cebra, presentan la ventaja de que permiten determinar anormalidades

morfolégicas.
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Tabla 1.5. Métodos alternativos para la prueba de toxicidad al desarrollo.

ESTADO NOMBRE CARACTERISTICAS VALIDEZ CIENTIFICA
VALIDADOS Embriones Utiliza embriones enteros de rata Para distinguir los compuestos evaluados en
enteros en con 9.5 dias de gestacion. tres categorias (no embriotoxicos,
cultivo (WEC) embriotdxicos débiles y embriotoxicos
Extraccion del utero: cultivo de los fuertes).
embriones durante 48 h (exposicién
a la sustancia embriotoxicos en Prediccién global del método: 71%
frascos cerrados con variaciones en
la presion parcial de O, y CO,) Prediccién del método para embriotoxicos
fuertes, débiles y no embriotéxicos: 100, 65
y 70%, respectivamente.
Prueba de las Requieren material de origen animal, = Aceptado Unicamente para la identificacién
micromasas sacrificio de los animales al dia 14. de los compuestos embriotoxicos fuertes.
(MM)
Aislamiento de los esbozos y cultivo Prediccién global del método: 80%
de las células durante 5 dias de
exposicion. Prediccién del método para embriotoxicos
fuertes, débiles y no embriotéxicos: 100, 71
No hay diferenciacion a otros linajes.  y 57%, respectivamente.
Prueba con Utiliza lineas celulares permanentes Para distinguir los compuestos evaluados en
células madre de raton: D3 (células madre tres categorias (no embriotoxicos,
embrionarias de  embrionarias) y 3T3 (fibroblastos). embriotdxicos débiles y embriotoxicos
ratén (EST) fuertes).
No usa animales (células en cultivo)
Prediccién global del método: 78%
Evalua citotoxicidad y diferenciacion
de las células embrionarias a Prediccién del método para embriotdxicos
cardiomiocitos. fuertes, débiles y no embriotéxicos: 100, 70
__________________________________________________________________________ Y.72%, respectivamente. .
SIN VALIDAR Ensayo de Se basa en el estudio del efecto Se ha demostrado cientificamente su
embriotoxicidad sobre los embriones como validez.

con pez cebra
(Danio rerio)

Ensayo de
teratogénesis
con embrién de
rana (FETAX)

consecuencia de exposicion durante
48 h.

Posibilidad de acoplar un sistema de
activacion metabdlica.

Analiza mecanismos de la
teratogénesis y cambios en la
expresion génica de los diferentes
genes marcadores.

Evalua las alteraciones en el
desarrollo de los vertebrados.

Utiliza embriones enteros.

Embriones de los anfibios son muy
sensibles a los productos quimicos.
Posibilidad de acoplar un sistema de
activacion metabdlica.

Se considera como una prueba in vitro y se
acepta como un método alternativo a la
experimentacion animal.

Se ha establecido guia OCDE 236

En el afo 2000 expertos cientificos
concluyeron que el ensayo de FETAX no
esta lo suficientemente validado y no es
6ptimo para su uso reglamentario.

Entre el periodo de 1996 al

2000, el EURL ECVAM patrociné los estudios de prevalidacion y

validacion de los métodos WEC, MM y EST (Spielmann., 2005). Estos tres métodos aplican el

principio de las 3Rs y por tanto se incluyen dentro de los llamados métodos alternativos validados

(Tabla 1.5). También comparten un enfoque comun basado en la obtencién de los registros de sus

respectivos criterios de valoracién y el posterior andlisis mediante tres algoritmos matematicos que

permiten asignar al compuesto evaluado la categoria de no embriotdxico, embriotoxico débil o

embriotoxico fuerte (Pamies et al., 2011; Pamies et al., 2017).

Resulta evidente que dentro de los métodos alternativos, los métodos in vitro basados en el uso de

cultivos celulares juegan un papel importante ya que reemplazan totalmente el uso de animales de

experimentacion.
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1.5.2 Descripcion resumida de los métodos disponibles

Método de las células madre embrionarias de ratén (EST)

Es el Unico de los métodos validados que suprime totalmente el uso de animales pues utiliza dos
lineas celulares permanentes, la linea D3 de células madre embrionarias de ratén, que se pueden
mantener en la etapa indiferenciada en presencia de la citoquina factor de inhibiciéon de la leucemia
(LIF); y otra linea celular adulta de ratén, los fibroblastos 3T3. Es posible determinar el potencial
embriotdxico de los productos quimicos ensayados mediante el método EST evaluando la inhibicion
de la diferenciacion espontanea de las células D3 a cardiomiocitos latientes y las alteraciones de
viabilidad de las células D3 y de la linea celular 3T3 tras exposicidon cronica durante 10 dias.
Utilizando estos tres parametros se aplica una funcién estadistica capaz de discriminar entre tres
diferentes niveles de embriotoxicidad: no embriotoxicidad, embriotoxicidad débil y embriotoxicidad
fuerte (Spielmann et al., 1997). EURL-ECVAM considera que el método es susceptible de mejora y
todavia no esta listo para ser utilizado para finalidades reguladoras (Balls, 2002). La mejora de este
método es el objetivo fundamental de la presente Tesis Doctoral, por lo que este método se

describira mas en detalle en el siguiente capitulo de esta memoria.

Método de células adheridas en diferenciacion y citotoxicidad (ACDC)

El método de adherencia celular y citotoxicidad (Barrier et al., 2011) es una variante del método EST.
Utiliza células madre de raton de la linea J1, consideradas genéticamente mas estables que las
células D3. Como criterio de cuantificacion de alteraciones en la diferenciacion de células
pluripotentes J1 hacia cardiomiocitos mide la expresion de la proteina mayoritaria en musculo
cardiaco, la cadena pesada de la miosina. La principal ventaja de este método sobre el EST es que
permite la determinacién de ambos parametros sobre el mismo cultivo celular, y reduce el tiempo del
ensayo. Este método demostré ser adecuado para ensayar los efectos de los acidos haloacéticos y

sus principales metabolitos (Jeffay et al., 2010), pero aun no ha sido validado.

Método de las micromasas (MM)

Utiliza cultivos primarios de los esbozos de las extremidades anteriores de embriones de rata de 14
dias de gestacion. Este método se basa en determinar el grado de proliferacion del cultivo primario y
la alteracion del proceso de diferenciacion a tejido cartilaginoso, que es un paso fundamental en la
generacion del esqueleto, la proliferacion y diferenciacion celular y en las comunicaciones célula-
célula y célula-matriz-extracelular. Durante 5 dias, los cultivos primarios se exponen y finalmente se
determina mediante un colorante marcador especifico de cartilago, la concentracion del compuesto
capaz de inhibir un 50% la diferenciacién (ECVAM., 2006a). Este pardmetro y un algoritmo

matematico permite clasificar el compuesto evaluado en no embriotdxico, embriotéxico débil o
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embriotdéxico fuerte. Este método también se ha utilizado empleando las mismas células de

embriones de pollo, pero en este caso el método no ha seguido un proceso de validacién.

Método del cultivo de embriones enteros (WEC)

Este método se basa en la exposicion ex-vivo de embriones de rata durante el periodo en que
ocurren los procesos mas relevantes de la organogénesis, como la formacion del corazén, formacion
de ojos y oidos, cierre del tubo neural, el brote de las extremidades, etc. Se determinan las
anormalidades morfolégicas de cada embrién expuesto de acuerdo a los parametros funcionales,
morfologicos y de malformaciones, para determinar los parametros de ICnoec TMS (concentracion
mas baja que no causa anomalias morfologicas observables) e ICyax (Ila mas baja concentracion que
causa la maxima tasa de malformaciones) (ECVAM.,2006b). Sobre la base de estos parametros un
algoritmo matematico permite clasificar el compuesto evaluado en no embriotéxico, embriotéxico débil

o embriotoxico fuerte.

Ensayo de teratogénesis con embriones de rana Xenopus (FETAX)

Este método utiliza embriones de sapo de ufas sudafricano (Xenopus laevis) como material bioldgico
(Bantle et al., 1990; Fort et al., 1990; 1998, 2000). Los embriones seleccionados se exponen al
compuesto cuya toxicidad se desea evaluar, tras lo cual se determina la mortalidad, las
malformaciones, el crecimiento (distancia entre la cola y la cabeza), la concentracién minima que
inhibe el crecimiento y el indice de teratogenia (relacion entre la concentracién que causa mortalidad
al 50% de los embriones y la concentracion que causa anormalidades morfolégicas en el 50% de los
embriones) (Bantle et al., 1998; 1996). Las primeras 96 horas del desarrollo embrionario en Xenopus
laevis, son semejantes a muchos de los procesos principales de la organogénesis humana
(NICEATM, 2000). Sin embargo, otros autores sugieren que otras especies de Xenopus como
Xenopus tropicalis también puede ser utilizado de manera efectiva para estudios de teratogénesis
(Fort et al., 2004). El ensayo FETAX proporciona validez cientifica y puede ser usado para la
identificacion de riesgos para la salud humana y el medio ambiente (Baccheta et al., 2008; Bosisio et
al., 2009; Longo et al., 2008).

Prueba de embriotoxicidad en pez cebra (Dario rerio)

El teledsteo pez cebra (Danio rerio) es un organismo frecuentemente usado en estudios de
toxicologia general y del desarrollo (Froehlicher et al., 2009), neurotoxicologia (Anichtchik et al., 2004;
Bretaud et al., 2004; Linney et al., 2004) y también en otras ciencias basicas como embriologia (Ticho
et al., 1996). Este organismo es un modelo muy util y apropiado gracias a su pequefio tamafo, facil
mantenimiento, facil reproduccién y alta tasa de natalidad (una hembra puede poner hasta 400
huevos por semana) (Laale, 1977). Su patrén de desarrollo morfolégico esta bien establecido y
sucede en un periodo de tiempo muy reducido (72 horas desde la formacion del cigoto hasta la

eclosién de los huevos). Otra ventaja es que los embriones de pez cebra son transparentes, lo que
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facilita su observacién morfolégica. Por las caracteristicas anteriormente mencionadas, el pez cebra
(Danio rerio) esta emergiendo como un candidato muy prometedor de modelo animal vertebrado,
capaz de llenar el vacio entre los ensayos celulares in vitro y las pruebas preclinicas convencionales,
ya que ademas esta prueba ha demostrado ser eficiente para la deteccidon de toxicidad (Beker van
Woudenberg et al., 2014).

El desarrollo embrionario del pez cebra es particularmente rapido y esta dividido en siete periodos:
cigoto, divisién, blastula, gastrula, segmentacion, faringula y periodos de eclosion. El cigoto es
formado inmediatamente después de la unién de la hembra con los gametos masculinos. La division
es producida entre 45 min y 2 horas y consiste de una serie de divisiones mitéticas que permiten la
diferenciacion y formacion de la blastula. La formacion de la blastula es producida entre 2 y 4 horas y
forma una capa de células. La gastrula es producida alrededor de las 10 horas después de la
fertilizacion y consiste en la migracion de células que forman diferentes estructuras que resultan en la
formacion de tres capas primarias, ectodermo, endodermo y mesodermo. La segmentacion es un
proceso morfogenético donde se desarrollan las somitas e inicia los rudimentos de los 6rganos

primarios, el tallo se convierte mas prominente y se forma un embrién de pez cebra.

El método esta basado sobre el efecto que puede producir la exposicion de diferentes quimicos sobre
los embriones de Dario rerio durante un periodo de 48 horas post-fertilizacion, tras lo cual se
determinan los diferentes parametros morfométricos que se desee analizar (Busquet et al., 2008). En
los ultimos afios se han dado a conocer un gran numero de genes relacionados con funciones
mecanoreceptoras (Li et al., 2010), lo que permite que este método pueda también ser utilizado para
la deteccion de sustancias quimicas con efectos en el desarrollo de las funciones neurosensoriales.
Ademas, el genoma completo de este organismo es conocido, lo que permite la deteccion de
variaciones en la expresion génica que ayuda a descifrar los diferentes mecanismos de accion de los
compuestos téxicos (Pamies et al., 2011; Pamies et al., 2017).
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1.6 METODO DE LAS CELULAS MADRE EMBRIONARIAS (EST)

En el apartado 1.5 se han descrito brevemente los diferentes métodos in vitro disponibles de
embriotoxicidad. Dado que el objetivo de este trabajo esta en la implementaciéon molecular del método

EST, éste se describe aqui en mas detalle.
1.6.1 Antecedentes del EST

La prueba de las células madre embrionarias (EST, por Embryonic Stem cell Test), fue desarrollada

como un nuevo método para evaluar la embriotoxicidad in vitro (Spielmann et al., 2006).

Las células madre embrionarias se consideran una alternativa importante para el desarrollo de
métodos de deteccidn in vitro de embriotoxicidad ya que son un modelo muy util para el conocimiento
de numerosos factores implicados en las fases iniciales de la embriogénesis. Como se comentd
anteriormente una de las caracteristicas de las ESC es que bajo ciertas condiciones pueden formar
EBs, mediante diferenciacion espontanea in vitro, y luego de un periodo de tiempo en cultivo aparecen
derivados celulares de las tres capas embrionarias, que por ultimo generan tipos celulares
diferenciados de varios linajes (Dvash y Benvenisty., 2004). Por esta razon las ESC, son utilizadas
como una herramienta para observar el efecto que los compuestos quimicos pueden causar en los
diferentes estadios del desarrollo embrionario ya que la perturbacion de estos procesos ya sea
mediante un estimulo quimico inapropiado como por ejemplo un producto toxico puede desencadenar
una diferenciacion inapropiada generando alteraciones en la formaciéon del cuerpo embrionario,
causando embriotoxicidad y la generacién de malformaciones que conllevan a que se presente
teratogenicidad; por lo tanto las ESC se pueden considerar como una alternativa in vitro a los
ensayos con animales para estudios de embriotoxicidad (Rohwedel et al., 2001). Ademas de lo
anterior, las células madre embrionarias se usan en el método EST que fue adoptado y validado por
el ECVAM (Genschow et al., 2002).

Algunos grupos de investigacion han utilizado las ESC de ratéon para establecer ensayos de
embriotoxicidad in vitro comparando la citotoxicidad en ESC con citotoxicidad en fibroblastos de raton
(células adultas) con el fin de evaluar el potencial embriotoxico de los agentes teratogénicos. Los
resultados de estos estudios mostraron que las ESC fueron mas sensibles a algunos agentes
embriotdxicos in vivo que lo fibroblastos. Asi, la citotoxicidad en células embrionarias y adultas fue un
aspecto importante a considerar permitiendo la posterior clasificacion de los compuestos en

categorias de embriotoxicidad (Laschinsky et al., 1991; Estevan C. et al, 2011a).

El objetivo fundamental de la presente tesis de Doctorado es de proponer mejoras al método EST,
este método suprime totalmente la experimentacion animal, utiliza lineas celulares permanentes de
ratén, e intenta determinar el potencial embriotoxico de los productos quimicos ensayados

(contaminantes ambientales, aditivos alimentarios, productos industriales, agricolas y medicamentos)
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sobre la base de la evaluacion de la inhibicion de la diferenciacion de las células ESC D3 (que
representarian tejidos embrionarios en el proceso de desarrollo) y las alteraciones de viabilidad de
estas células D3 y de la linea celular de fibroblastos de ratén 3T3 utilizada como modelo de célula no

diferenciante (Spielmann et al., 1997).

La linea de células embrionarias D3 se pueden mantener en la etapa indiferenciada en presencia del
factor de inhibicion de la leucemia (LIF). Cuando se elimina este LIF las células madre embrionarias
forman EBs, los cuales se diferencian hacia los linajes de células embrionarias importantes. Por lo
tanto, esta prueba fue desarrollada cuando se descubrié que las ESC de ratdn de la linea D3 eran
capaces de formar EBs latientes en ausencia del LIF después de 10 dias de cultivo en diferenciacion

espontanea (Spielmann et al., 1997).

1.6.2 Fundamento del EST

Esta prueba se basa en la determinacion de importantes parametros del desarrollo embrionario. Las
ESC presentan alteraciones en su patrén de diferenciacion in vitro cuando son expuestas a productos
quimicos embriotdxicos durante la diferenciacion de los EBs (Wobus et al., 1994). Especificamente, el
método EST se basa en el potencial de las ESC de ratéon de la linea D3 en diferenciarse en
cardiomiocitos latientes, y en determinar la alteracién de dicha diferenciacion celular causada por la
exposicién a productos quimicos, junto con las alteraciones de viabilidad de estas células D3 y de un
modelo de linea celular adulta (fibroblastos 3T3). El estudio de la inhibicion de la diferenciacion se
combina con el estudio de las diferencias de sensibilidad entre las células embrionarias y adultas y
los posibles dafios citotoxicos. La prueba se desarrollé al descubrir que las ESC de ratdon de la linea
D3, son capaces de formar EBs latientes después de 10 dias de cultivo en diferenciacién espontanea
(Estevan et al, 2011a).

El ensayo EST consiste en el anadlisis morfolégico de los cardiomiocitos latientes luego de la
diferenciacion de los EBs. La inhibicién de la diferenciacion de células D3 y la citotoxicidad de las
células D3 y 3T3 son los tres parametros seleccionados en la prueba EST para la prediccion del
potencial embriotoxico de los productos quimicos (Spielmann et al., 1997; Genschow et al, 2000;
ECVAM., 2006c).

1.6.3 Procedimiento detallado para el analisis de la diferenciacién celular en el método EST

Para analizar las alteraciones en la diferenciacion celular se deben ensayar de seis a ocho diferentes
concentraciones (mas el control) separadas por un factor de dilucion entre 1.2-3 cubriendo todo
el rango de concentraciones relevante para la citotoxicidad. EI medio de cultivo (sin LIF) se
preparara conteniendo las concentraciones del compuesto a evaluar o en ausencia del mismo en el
caso de las muestras control. En el dia 0 se dispensan sobre la cara interna de la tapa de una placa

Petri de 100 mm (al menos 24 por cada concentracion de ensayo) gotas de 20 ul de una

29



Introduccién

suspension celular de 37500 células D3/ml (asi pues conteniendo cada gota 750 células D3)
preparada en medio de cultivo (sin LIF para iniciar la diferenciacion espontanea) y con la
concentracion deseada del compuesto a evaluar. Posteriormente las tapas de las placas Petri
conteniendo las gotas se colocan en su posicidn normal de manera cuidadosa sin deformar ni
mezclar las gotas, mientras que la parte inferior de la placa Petri se llena con 5 ml de solucién
salina. Las gotas colgantes (“hanging-drops”) (Wobus et al., 1994) asi generadas se mantienen en

esta posicién durante 3 dias a 37 °C en presencia de atmdsfera de 5% de CO, (Figura 1.6A).

Al dia 3 las gotas colgantes son transferidas por arrastre manteniendo la tapa inclinada en un angulo
de 45° para facilitar el lavado de los EBs y su desplazamiento hacia la parte inferior, los EBs se
transfieren suavemente a una placa de Petri de 60 mm con 5 ml de medio de cultivo recién preparado
conteniendo el producto quimico a evaluar en cada caso (Figura 1.6B). Para el dia 5, los EBs asi
generados se transfieren a una placa de 24 pocillos (1 cuerpo embrionario por pocillo) que contiene 1
ml de medio fresco con la sustancia de ensayo en cada pocillo (Figura 1.6C). Después de otros cinco
dias de cultivo (dia 10) los EBs deben haberse diferenciado en cardiomiocitos latientes contractiles y
su numero se determina bajo el microscopio 6ptico, tomando nota del niumero de pocillos que
contienen células con contraccion de forma espontanea. Se calcula la IDsy (concentracion capaz de
inhibir la diferenciacién a cardiomiocitos latientes en un 50%) representando el porcentaje de
inhibicion de la diferenciacion con respecto a la concentracion del compuesto evaluado (Spielmann et
al., 1997; Genschow et al., 2000 y 2002).

Ademas del compuesto a evaluar el ensayo se valida probando los compuestos 5-fluorouracilo (5-FU)
y penicilina-G (PG) como controles positivo y negativo, respectivamente. El primero es un
embriotoxico fuerte, pues una concentracion de 5-FU entre 48 y 60 ng/ml es capaz de inhibir la
diferenciacion del 50% de los EBs, mientras que el segundo de los compuestos no es embriotdxico y
por lo tanto no alterara significativamente la diferenciacion de los cuerpos embrionarios a una
concentracion tan elevada como 1 mg/ml de PG. El ensayo es aceptable cuando al menos 21 de los
24 EBs control presentan latido. Se deben realizar al menos dos experimentos independientes que
cumplan con estos criterios de calidad para dar validez a los resultados (Pamies et al., 2011; Pamies
et al., 2017; ECVAM., 2006a).

El proceso experimental de generacion de cardiomiocitos latientes para el método EST se muestra en

un video en: https://www.youtube.com/watch?v=-gPxGM606Ms
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Figura 1.6. Generacion de cuerpos embrionarios mediante
cultivo en “gotas colgantes” (Panel A), Cultivo en
suspension: diferenciacion en cuerpos embrionarios “EBs”
(Panel B). Los “EBs” se adhieren a la parte inferior de la placa
y se diferencian en cardiomiocitos latientes (Panel C).
(Tomado de Spielmann et al., 1997).

1.6.4 Procedimiento para el ensayo de citotoxicidad en el método EST

La citotoxicidad de las células 3T3 y D3 deben ser inicialmente analizadas en un estudio preliminar
que abarca como concentracion mas alta el limite de solubilidad del compuesto mas 8 diferentes
diluciones escalonadas con un factor de 10. El experimento principal se realiza con 7 concentraciones
cubriendo el rango relevante de dosis citotdxicas determinadas en el estudio preliminar. El
experimento se inicia con la siembra de 500 células 3T3 o D3 en placas de 96 pocillos, con medio de
cultivo sin LIF y con la concentracion adecuada de la sustancia de ensayo. Una vez sembradas las
células se incuban durante 10 dias con cambios de medio en los mismos momentos del cultivo que
en la prueba de diferenciacién (los dias 3 y 5). La viabilidad de las células expuestas se prueba en el
dia 10 mediante el método MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Spielmann
et al., 2006).

El ensayo MTT se basa en la determinacion colorimétrica del formazan formado en la mitocondria a
partir del MTT empleado como sustrato. EI MTT-tetrazolio en su forma oxidada ingresa en la
célula por endocitosis y penetra en la matriz mitocondrial donde actia como sustrato artificial para las
deshidrogenasas mitocondriales del ciclo de &cido citrico, compitiendo con el sustrato natural en su

reduccion a formazan, utilizando NADH o FADH, como cofactor (Figura 1.7). La cuantificacion de la
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citotoxicidad se basa en el metabolismo de la sal de tetrazolio; es decir la cantidad de formazan
formado esta directamente relacionada con el numero de células viables, y es un reflejo tanto de la
integridad mitocondrial como del nivel de funcionalidad de las deshidrogenasas mitocondriales
(Borenfreud et al., 1988). Por lo tanto, una disminucion en la produccion de formazan es un indicativo
de alteracion celular, que puede ser a nivel de la endocitosis del MTT-tetrazolio al interior de la
mitocondria, o del metabolismo de éste dentro de la mitocondria y en cualquiera de ambos casos, de

citotoxicidad.

Deshidrogenasas
mitocondriales

MTT-TETRAZOLIO 7$> FORMAZAN

Sal soluble producto insolubl

Color amarillo color violeta DMSO
NADH NAD*

Aags =040 Nnm

Figura 1.7 Principio del método MTT. Reduccién del MTT-tetrazolio por las deshidrogenasas
mitocondriales.

En el dia 10 de exposicidn se extrae el medio de cultivo de las células que se han fijado al soporte
para realizar la medicion de la viabilidad, se afade el reactivo MTT (1 mg/ml) y se lleva a incubacion
durante 3 horas a 37 °C en atmoésfera de 5% de CO,. Se retira el MTT y se lavan las células con
tampon fosfato salino (PBS). Se anade DMSO para lisar las células, disolver cristales de formazan y
estabilizar el color. Finalmente se registra la absorbancia a 540 nm. La absorbancia a esta longitud de
onda de las células control se considera el 100% de viabilidad, lo que permitira estimar el porcentaje
de viabilidad de los cultivos expuestos a las diferentes concentraciones del compuesto a evaluar

utilizando los correspondientes registros de absorbancia.

La representacion del porcentaje de viabilidad de los cultivos frente a la concentracién de compuesto
a la que han estado expuestos permitird determinar las variables de IC50D3 e IC503T3 como las
concentraciones del compuesto evaluado que reducen al 50% la viabilidad de las células D3 y 3T3,
respectivamente, en las condiciones de ensayo empleadas (ECVAM., 2006a; Estevan et al, 2011b;
Pamies et al., 2011; Pamies et al., 2017).

Se deben realizar al menos 2 ensayos independientes cumpliendo los siguientes criterios de
calidad: i) la concentracién de 5-FU (control positivo) necesario para causar un 50% de citotoxicidad
es de entre 48-86 ng/ml y 120-500 ng/ml para las células 3T3 y D3, respectivamente; ii) el control

negativo (1 mg PG/ml) no afecta significativamente a la viabilidad de las células D3 y 3T3.
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1.6.5 Variables del ensayo EST y funciones estadisticas de prediccion

Las funciones estadisticas de prediccion del potencial embriotoxico de las sustancias evaluadas se
muestran en la Figura 1.8 y requieren de tres diferentes variables. La primera de estas variables es la
IDso, determinada como la concentracion con capacidad para inhibir la diferenciacién del 50% de los
EBs hasta cardiomiocitos latientes. Las otras 2 variables son las IC50D3 y la IC503T3, que indican
respectivamente las concentraciones con capacidad de reducir al 50% la viabilidad de las células D3
y 3T3 tras exposicion crénica durante 10 dias (Genschow et al.,, 2000). Utilizando estos tres
parametros se aplica una funcién estadistica capaz de discriminar entre 3 diferentes niveles de
embriotoxicidad: no embriotoxicidad, embriotoxicidad débil y embriotoxicidad fuerte (Spielmann et al.,

1997), siguiendo los criterios que se describen en la Figura 1.8.

Differentiation test MTT Citotoxicity tests
D3 cells D3 cells 3T3 cells
10 days exposure 10 days exposure 10 days exposure
7 concentrations 7 concentrations 7 concentrations
+ control + control + control
§ S 7
s z z
5 Dy, |3, <Gy 3
g ¢ 3 e 2
S Q = 3
° Concentration ¥ Concentration Concentrz;tion
IC;,D3 IC;,3T3
IDg, 50 50

Linear discriminant functions I, Il and 11l for classification
I: 5.916 log(ICso 3T3) + 3.500 log (ICso D3) - 5.307 [(IC,3T3-IDs) / 1C, 3T3] -15.27
Il: 3.651 log (IC5,3T3) + 2.394 log (IC5o D3) - 2.033 [(IC5(3T3-1Dg) / 1C5, 3T3] - 6.85
l:  -0.125 log (IC,3T3) - 1.917 log (IC5,D3) +1.500 [(IC5,3T3-IDs) / IC5q 3T3] - 2.67

Classification criteria

If I>11 and I>111 Class 1 Not embryotoxic
If I>1 and 11>111 Class 2 Weak embryotoxic
If 1>1 and 1HI>11 Class 3 Strong embryotoxic

Figura 1.8: Funciones lineales de discriminacion y criterios de clasificacion
considerados en el método EST para evaluar la embriotoxicidad potencial de los
productos quimicos. Datos tomados de Genschow et al., 2000. Los parametros IDsg, IC5,D3
e I1C503T3 necesariamente se expresan en ug/ml. (Tomado de Estevan et al, 2011b).
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1.6.6 Variables usadas en el EST modificado en este trabajo

En la presente Tesis de Doctorado los modelos de prediccion validados y algunos criterios
establecidos para la prueba EST se aplicaron con ciertas modificaciones. Se utilizé como variables de
citotoxicidad IC50D3 y IC503T3 como las concentraciones del compuesto ensayado que causan una
disminucién de 50% de la viabilidad de las células D3 y 3T3 en cultivos de monocapa después de 5

dias de exposicioén, respectivamente.

Con el fin de supervisar y estudiar alteraciones en la diferenciacion causadas por la exposicion a
compuestos embriotéxicos, se definieron dos nuevos parametros: CE50 como la concentracion
efectiva de la sustancia que causa una disminucion del 50% en la expresion del gen marcador
biolégico en las células diferenciadas de forma espontanea después de 5 dias de la exposicion; y
CE200 como la concentracion efectiva de la sustancia de ensayo que causa un aumento de 200% en
la expresion del gen marcador bioldgico en las células diferenciadas de forma espontanea después

de 5 dias de exposicion.

Estos nuevos parametros se introdujeron en las funciones discriminantes de la EST validados en
lugar de la variable de ID50 descrita anteriormente (Tabla 1.6). CE50 y CE200 se utilizaron
alternativamente dependiendo del efecto de la sustancia quimica en la expresiéon del gen (sobre-

expresion o reduccién en la expresion).

Tabla 1.6 Funciones lineales de discriminacion y criterios de clasificacion considerados en el método
EST. Evaluacién de la embriotoxicidad potencial de los productos quimicos mediante el empleo de genes
biomarcadores.

I = 5.916 log(IC503T3) + 3.500 log (IC50D3) - 5.307 [(IC503T3 - CE50 0 CE200) / IC503T3] -15.27
Il = 3.651 log (IC503T3) + 2.394 log (IC50D3) - 2.033 [(IC503T3 - CE50 0 CE200) / IC503T3] - 6.85
IIl = -0.125 log (IC503T3) - 1.917 log (IC50D3) +1.500 [(IC503T3 - CE50 o CE200) / IC50 3T3] - 2.67

Embriotoxico fuerte Embriotoxico débil No embriotéxico
1> 1> 1>l
(y) ) )
1>l 1>l 1> Il

1.6.7 Ensayos de pre-validacién y validacion del método EST:

Historia de la estrategia de validacion

La OECD ha sefialado que los ensayos de toxicidad in vitro pueden ser aceptados a efectos de
regulacion sélo después de tener éxito en los estudios de validacion experimental. En este
procedimiento es esencial demostrar que las pruebas de toxicidad in vitro proporcionan el mismo nivel
de prediccion que los experimentos con animales, es decir que los experimentos in vivo (Spielmann y
Liebsch al., 2001). Por tal razén se llevé a cabo un estudio de pre-validacién y validacion de las tres
pruebas de embriotoxicidad in vitro, el cual fue coordinado desde 1997 por el ZEBET (Centro
Nacional de Documentacién y Evaluacion de Métodos Alternativos a la Experimentacion Animal) y

financiado por el ECVAM (Centro Europeo para la Validacién de Métodos Alternativos), cuyo principal

34



Introduccién

objetivo fue determinar la capacidad de discriminacion de estos tres métodos entre compuestos

embriotdxicos fuertes, débiles y compuestos no embriotdxicos.

Este estudio se divididé en varias fases: La primera fase (l): A partir de 1997, fue designada como
fase de pre-validacion, prueba y optimizacién de protocolos, y una exhaustiva busqueda en las bases
de datos in vivo e in vitro de compuestos embriotdxicos. La segunda fase (ll): Desde 1998-2000,
implicd un proceso formal de validacion y se llevo a cabo bajo condiciones de estudio ciego de 20
compuestos quimicos seleccionados de la base de datos los cuales fueron codificados y distribuidos
en los laboratorios participantes. El analisis de datos y la preparacion del informe final se realizaron
durante el periodo de 1999-2000 (Genschow et al., 2002; Brown et al., 2002; Balls, M. 2002).

Cada una de las pruebas se realiz6 en cuatro laboratorios independientes, en un estudio ciego
(Spielmann y Liebsch 2001). En la fase preliminar del estudio (Fase |) de validacion, siete productos
quimicos fueron probados, mientras en la fase final (Fase Il) fueron otros trece los compuestos
quimicos seleccionados de la base de datos para ser evaluados (alcanzandose asi un total de 20

diferentes compuestos entre las fases de pre-validacion y validacion).

El andlisis de los valores de ID50, IC50D3 e IC503T3 obtenidos durante el estudio de pre-validacion
permitieron definir de manera empirica unas funciones bioestadisticas 0 modelos de prediccion (PM)
que permitieran asignar correctamente el potencial embriotéxico de cada compuesto (Genschow et
al., 2000; Spielmann et al., 2006). Los PM desarrollados en la pre-validacion fueron posteriormente

evaluados en la validacion utilizando un nimero mayor de compuestos.

Seleccién de los compuestos quimicos modelo

En 1997 se completd el proceso de seleccion de los compuestos quimicos, primero se seleccionaron
las sustancias problema de una base de datos maestra de los resultados de las pruebas in vivo e in
vitro de toxicidad al desarrollo en 309 productos quimicos que se habian utilizado en estudios de
validacién previos o que se habian sugerido para dicho uso y para lo cual se contaba con datos

humanos.

A partir de esta base de datos, se construyd una lista de cerca de 30 candidatos segun el siguiente

criterio:

Clase 3, EMBRIOTOXICOS FUERTES, se definen como aquellos capaces de inducir alteraciones en

el desarrollo sin efectos toxicos significativos sobre la madre;
Clase 2, EMBRIOTOXICOS DEBILES, son sustancias quimicas de actividad intermedia, y se definen

como aquellos compuestos con actividad embriotéxica a concentraciones que causan también

toxicidad relevante a la madre; y
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Clase 1, NO EMBRIOTOXICOS, aquellos compuestos que inducen pequefias alteraciones en el
desarrollo embrionario a concentraciones que causan una severa alteracion del estado de salud de la

madre.

Debido a que el estudio ECVAM no incluiria la activacién metabdlica, los productos quimicos que se
sabe que requieren activacion para sus efectos en el desarrollo se excluyeron como candidatos,

aunque se incluyeron algunos metabolitos estables y conocidos.

Posteriormente se preseleccionaron los productos quimicos para finalmente seleccionar 20 quimicos
por el ECVAM, para el ensayo de validacion formal, realizado en condiciones de ciego. No hubo
requisitos toxicoldgicos para su inclusidn en la base de datos. Asi que se escogieron por tres razones:
primero, porque habian sido utilizados previamente en los estudios de validacion de las pruebas de
toxicidad en el desarrollo o sugerido por dicho uso, en segundo lugar, porque tenian buen y libre
acceso de datos de toxicidad del desarrollo in vivo, y en tercer lugar, porque se cree que son toxicos
para el desarrollo humano. Los productos quimicos usados anteriormente fueron extraidos de la lista
elaborada por Smith., 1983 (Brown et al., 2002).

Capacidad de prediccién de embriotoxicidad del ensayo EST

La evaluacién del ensayo de validacion de EST con los 20 compuestos modelo elegidos mostré una
exactitud global del 78% (es decir, el 78% de las predicciones eran correctas) (Genschow et al.,
2004). Los registros mas altos de exactitud se registraron para embriotoxicos débiles y fuertes, y
fueron del 83 y 81%, respectivamente. La exactitud mas baja se registré obviamente para los agentes
no embriotéxicos, con un 70%. La predictibilidad para embriotéxicos fuertes fue del 100%. Mientras

que para no embriotéxicos y embriotdxicos débiles fue del 70 y 72%, respectivamente.

36



Introduccién

1.7 LIMITACIONES Y MEJORAS PROPUESTAS AL ENSAYO EST

1.7.1 Limitaciones de la prueba EST

Una de las limitaciones presentadas en el desarrollo de este método es el tiempo de exposiciéon de
las células a las sustancias quimicas de ensayo, siendo relativamente largo pues supone la
exposicion durante 10 dias. El procedimiento del desarrollo del método también resulta laborioso
pues requiere dos cambios de medio de cultivo (dias 3 y 5), que son preparados especialmente con
cada una de las 6-8 diferentes concentraciones de compuesto empleadas en cada ensayo. Ademas,
el método EST requiere también de cultivos celulares en monocapa para la obtencion de IC50D3 y
IC503T3 mediante el ensayo de citotoxicidad del MTT, el cual determina la viabilidad de las células

tras 10 dias de exposicion a la sustancia evaluada.

La complejidad técnica es también un factor a tener en cuenta, porque utiliza cultivos celulares de
EBs en “gota colgante” para las pruebas de alteraciones en la diferenciacion de las células D3. Esto
supone un procedimiento laborioso debido a que se deben sembrar y evaluar individualmente mas de

300 EBs en cada ensayo.

Ademas, la cuantificacion del grado de diferenciacion de los EBs tratado desde células
indiferenciadas hasta cardiomiocitos latientes se basa en la determinacién mediante microscopia
Optica de si el EB generado tras 10 dias de exposiciéon es o no contractil, por lo cual no considera
criterios de valoracion molecular para detectar la diferenciacién cardiaca, siendo esto también una
fuente de variabilidad adicional en la determinacion de la diferenciacion, ya que no se tiene en cuenta
que la diferenciacion del EB puede ser parcial y no total, y que entre los distintos EBs podria haber
diferencias en el area con capacidad de contraccion. Ademas, el EST no proporciona informacion
acerca de las alteraciones morfologicas causadas por el teratdgeno como lo hacen otros métodos por

ejemplo, el método del embrién entero en cultivo (WEC) (Pamies et al., 2011; Pamies et al., 2017).

Como la mayoria de los métodos in vitro, la ausencia de competencia metabdlica en el método EST
es también un factor limitante (Pamies et al., 2011; Pamies et al., 2017). Esta limitacién ha sido
reconocida como otro factor potencial que podria afectar los resultados experimentales del método

EST y la correcta clasificacion de las sustancias analizadas (Verwei et al., 2006).
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1.7.2 Mejoras propuestas para la prueba EST

Mejoras para optimizacion

Aunque el método EST ha pasado ya los correspondientes estudios de pre-validacion y validacion,
ECVAM concluy6 que el método no esta listo para reemplazar a los actuales ensayos con animales
de toxicidad para el desarrollo (Balls., 2002).

El EURL-ECVAM concluyé posteriormente que el método es susceptible de mejoras y todavia no esta
listo para ser utilizado con finalidades reguladoras pues todavia debe mejorar sobre todo en la
discriminacion entre embriotoxicos débiles y no embriotoxicos (Spielmann et al., 2006). Asi, el EURL-
ECVAM ha sugerido varias recomendaciones para mejorar la prueba EST, destacando la necesidad
de criterios de valoracion basados en la cuantificacion de los procesos de diferenciacion mediante la

utilizacion de marcadores especificos.

Para optimizar el funcionamiento del método EST se han propuesto, entre otras, las siguientes

modificaciones:

1) La utilizacién de los datos in vitro en combinacion con estudios de farmacocinética (Verwei et al.,
2006);

2) La optimizacion de los protocolos de cultivo de células D3 (de Smedt et al., 2008; Marx-Stoelting
et al., 2009);

3) La utilizacion de sistemas automatizados de procesamiento de imagenes (Paparella et al., 2002;
Peters et al., 2008);

4) La cuantificacion de la diferenciacion por la expresion de genes como la actina y la cadena
pesada de la miosina (Seiler et al., 2004);

5) La discriminacién entre los efectos sobre la proliferacion y la diferenciacion celular (van Dartel et
al., 2009);

6) El empleo como variable la diferenciacion inducida por factores tréficos apropiados de células D3
hasta células endoteliales y la cuantificacion del grado de dicha diferenciacion por medio de los

marcadores especificos de este linaje (Festag et al., 2007a; Festag et al., 2007b);

7) La cuantificacién de la diferenciacion celular mediante citometria de flujo (Buesen et al., 2009)

8) La sustitucién de las células D3 por otras células troncales embrionarias de raton;

9) La sustitucién de la prueba de MTT para otros ensayos de viabilidad;

10) La generacion de los EBs por agitacion horizontal o en suspensiéon en lugar de las gotas

colgantes; 11) reducir a 2 (si / no) las categorias de embriotoxicidad;

11) ElI empleo de un protocolo de diferenciacion celular que ademas de cardiomiocitos incluye
diferenciacion a tejido neuronal, cartilago, tejido vascular y hueso (Max- Stoelting et al., 2009);

12) La utilizacién de transcriptémica (van Dartel et al., 2010a)

13) Una reduccién del tiempo de exposicion combinada con la utilizacion de la transcriptomica (van
Dartel et al., 2010b);
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14) La mejorar la capacidad de distincion entre embriotoxicos débiles y no embriotdxicos refinando
las funciones estadisticas empleadas en el ensayo original validado y disminuyendo el tiempo de
10 a 5 dias (Di Guglielmo et al., 2010).

Proteémica

También se ha planteado la adaptacion del protocolo EST a lineas de células madre embrionarias
humanas (Stummann et al., 2009) y la medida de alteraciones basadas en protedmica (Osman et al.,
2010). En los ultimos afos, se ha propuesto la evaluacion en los cambios de expresion de los genes
Hand1y Cmyaf, el primero es un factor de transcripcion esencial para el desarrollo del corazén de
los mamiferos, mientras que el segundo, es una proteina implicada en la morfogénesis cardiaca. En
este caso se evalud la capacidad predictiva de ambos genes para la prueba de embriotoxicidad EST.
Los resultados mostraron la expresion de Hand1y Cmya1 desde dia 6 de diferenciacion de células
ES en cardiomiocitos, ademas se demostré que la determinaciéon quimioluminiscente mediante el
ensayo del gen reportero de la luciferasa, incorporando este gen delante del promotor de genes
marcadores de diferenciacion a cardiomiocito (Hand7 y Cmya1) puede facilmente medir la expresion
de estos genes en células ES y ofrecer una alta predictibilidad y precisién en menos tiempo y con

mayor simplicidad en comparacion con el protocolo del método EST original (Suzuki et al., 2011).

Adaptaciones a deteccion de neurotoxicidad

Varios esfuerzos se han realizado para detectar sustancias neurotéxicos en el desarrollo de enfoques
basados en la EST. En este sentido, Theunissen y colaboradores (2010) propusieron un protocolo
abreviado para promover la diferenciacién neuronal y reprimir la diferenciacion mesodérmico
utilizando EB de D3 expuestos a RA. Este modelo fue util para estudiar la neurotoxicidad al desarrollo
de varios productos quimicos como el metilmercurio (Theunissen et al., 2011) y otros como el acido
valpréico (VA), ciproconazol, hexaconazol (Theunissen et al., 2012a), acetaldehido, carbamazepina,
flusilazol, monoethylhexyl ftalato, PG y fenitoina, a través de transcriptomica y el analisis estadistico
de componentes principales (Theunissen et al., 2012b). Se ha demostrado también que un enfoque
combinado que incorpora clasico EST con el enfoque EST neuronal puede mejorar la deteccion toxico

para el desarrollo sobre ensayos individuales (Theunissen et al., 2013).

El EURL-ECVAM ha emitido recomendaciones con el fin de superar algunas de las limitaciones del

método, las cuales incluyen (Spielman et al., 2006):

1) Desarrollar sistemas metabdlicamente activos in vitro que se puedan integrar al método EST;

2) Implementar protocolos de diferenciacién hacia otros linajes (endodermo y ectodermo) ya que el
método actual se enfoca exclusivamente hacia un linaje especifico (diferenciacion a
cardiomiocitos procedentes de mesodermo);

3) Elaborar modelos de prediccion adicionales para fines especificos o clases de compuestos;
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4) Mejorar la cuantificacion de los procesos de diferenciacibn mediante genes marcadores
especificos, métodos de inmunohistoquimica o de citometria de flujo (estos enfoques mejoran la
cuantificacion de las alteraciones en la diferenciacion con respecto al método actual basado en el
simple examen del latido de los cardiomiocitos);

5) Desarrollar modelos matematicos y de farmacocinética para correlacionar las concentraciones de
los productos quimicos a los que se exponen las células en el ensayo in vitro con las
concentraciones alcanzadas in vivo en suero; vy,

6) Desarrollar e integrar un modelo in vitro para analizar el papel de la placenta.

Sobre las aportaciones previas en el grupo de investigacion

En cuanto a estas recomendaciones mencionadas por el ECVAM para mejorar el método EST,
miembros de nuestro grupo de trabajo han realizado algunas aportaciones en lo que se refiere al
punto numero 4 anteriormente descrito. El estudio publicado en la revista International Journal of
Toxicology (Pamies et al., 2010a) evalud la expresién de varios genes en presencia de un amplio
rango de concentraciones de 5FU, un compuesto fuertemente embriotdxico utilizado como agente
quimioterapéutico. El estudio determiné que la exposicion a este compuesto a concentraciones entre
0,01 y 10 nM caus6 una significativa disminucién de la expresion del gen de la a-fetoproteina
(marcador de endodermo visceral) tanto en EBs como en cultivos en monocapa de células D3.
Ademas estas concentraciones fueron muy inferiores a la concentracion de 5-FU que causo6 una
caida total de la viabilidad celular (200 nM). Sin embargo, la expresion de varios genes marcadores
de mesodermo no se afectd significativamente a estas mismas concentraciones, lo que indica una
alta sensibilidad al 5FU de la diferenciacion de las células madre hacia endodermo visceral. Esto
sugiere que la expresion de alfa-fetoproteina podria incluirse en la bateria de genes marcadores a

utilizar en ensayos de embriotoxicidad in vitro con células madre embrionarias (Pamies et al., 2010a).

Aproximaciones planteadas en este trabajo

En este trabajo se plantea estudiar la posibilidad de utilizacién de otros genes marcadores de linajes
celulares diferentes al mesodermo (Spielman et al., 2006), como indicadores de embriotoxicidad, con
un total de 16 genes evaluados. De esta manera, se tuvo en cuenta las recomendaciones del EURL-
ECVAM, en donde se propone la implementacién de cambios en la prueba EST, dirigidos a mejorar la
cuantificacion de las alteraciones en la diferenciacion de las células expuestas a compuestos
potencialmente embriotéxicos mediante genes marcadores de diferenciacion (Spielmann et al., 2006;
Marx-Stoelting et al., 2009). Ademas, consideramos que también seria util una reduccién de la
duracién de la prueba (10 dias a 5 dias) y una simplificacion técnica en los procedimientos, debido a
que el protocolo actual establece cultivos de células D3 en monocapa y el protocolo EST utiliza

cuerpos embrionarios (mas de 300 en cada prueba individual).
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Objetivos

El analisis de los resultados del ensayo de validacion del ensayo EST muestra como la predictibilidad
para embriotoxicos fuertes fue del 100%, mientras que para embriotdxicos débiles y no embriotoxicos
fue del 70 y 72%, respectivamente; lo que llevé a una predictibilidad global del 80% (Pamies et al.,
2011; Pamies et al., 2017). Asi pues, cualquier modificacion del protocolo que ayude a mejorar la
predictibilidad, asi como la robustez de su base cientifica, supondria un impulso notable del método
EST hacia su uso con finalidades reguladoras, al reemplazo de la experimentacion animal y a su

aplicacion en la investigacion basica de fendmenos de embriotoxicidad.

Ademas, en secciones anteriores de esta Memoria de Tesis Doctoral ha quedado suficientemente
justificada la necesidad de mejoras en el método EST convencional reclamada por EURL-ECVAM vy
que se centrarian primordialmente en dos aspectos: 1) la necesidad de monitorizar alteraciones en la
diferenciacién celular de manera mas cuantitativa que la simple determinacién de si el cuerpo
embrionario se ha diferenciado o no en un cardiomiocito latiente; y, 2) la necesidad de introducir
criterios de deteccion de alteraciones en la diferenciacion hacia linajes diferentes del mesodermo

(linaje del cual derivan los cardiomiocitos latientes utilizados actualmente en el ensayo convencional).

Ademas, nosotros también consideramos que una reduccion de la duracién total del ensayo (10 dias
en el protocolo validado) y una simplificacion técnica de los procedimientos también serian

bienvenidas por la Industria y los investigadores que lo utilizan.

Todo ello nos llevé a fijar el objetivo general y los objetivos especificos que se detallan a

continuacion.

Objetivo general

Implementar mejoras en el protocolo del ensayo de embriotoxicidad de las células madre
embrionarias de ratébn que ayuden a mejorar su predictibilidad, reduciendo si es posible su
complejidad técnica y duracién, y que doten al ensayo de una base molecular que facilite su

utilizacion en la investigacion cientifica basica y en aplicaciones reguladoras.

Objetivos especificos

1 Desarrollar y valorar la medida de alteraciones en la expresiéon de genes biomarcadores de
los tres principales linajes embrionarios como criterio de monitorizacién de alteraciones en la
diferenciacion espontanea de células D3 en el ensayo de células madre embrionarias de ratén.

2 Valorar si es posible la utilizacién de la medida de alteraciones en la expresion de genes

biomarcadores de funciones celulares basicas como criterio de monitorizacion de alteraciones en la

diferenciacion espontanea de células D3 en el ensayo de células madre embrionarias de ratén.
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3 Verificar la predictibilidad de los modelos matematicos de prediccion de potencia embriotdxica
del ensayo convencional de embriotoxicidad de células madre embrionarias de ratén sustituyendo el
parametro empleado para monitorizar las alteraciones en la diferenciacién inducidas por agentes

embriotoxicos por parametros relacionados con cambios en la expresion génica.

4 Simplificar la complejidad técnica del ensayo convencional de embriotoxicidad de células

madre embrionarias de ratén utilizando exclusivamente cultivos en monocapa.

5 Reducir la duracion total del ensayo convencional de embriotoxicidad de células madre

embrionarias de ratén de 10 a 5 dias.
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3.1 REACTIVOS Y DISOLUCIONES

3.1.1 Disoluciones de los compuestos modelo

A continuacion, se describe la preparacion de las disoluciones de los compuestos modelo utilizados
en los experimentos de la presente Tesis de Doctorado. De igual manera en la Tabla 3.1 se presenta
la informacién de cada una de las especificaciones técnicas de los compuestos modelo empleados en

este estudio.

5-Fluorouracilo (5-FU): La disoluciéon concentrada inicial (1 mg/ml) de 5-FU, es decir la disolucién
madre, se prepard pesando 22.6 mg de 5-FU y disolviéndolos en 22.6 ml de PBS. Esta disolucion se
conservo a 4 °C. A partir de esta disoluciéon madre de 5-FU se prepararon disoluciones de 10 ug 5-
FU/ml llevando 0.1 ml de disolucion madre a 10 ml de volumen final con PBS. Esta disolucion se filtré

y alicuoté en tubos Eppendorf que se conservaron a 4 °C.

Acido retinoico (RA): Se pesé de 9 mg de RA que se disolvieron en 1 ml de DMSO. Asi la
concentraciéon de la disolucion madre quedd en 9 mg/ml, la cual se llevé a 1 mg/ml y se diluy6é con
DMSO hybri-max filtrado y que posteriormente se pasoé por un filtro de 0.22 uym. La disolucién de 10
pg/ml se hizo adicionando 100 pl de la anterior disolucién (1 mg/ml) a 9.9 ml de DMSO. Fue necesario
hacer una dilucion mas a 1 ug/ml agregando 100 pl de la tercera disolucion (10 pg/ml) a 900 pl de

DMSO. Las disoluciones se conservaron a 4 °C, en tubos Eppendorf oscuros, protegidos de la luz.
Difenilhidantoina (DPH): La solucién stock debe estar a una concentracion de 10 mg/ml. Para
preparar esta concentracion se pesé 103.6 mg de DPH y se agregoé a 10,36 ml de PBS. Se conservo
a4 °C.

Acido valproico (VA): La disolucién stock se preparé a 50 mg/ml en etanol. Se conservé a 4 °C.

Cloruro de litio (LiCl): Se pesaron 8 g de LiCl y se disolvieron en 25 ml de PBS quedando una

concentracion final de 0.32 g/ml. Se conservé a 4 °C.

Penicilina G (PG): La solucién stock de PG fue de 10 mg/ml y se prepard en PBS. Las diferentes

concentraciones del compuesto se utilizaron a 100 mg/ml. Se conservé a 4 °C.
Sacarina: La concentracion inicial fue de 3 mg/ml. Para esto se pesé 30 mg de sacarina y se diluy6

en 10 ml de PBS (filtrado en membrana de 0.25). Se alicuoté en Eppendorf de 1.5 ml. Se conservé a
4 °C.
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Tabla 3.1 Caracteristicas técnicas de los compuestos modelo empleados en esta Tesis Doctoral.

Compuesto Procedencia- Pureza Formula Estructura Quimica,
mo’:le lo Referencia y peso Quimica nombre IUPAC y
molecular (Numero CAS) Sinénimos
[e)
5-fluorouracilo  Sigma-Aldrich >99% C4HsFN20; F\ﬁj\NH
(5-FU) Quimica Espafia (51-21-8) | P
SA. 130,08 g/mol N ©
2,4 -dihidroxi-5 -
Referencia: F6627 fluoropirimidina, 5-
FU/5-fluoro-2, 4 (1H,
3H )-pirimidindiona.
p CHy CHy CH; O
Acido retinoico Sigma-Aldrich >98% C2oH2802 sUARCAUA
(RA) Quimica Espafia OH
S.A. 300,44 g/mol (302-79-4) CH,
Referencia: ChHy
R2625 ATRA/tretinoina/vitamina
A/ acido all-trans -acido
retinoico.
(@]
Difenilhidantoina  Sigma-Aldrich >99% CisH12N20, O NH
(DPH) Quimica Esparia N /&*O
S.A. 252,27 g/mol (630-93-3) O H
Referencia: 5,5-difenil-2,4-
D4505 Imidazolidindiona, 5,5-
difenilhidantoina/fenitoina
3 @]
Acido valproico Fluka >98% CgH1602 HAC
(VA) 144,21 g/mol (99-66-1) ? OH
Referencia: 05194 HaC
3
Acido2- ropilpentanoico/
Cloruro de litio Sigma-Aldrich >99% LiCl
(LiCl) Quimica Espafia 42,39 g/mol (7447-41-8) LiCl
S.A.
Referencia: L9650
0
Penicilina G Fluka >98% C16H17N2NaO4S
(PG) 356,37 g/mol (69-57-8) CHs
Referencia: \)<
CHy
P3032
4"0
0 Na*
Sal sodica de
bencilpenicilina/sal
sadica penicilina G.
@)
Sacarina Sigma-Aldrich >99% C7HsNO3S
g.LKTnica Espafa (183.185) (81-07-2) /N H
S5
Referencia: O o
S6047

Sinénimos: 2,3-dihidroxi-
1,2-benzisotiazol-3-un-
1,1-i6xido/imida del acido
2-sulfobenzoico/O —
benzoico sulfimida.
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3.1.2 Tampones

TBE: Utilizado en la preparacion de los geles de agarosa. Composicion: Tris 100 mM/acido bérico 90
mM/EDTA 2 mM pH 8.3. Producto de la marca PRIME 5; suministrado por Fischer Scientific (Madrid,

Espafa).

TE: Tampon empleado para disolver los cebadores (primers) que luego serian utilizados en la
reaccion de PCR. Se utiliza para disolver el ADN. Composicién: Tris-HCI 10 mM/ EDTA 1 mM, pH 8.

TNE: Se utilizé para la medicion de los acidos ribonucleicos. Composicién: EDTA 1 mM/Trizma Base
0.01 M/NaCl 0.2 M, pH 7,4.

Tampén de carga 6x (Loading Buffer): Compuesto de 20% w/v de Ficoll con 0,25% m/v de azul de

bromofenol y Na,EDTA 10 mM. Suministrado por Invitrogen (Prat de Llobregat, Barcelona, Espafia).
Tampoén fosfato salino (PBS): Se preparé con los siguientes componentes: NaCl 137 mM, KCI 2.7
mM, Na,HPO, 8.1 mM, KH,PO, 1.5 mM, en agua destilada. El pH fue ajustado a 7.4 con HCI 1 M y
fue posteriormente autoclavado. Utilizado en los cultivos celulares para lavar las células.

3.1.3 Reactivos y disoluciones utilizados en cultivos celulares

Agua DEPC: Se prepar6 con 0.1 ml de dietil pirocarbonato suministrado por Sigma-Aldrich Quimica

S.A. (Barcelona, Espafa), llevados a 100 ml con agua destilada.

Medio DMEM Glutamax: Medio DMEM (Dulbeco Modified Eagle Medium) Glutamax, suministrado

por Sigma Aldrich, el cual contiene 4.5 g/l de glucosa. Conservado a 4 °C.

Suero Fetal Bovino (FBS): Fue suministrado por Linus y se conservo a -20 °C.

Tripsina/EDTA: Se utilizdé Trypzean Solution 1x. Es una solucién de tripsina bovina recombinante en
una solucién de PBS sin calcio ni magnesio y con EDTA 1 mM. Almacenado a -20 °C. Suministrado

por Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Barcelona, Espafa).

B-mercaptoetanol: Suministrado por Invitrogen (Prat de Llobregat, Barcelona, Espafa).

Concentracion de 0.1 mM. Alimacenado a 4 °C.
Aminoacidos esenciales: Glicina 750 mg/l, L-alanina 890 mg/l, L-asparagina 1320 mg/l, L-acido

aspartico 1330 mg/l, L-acido glutamico 1470mg/l, L-prolina 1150 mg/l, L-serina 1050 mg/l.

Suministrado por Gibco (Barcelona, Espafa). Fue conservado a 4 °C.
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Factor de inhibicién de la leucemia (LIF, Leukemia Inhibitory Factor): Los viales de 1 ml con 10°
unidades de LIF fueron suministrados por Chemicon/ Millipore (Billerica, MA, USA) y se conservaron
a4 -°C.

Penicilina 5000 U/ml, estreptomicina 5 mg/ml y neomicina 10 mg/ml: La disolucién de antibiéticos
a las concentraciones sefialadas fueron conservados a -20 °C. Suministrado por Sigma Aldrich

Quimica S.A. (Barcelona, Espafia).

Azul Tripan 4 g/l: Se prepar6 a partir de 0.5 g del reactivo colorante Azul Tripan (Trypan blue) y se
disolvié en 100 ml de agua destilada. Se tomaron 80 ml de esta solucion y se agregaron 20 ml de una
disolucion de NaCl al 4.4% p/v (se peso6 0.44 g y se afadié a 10 ml de agua destilada). Una vez
preparada la disolucién se filtr6 con una Jeringa Millipore Millex de 0.20 um y se conservé a
temperatura ambiente hasta su uso. Suministrado por Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Barcelona,

Espanfa).

Gelatina. Se utilizé gelatina porcina tipo A suministrada por Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Barcelona,
Espafa). La disolucion de trabajo fue 0.1 % (p / v) de gelatina en PBS (500 mg gelatina en 500 ml de
PBS pH 7.4).

Reactivo MTT: Su forma de presentacion es en polvo amarillento. Este reactivo fue almacenado a 4
°C en oscuridad absoluta. Para los ensayos se prepard un stock en medio MEM suplementado con
FBS sin rojo fenol a una concentracion de 5 mg/ml y tras un filtrado se mantuvo a 4 °C en oscuridad
en periodos de hasta un mes. Inmediatamente antes de realizar el ensayo se prepard una disolucion

a 1 mg/ml por dilucién del stock descrito anteriormente en FBS al 20% y PBS.

DMSO (dimetilsulfoxido): Es un liquido organico sin color, considerado como el de uso mas
frecuente entre los criopreservantes, pues actia como un agente penetrante, es decir es permeable a
través de las membranas de las células, esto permite desplazar el agua del interior de la célula
evitando asi la formacion de cristales de hielo intercelulares que rompen las membranas. Se utilizé en
el protocolo de congelacion de las dos lineas celulares al 10%. Se usdé para la disolucion de RA.
También se usé para el procedimiento del método MTT con el fin de lisar las células y disolver
cristales de formazan, estabilizando el color para una correcta lectura espectrofotométrica. Este

producto fue suministrado por Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Barcelona, Espania).
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3.1.4 Reactivos y disoluciones empleados en los protocolos de biologia molecular

Bromuro de etidio: Agente intercalante de los acidos nucleicos que emite fluorescencia (luz roja-
anaranjada) cuando se irradia con luz ultravioleta y que se intensifica unas 20 veces después de
haberse unido a una cadena de ADN. Se utilizé para marcar las muestras de estudio en los procesos
de electroforesis. Se almacend protegido de la luz dentro de la campana de flujo laminar donde se

realizaron los geles. Marca AMRESCO y se obtuvo de Iberlabo S.A. (Tarragona, Espania).

Ditiotreitol DTT. Esta incluido en el kit de PCR suministrado por Roche. Ditiotreitol es un agente
capaz de reducir los enlaces disulfuro de las proteinas, permitiendo desplegar completamente la

estructura secundaria del ARN y facilitando el inicio y reaccién de la retrotranscripcion.

dNTPs (deoxyribonucleotidos trifosfato): Contiene los cuatro nucleétidos (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP). Se disolvié en agua DEPC a una concentracion final de 10 mM. Se conservé en viales de 100
pl a -20 °C. Suministrado por TAKARA BIO INC (Otsu, Japdn) e Invitrogen.

Cloroformo (CHCI;): Utilizado para la extraccion de ADN de lisados celulares.

Etanol: Se utilizé en la extraccién de ARN, para lavar el pellet. Debe conservarse a -20 °C y al 75%.

Geles de Agarosa: Para la preparacién de los geles se utilizé la agarosa al 1.2% en tampéon TBE 0,5
x. La agarosa se disolvié en el tampdn por calentamiento en un microondas convencional. Una vez
fundida la agarosa se anadié una gota de bromuro de etidio dentro de una campana de flujo tipo 3.
Esta mezcla se sirvid en una cubeta con un peine se dejé polimerizar durante algun tiempo y
posteriormente se sembraron las muestras en estudio. A continuacion, mediante un transiluminador
de luz ultravioleta se permitié la visualizacion de las bandas de los acidos nucleicos separados en la

electroforesis. Suministrada por Seakem LONZA (Basel, Switzerland).

Inhibidores de ARNasa: Se agregaron 0.5 ul del stock que contiene 40 U/ul a cada muestra, se
utilizé como inhibidor en la reaccién de la retrotranscripcion de ARN a cADN para suprimir las
posibles ARNasas que pueden haber disueltas y que podrian interrumpir el proceso de
retrotranscripcion. Suministrado por Invitrogen (RNaseOUT) (Prat de Llobregat, Barcelona, Espana) y

conservado a -20 °C.

Isopropanol: Se utilizé para precipitar el ARN. Debe estar a -20 °C. El isopropanol se us6 al 100%.

Kit de PCR. Para la realizacion de las RT-PCRs se utilizé el kit Expand High Fidelity PCR System de
Roche. Almacenado a -20 °C hasta su uso.

51



Materiales y Métodos

Kit de retrotranscripcion. Para la reaccion de retrotranscripcion se utilizé la enzima Expand Reverse

Transcriptase de Roche. Se almacené a -20 °C hasta su uso.

Kit de RT-PCR a tiempo real o cuantitativa (QPCR). Para la realizacion de las gqPCR se utilizaron
dos kits dependiendo del sistema utilizado (Tagman o SYBR Green). Para las qPCR realizadas con
SYBR Green se utilizé el kit Power SYBR Green Master Mix, mientras que para las qPCR realizadas
con Tagman se utilizé el kit Tagman Master Mix, ambos de Applied Biosystems. Los kits fueron

almacenados a 4 °C hasta su uso.

Marcador de peso molecular: Se utilizé el marcador de peso molecular de 100 pares de bases. Se
utilizé para cada pocillo 1 ul del stock diluido de 10 ug/ul en 8 ul de agua DEPC, junto a 1 pl de

tampon de carga.

Poli(dt)s: Producto liofilizado diluido en condiciones estériles con agua DEPC hasta una
concentracion de 20 pM, alicuotado en viales de 50 ul. Suministrado por Roche y almacenado a -20
°C.

TriPure Isolation Reagent: (tiocianato de guanidinio). Reactivo utilizado para aislar ADN, ARN y

proteinas. Fue utilizado para la extraccion de ARN de las muestras celulares de la linea D3.

Suministrado por Roche, Basel Suiza. Se almacené a 4 °C protegido de la luz.
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3.2 EQUIPOS EMPLEADOS

3.2.1 Equipamiento general

Microscopio

Se utilizé un Microscopio Olympus CKX-41 con contraste de fases, fuente de iluminacién y objetivos
invertidos, para el seguimiento habitual de los cultivos celulares, control morfoldgico, visualizacion de
las células, viabilidad, conteo celular, multiplicacion y evaluacién de su progreso a lo largo de los

experimentos.

Elementos de esterilizacién y desinfeccion

Para conservar un ambiente estéril en la manipulacion de las muestras y los cultivos celulares, se
utilizaron cabinas de flujo laminar de tipo II, ESCO class Il Type A2, con sistema de filtracion
integrado. Los filtros independientes de impulsién y extraccion dan una eficiencia del 99,999% para
tamafos de particulas de 0,1 a 0,3 pm. Posee dos filtros ULPA (Ultra Low Penetration Air) de larga
duracién con mejor capacidad filtrante que los filtros convencionales HEPA (High Efficiency
Particulate Air) H13, y tiene una corriente suave de flujo laminar vertical. Antes y después de utilizar la
cabina se desinfectd impregnandola con etanol 70%. Ademas, un volumen de etanol (50ml) se paso6
por la goma unida a la bomba de vacio, utilizada antes y después del trabajo en la cabina. Una vez al
mes se utilizd BIOCIDAL ZF Wak-ZF-6 (Wak Chemie Medical GMBY, CymitQuimica, Alemania) para
la limpieza de la cabina y la de los incubadores utilizados en el mantenimiento de los cultivos

celulares.

Los materiales termo resistentes se autoclavaron en una autoclave eléctrica para esterilizacion a
vapor SELECTA presoclave modelo 75 por medio de calor hiumedo a una temperatura de 121 °C, a 1

atmosfera de presion (30 min).

Incubadores

Se usaron segun la linea celular utilizada para cada experimento, con el fin de conservar la

temperatura en una atmadsfera controlada, con elevada humedad y tensién de CO.,.

Para cultivos indiferenciados de células de la linea D3 se utilizé un incubador MMM Medcenter CO,
CELL 150, a 37 °C de temperatura, 95% de humedad y un porcentaje de CO, en la atmdsfera del
1.5%. En el caso de los cultivos diferenciados de las lineas celulares D3 y fibroblastos 3T3, se usé un
incubador de CO, SELECTA modelo 4000628 con una temperatura controlada de 37 °C, 95% de
humedad y un porcentaje de CO, del 5%.
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La limpieza de los incubadores se realiz6 mensualmente, mediante el cambio de agua y la remocién y
lavado de las bandejas con BIOCIDAL ZF Wak-ZF-6 (Wak Chemie Medical GMBY, CymitQuimica,

Alemania). A diario se realizé un control del nivel de CO,, la temperatura y el porcentaje de CO,,

Centrifugas

Se emplearon en las diferentes técnicas de cultivo celular (descongelacion, tripsinizacién) y biologia
molecular (recogida de pellets en la extraccion de ARN). Las centrifugas utilizadas fueron SELECTA
MIXTASEL-BL y Eppendorf Centrifugue 5400R. En los protocolos de extraccion de ARN se utilizé la
centrifuga Eppendorf centrifugue 5415R con sistema de refrigeracion (temperatura regulable de 0 a

40°C), fuerza centrifuga relativa: 16.110 x g.

Neveras, congeladores y crioconservacion

En las neveras a 4 °C se almacené el medio DMEM Glutamax, PBS, (3-mercaptoetanol, aminoacidos
esenciales, LIF, reactivo MTT, reactivo Tripure, entre otros. Y en los congeladores a -20 °C se
conservo el Suero Fetal Bovino (FBS), soluciones enzimaticas como la tripsina/EDTA, agua DEPC
(alicuotas), antibidticos, isopropanol, etanol, inhibidores de ARNasa, Poli(dt)s, dNTPs, tampon TE y
kits utilizados en biologia molecular (extraccion ARN, retrotranscripcién de los ARN mensajeros, PCR
convencional y PCR cuantitativas de retrotranscripcion: RT-PCR, sondas Tagman y SYBR-Green |,

con los cebadores correspondientes), ademas de los cADN, que se conservan a esta temperatura.

En el congelador a -80 °C se conservaron las sustancias especialmente sensibles, como las muestras
de ARN extraido.

Para el protocolo de congelacién de lineas celulares se guardan los crioviales (pellets de células
mezcladas en el medio de congelacion) en el contenedor de congelacion "Mr. Frosty", que logra una
velocidad de enfriamiento necesaria para la crioconservacion de las células ya que baja la

temperatura 1 °C/minuto, evitando la formacion de cristales, requiere un 100% de alcohol isopropilico.

Se usaron tanques de nitrégeno liquido para el almacenamiento de lineas celulares D3 y 3T3

fibroblastos a una temperatura de crioconservacion de -196 °C.

Espectrofotometro

Para la medida de la concentracion de ARN obtenido mediante protocolo de extraccion, se cuantifico
la densidad optica a 260 nm usando un Smartspect 3000 (Bio-Rad). Fue usado para determinar la

concentracion de ARN y evaluar su pureza. Una proporcién de aproximadamente 2.0 entre la

absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm es generalmente aceptado como una muestra de ARN
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puro. Si la proporcion es sensiblemente menor puede indicar la presencia de proteina,

contaminaciones de fendlicos u otros contaminantes que absorben cerca de 280 nm.

También se utilizé un espectrofotometro WPA Biowave DNA biochrom que permite la determinacion

de la pureza del acido nucleico, concentraciones y mediciones de densidad celular, etc.

Bario Termostatico

Para atemperar los reactivos y disoluciones a 37°C en las técnicas de cultivo celular se utilizé un bafio
de la marca Termotronic P SELECTA.

3.2.2. Equipos para medida expresion génica

Material de electroforesis

La técnica de electroforesis permite la separacién de las moléculas segun su tamafio y movilidad en

un campo eléctrico y se llevé a cabo mediante dos procedimientos descritos a continuacion:

El primer procedimiento se realiz6 en una matriz porosa (gel de agarosa) usando como soporte una
cubeta MINI-SUB CELL GT (Bio-Rad, California, USA), la cual fue conectada a una fuente de
alimentacion. La visualizacion de las electroforesis de los productos amplificados mediante la técnica
de PCR, en la matriz porosa (gel agarosa), se hizo con un transiluminador modelo GEL DOC 2000,
de la marca Bio-Rad, California, USA que permite la digitalizacién de los geles de electroforesis en
proteinas y ADN, utilizando luz blanca y ultravioleta. El software usado fue GEL DOC para la toma de

fotografias y manejo de la imagen.

Y el segundo procedimiento, fue a partir de un bioanalizador Agilent 2100 basado en electroforesis en
gel con un chip de cristal desechable. Se utilizé el kit DNA1000 para ensayos de ARN (tamafio,
cuantificacion, productos de PCR), este instrumento facilita la separacion y cuantificacion de ADN,
ARN vy proteinas. El bioanalizador se basa en los patrones de movilidad electroforética de las
muestras introducidas en una matriz de gel. Al introducir la muestra de RNA mensajero los acidos
nucleicos migran a través de estos microcanales y depdsitos en miniatura interconectados a una
velocidad proporcional a su tamano siendo detectados al final del microcanal por un lector de
fluorescencia. El nimero RIN (RNA integrity number) es un valor que relaciona la integridad del RNA
y facilita la determinacioén objetiva de la calidad del RNA, en este caso del RNA extraido de la linea
celular D3. Este valor de RIN va desde el 1 al 10, se basa en la cuantificacion de productos de
degradacion del RNA a lo largo de toda su migracion electroforética. Para el analisis se utilizo el kit
Lab-on-a-Chip para RNA de Agilent Aplicando 1 pl de cada muestra. Los resultados se obtuvieron

mediante el Software 2100 Expert Version B.02.07 que permite analizar el tamafio de los fragmentos,
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alineamiento de los marcadores, cuantificacién de las muestras (ADN o proteinas), reconocimiento

automatico de los picos, entre otras aplicaciones.

Termocicladores

Para el trabajo con PCR convencionales (no cuantitativas) y para el protocolo de retrotranscriptasa
inversa de ARN mensajero se utilizd un termociclador GENEAMP PCR SYSTEM 9700 de Applied
Byosystems y otro termociclador VERITI 96 Well Termal Cycler Applied Biosystems (Madrid, Espaia);
con pantalla tactil y 96 pozos con bloque VeriFlex para 6 zonas independientes de temperatura

(diferencias de 5 °C entre zona y zona) dando optimizacién a las reacciones de PCR.

Equipos de PCR cuantitativa

Se utilizé el Step One Plus de Applied Byosystems (Alcobedas, Madrid, Espafa) en la realizacion de
las PCR cuantitativas a tiempo real. Consiste en un termociclador con capacidad de hacer incidir
sobre la muestra un haz de luz con una determinada longitud de onda que detectara la fluorescencia
emitida de un fluoréforo, en nuestro caso Tagman y Sybergreen, que se insertara entre las hebras de
ADN amplificadas y por tanto sera proporcional a éstas. De esta manera y comparando la
fluorescencia con la de un gen de referencia (housekeeping) se puede lograr la cuantificacion de la
expresion de los genes de interés. Este equipo permite realizar las PCR a tiempo real en placas de 96
pocillos aumentado el numero de muestras a analizar. Mediante su tecnologia flexiplex permite
programar varias temperaturas de hibridacién. El software empleado para el analisis de los datos fue

el Step One Software 2.0.

Contador automatico de células

El contaje de las células D3 y 3T3 se realizé con el contador de células manual de 4 digitos hasta

9999, con puesta a cero con manecilla.
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3.3 TECNICAS Y PROCEDIMIENTO DE CULTIVO CELULAR

3.3.1 Lineas celulares utilizadas

Los experimentos fueron realizados en las instalaciones de la Unidad de Toxicologia y Seguridad
Quimica del Instituto de Bioingenieria de la Universidad Miguel Hernandez de Elche.

Para el presente estudio se utilizaron dos lineas celulares:

Células embrionarias D3 de ratén: Son una linea comercial establecida y permanente de células
madre embrionarias de raton. Se obtuvieron de un banco celular autorizado (American Type Culture
Collection ATCC, Cat No CRL-1934, Rockville, MD, USA) (Doetschman et al., 1985), y fueron
cultivadas siempre en monocapa de manera rutinaria en el laboratorio (Figura 3.1) para la

implementacién de mejoras en base a biomarcadores moleculares.

Fibroblastos 3T3 de ratén (Balb/c Clon A31): Obtenidas por colaboracion del Instituto de Biologia

Molecular y Celular, Universidad Miguel Hernandez de Elche, las cuales se observan en la Figura 3.1.

Figura 3.1 Células madre embrionarias de raton de la linea D3 indiferenciadas (imagen izquierda) y de
fibroblastos de raton 3T3 (imagen derecha). Ambas fotografias tomadas con ampliacion de 40x.

3.3.2 Medios de cultivo celular
Medio para mantener la indiferenciacién de las células D3

Las células fueron cultivadas en Flask TPP de 75 cmz, tratados previamente con gelatina. El medio de

cultivo se preparé en DMEM con 4500 mg/l de glucosa, con los siguientes componentes:

e 15% (v/v) de FBS;
e 0,2% (v/v) de B-mercaptanol 0.1 mM;
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e 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina/neomicina (5000 U/ml penicilina, 5 mg/ml
estreptomicina, 10 mg/ml neomicina);

e 1% (v/v) de aminoacidos esenciales;

e 10°U LIF/ml de LIF.

Este medio de cultivo celular fue utilizado para el mantenimiento y crecimiento de las células

embrionarias D3 en estado indiferenciado que posteriormente utilizamos en los experimentos.

Medio para inducir la diferenciaciéon de las células D3

La misma preparacioén anterior pero en ausencia de LIF.

Medio de cultivo para la linea celular fibroblastos 3T3

El medio de cultivo para el mantenimiento de las células de fibroblastos 3T3 se preparé en DMEM

4500 mg/l de glucosa con los siguientes componentes:

e 10% (v/v) de FBS;

e 1% (v/v) de penicilina y estreptomicina (50 U/mly 100 pg /ml, respectivamente).

3.3.3 Tratamiento con gelatina del material utilizado para el cultivo celular

Las superficies de las placas de Petri (para experimentos de diferenciacion celular espontanea),
placas de 96 pocillos (para ensayos de MTT) y los flask TPP (para el crecimiento de células
indiferenciadas) se gelatinizaron para ayudar a la adhesién celular y permitir el adecuado crecimiento
celular. El procedimiento consistié en cubrir la totalidad de la superficie inferior de las placas y flask
TPP con gelatina al 0.1% en PBS a 1x. Tras 10 minutos de incubacion se elimind la gelatina (liquida
no solidificada) para finalmente cubrir las placas con medio de cultivo segun las condiciones de cada

caso.

3.3.4 Tripsinizacion de células en cultivo adherente

Este procedimiento se realizé con el fin de conseguir una suspension celular desprendiendo las
células de la superficie del cultivo por medio de la enzima tripsina que actia rompiendo los enlaces
de las proteinas mediante hidrdlisis. Esta suspensién anteriormente descrita se obtuvo retirando en
primer lugar el medio de cultivo a las placas yoo flask TPP y agregando luego un volumen de PBS 1%
para hacer un lavado, eliminando posibles restos celulares. Luego se eliminé el PBS, se afiadié a
cada una de las placas y/o flask TPP un volumen de 1-1.5 ml de una disolucion de 0.05% Tripsina +
0.002% de Na4 EDTA (Gibco, Invitrogen, Inglaterra) y se incub6 a 37 °C durante 3 minutos (el tiempo

varia segun la adhesion y la confluencia celular). A continuacion, se inhibié la reaccion de
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tripsinizacion afadiendo el doble de volumen de medio (diferenciacién o indiferenciacion, segun sea
el caso) que de la disolucién Tripsina/EDTA. Finalmente, para recolectar las células la disolucién se
homogenizo bien repipeteando constantemente para que se desprendieran las células y para obtener
una suspension homogénea, esto conviene hacerlo con cuidado para evitar una muerte celular
elevada. Se intent6 arrastrar todas las células adheridas a la superficie de la placa. Posteriormente,
se recogi6 la suspension en un tubo Falcon de 15 ml de fondo cénico y se homogenizé de manera

suave para realizar el recuento celular y la posterior siembra a la concentracién deseada.
3.3.5 Recuento de células viables

Para realizar el recuento celular, se us6 el método del azul tripan que es un colorante que penetra al
interior de las células con roturas en la membrana. Se mezclaron 20 pl de la suspension celular
previamente tripsinizada con 20 pl de una soluciéon de azul tripan al 0.4% en PBS al 1%. Se
homogenizo6 la mezcla y se hizo el conteo por duplicado de las células viables, en una camara de
Neubauer. Aquellas células que fueron viables presentaron caracteristicas como una forma circular,
con el borde muy regular y sin tinciéon azul. La concentracion celular de la suspension original se

calculo por medio de la siguiente formula:

Concentracion (células/ml) = Mcs- Dilucion - 10000

donde MCS es la media de células contadas por cuadrado grande compuesto de 16 cuadrados

pequefios de un volumen de 0.1 pl. La dilucion sera generalmente 2, debido a que la dilucion con la

solucién de azul tripan es siempre 1:1.
3.3.6 Descongelacion de células

Las células utilizadas en cada uno de los experimentos se obtuvieron a partir de un stock de células
almacenadas en nitrégeno liquido, las cuales fueron descongeladas segun el procedimiento descrito
a continuacion. En primer lugar, se extrajo el criovial correspondiente del bidén con nitrégeno liquido y
se colocd en un bafio termostatizado a 37 °C, descongelandose rapidamente minimizando de esta
manera la muerte celular; para diluir el DMSO del medio de congelacién se resuspendié el volumen
de suspension celular contenida en el criovial y se mezclé con 8 ml de medio de cultivo que
previamente se habian agregado a un tubo Falcon. Después se centrifugd a 800 rpm durante 3
minutos eliminando el sobrenadante. El precipitado resultante de células se resuspendié en el
volumen de medio deseado. El nimero de las células congeladas se encuentra registrado en el
criotubo asi que se sembrd segun la densidad celular requerida para cada experimento. Al dia
siguiente se cambié el medio para eliminar los restos de DMSO ya que presenta cierta toxicidad en

las células.
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3.3.7 Congelacién de células

Para la criopreservacion de las celulas D3 vy fibroblastos 3T3 se utilizd medio completo (80%) con
10% de FBS y 10% de crioprotector (DMSO). Las células fueron tripsinizadas como se indica en la
seccién 3.3.4 y tras el conteo se introdujeron en un tubo falcon de 15 ml que se centrifugd durante 5
minutos a 800 rpm. Se extrajo el medio y se resuspendieron las células en el medio de congelacién a
una densidad de 3 x 10° células/ml y se distribuyeron en crioviales de 1 ml. Se pusieron los viales en
contenedor de congelacién (Mr. Frosty) para evitar una disminucién brusca de la temperatura y la
formacion de cristales. El contenedor con las células se sumergio en isopropanol y se introdujo a -80

248C por un dia. Al dia siguiente los viales fueron almacenados en nitrégeno liquido.
3.3.8 Cultivo en monocapa para crecimiento y diferenciacion celular

Es posible mantener en cultivo las células madre embrionarias en un estado indiferenciado con el
factor inhibidor de la leucemia (LIF) que frena su diferenciacion, sin embargo, cuando el LIF se retira
del medio las células inician una diferenciacion espontanea ya sea mediante cultivos en suspension o
en monocapa. Para lograr el crecimiento y la diferenciacion in vitro de las células madre embrionarias
de ratén de la linea comercial D3 y el crecimiento de las células de fibroblastos 3T3 se empled la

técnica de cultivo en monocapa.

Se partié de una suspensién homogénea de células D3 indiferenciadas o de fibroblastos 3T3. Los
cultivos celulares fueron suplementados con los medios de cultivo indicados en el apartado 3.3.2
segun sea el caso: en ausencia del LIF para las células D3 en diferenciacién espontanea en placas
Petri P100 (para monitorizar la expresion génica) o en placas de 96 pocillos (para ensayar la pérdida

de viabilidad celular); y en placas de 96 pocillos para los ensayos de citotoxicidad con células 3T3.

A partir de este momento (dia 0), se dejaron las células en cultivo durante tres dias bajo condiciones
controladas de CO, (5%) y a 37 °C. Al tercer dia de cultivo se retird el medio sobrenadante con una
pipeta Pasteur unida por medio de una manguera a una bomba de vacio, intentando no arrastrar las
células que se encontraban adheridas en la superficie de las placas y se substituyé por medio fresco.
Las sustancias embriotoxicas modelo se adicionaron al medio de cultivo a diferentes concentraciones
inmediatamente antes del cambio de medio. El cultivo continud en idénticas condiciones hasta el dia

5 de exposicion.
Los ensayos de citotoxicidad se realizaron con 12 pocillos independientes por cada condicién

experimental, mientras que para los ensayos de expresion génica se utilizaron 3 placas P100 para

cada concentracion ensayada.

60



Materiales y Métodos

3.3.9 Exposicion de los cultivos celulares a sustancias embriotéxicas modelo

Las sustancias embriotdxicas modelo seleccionadas en el presente estudio se especifican en la Tabla
3.2. Las sustancias utilizadas fueron empleadas en el estudio oficial de validacion del método EST
realizado por EURL-ECVAM vy fueron extraidas de la base de datos del ECVAM. Teniendo en cuenta
lo anterior, se incluyeron dos ejemplos de embriotoxicos fuertes, 3 ejemplos de compuestos

embriotdxicos débiles y 2 ejemplos de sustancias no embriotdxicas.

Tabla 3.2 Compuestos modelo empleados en este estudio. Estos compuestos fueron seleccionados de entre
los utilizados en el ensayo oficial de validacion del método EST patrocinado por el EURL-ECVAM.

Embriotoxicos fuertes Embriotoxicos débiles No embriotoxicos
5-FU DPH PG
RA VA Sacarina
LiCl

3.3.10 Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad causada por la exposicion a las sustancias embriotdxicas modelo, se evalud
mediante el método de viabilidad celular MTT, que corresponde al ensayo de citotoxicidad utilizado en
el protocolo oficial del método EST (Genschow et al., 2004; 2000). Esta prueba se basa en la
capacidad de las deshidrogenasas mitocondriales para convertir el sustrato MTT amarillo en un
producto formazan azul oscuro permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas y por tanto su viabilidad. Asi, la reduccion metabolica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizado por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, forma un
compuesto coloreado de color azul (formazan) que permite evaluar la capacidad de la célula de
sintetizar ATP y de la integridad de sus membranas mitocondriales. La cantidad de formazan formado
esta directamente relacionada con la cantidad de células viables presentes en el medio (Borenfreund
etal., 1988).

Para determinar el efecto de la exposicién de las sustancias embriotéxicas modelo mencionadas
anteriormente (Tabla 3.2), en las células 3T3 fibroblastos (linea celular adulta) y D3 (linea de células
madre embrionarias en diferenciacién espontanea) se sembraron las células en monocapa a una
densidad de 20.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron en presencia de las
diferentes concentraciones de las sustancias quimicas a ensayar. Cada condicién fue probada en 12
pocillos independientes, durante 5 dias (al dia 3 de exposicion se renovo el medio de cultivo con las

sustancias embriotoxicas modelo).

En el dia 5 de exposiciéon se realizé el ensayo de viabilidad celular con MTT segun lo descrito por
Borenfreund (Borenfreund et al., 1988). Se retirdé el medio de cultivo con las sustancias embriotdxicas
y las células fueron incubadas con 200 yl de MTT (1 mg MTT/ml) en cada pozo (preparado en 60%
(v/v) de medio esencial, mas el 20% (v/v) de FBS), durante 3 horas a 37 °C en atmosfera de CO, al
5%. Al final de este periodo el MTT se elimind y las células fueron lavadas con tampoén fosfato salino,

el cual se retiré inmediatamente. A continuacion, se adicionaron 200 yl de DMSO a cada pocillo con
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el fin de lisar las células y disolver los cristales de formazan, se incub6 en agitacion a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Se ley6 las absorbancias resultantes a 540 nm y 690 nm en un lector
de placas. A fin de calcular el efecto de la exposicion a las sustancias quimicas ensayadas sobre la
viabilidad celular se asumié que las células control (no expuestas a sustancias embriotéxicas modelo)
presentaban una viabilidad del 100%, se calculé como la diferencia entre 540 y 690. Los resultados

se expresaron en porcentaje con respecto a estos controles.
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3.4 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.4.1 Extraccion de ARN total

Se realizdé mediante reactivo TriPure (Roche, Basel Suiza) por medio del procedimiento descrito por
Chomczynski (Chomczynski y Sacchi., 1987; 2006). Los cultivos de células se tripsinizaron segun la
seccion 3.3.4 después de la exposicion a las sustancias embriotéxicas modelo. A continuacion, se
paso el contenido de cada muestra a tubos Eppendorf y posteriormente se centrifugaron a 800 rpm,
se retird el medio sobrenadante y se dejé unicamente el pellet de células, es decir el precipitado de
células de cada muestra a analizar. Al precipitado se afadid 1 ml de reactivo TriPure a temperatura
ambiente y la mezcla se homogenizé con una micropipeta con el fin de lisar las membranas celulares.
Tras incubacion a temperatura ambiente durante 5 min se agregaron 200 pl de cloroformo y se agitd
vigorosamente (15 segundos), se realizé una incubacion de 10 min a temperatura ambiente y se llevo
a centrifugacion (12000 x g, 15 minutos a 4 °C). El objetivo de este paso es separar las fases
obteniendo de esta manera una fase de color rosa correspondiente a la fase proteica, una fase
intermedia de color blanco que es el ADN, y una fase superior incolora correspondiente al ARN. Se
tomaron 400 ul de la fase incolora superior que contenia el ARN (con precaucion de no arrastrar las
otras fases) y se pasaron a un tubo estéril para posteriormente adicionar 500 ul de isopropanol a -20
°C, invertir varias veces el tubo para facilitar la mezcla. Se incub6é durante 8 min a temperatura
ambiente para que se formara un precipitado de ARN antes de centrifugar a 12000 x g (10 min, 4 °C).
Posteriormente se descartd el sobrenadante con cuidado y se afiadié 1 ml de etanol para lavar el
pellet de ARN. Se centrifugd a 7500 x g (5 min a 4 °C) y se volvié a descartar el sobrenadante.
Finalmente se dejé secar completamente el pellet al aire durante unos minutos y se agregaron 25 ul
de agua DEPC al precipitado, se resuspendio e incubod la disoluciéon a 55-60 °C durante 12 min, las

muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

El ARN que se obtuvo fue diluido en agua libre de ARNasas y se midi6 la concentracion y pureza
(calculo de la ratio entre la absorbancia 260 y 280 nm). Para una pureza 6ptima la ratio debe de estar
en torno a 1/2 o 2/1. A partir de la medida de la absorbancia 260 nm se utilizé un factor de conversion

por el cual una unidad de absorbancia corresponde a una concentracion de 40 ug/ml de ARN.

3.4.2 Retrotranscripcion de los ARN mensajeros

Este proceso se realizd con el protocolo establecido para obtener cADN a partir de ARN utilizando la
enzima transcriptasa inversa (Expand Reverse Transcriptase; Roche, Basel, Suiza). Se hizo mediante
dos pasos: primero se realizé la mezcla de 1 ug ARN/mlI de ARN total aislado de cada muestra con el
agua y los poli(dt)s a una concentracion 10 uM. Esta mezcla se incubé 10 min a 65 °C y se introdujo
en hielo con la finalidad de unir el poli(dt)s a las colas de poliadeninas presentes en los mMARN. En la
segunda fase tiene lugar la reaccion de retrotranscripcion, para esto se afiadié a la mezcla anterior
DTT (10 mM), dNTP’s (1 mM), 20 unidades de inhibidor de ARNasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y
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50 unidades de enzima retrotranscriptasa. El volumen final de reaccion fue siempre 20 pl. Esta
mezcla se incubd durante 60 min a 37 °C tras lo cual se desnaturalizé la enzima aumentando la
temperatura hasta 93 °C durante 5 min. EI ADN complementario (cCADNs) asi generados se

conservaron a -20 °C.

3.4.3 RT-PCRYy electroforesis convencional

Con el objetivo de comprobar si la extraccién de ARN y el transcrito a cADN se obtuvieron de manera
adecuada, se realizd una electroforesis convencional y una amplificacion previa mediante la técnica
de PCR. De esta manera se verificd la calidad del cADN obtenido de los experimentos mediante la
amplificacion de cADN para B-actina. Para la RT-PCR (Reaccién de la Cadena de Polimerasa en
Transcripcion Reversa, del inglés Reverse transcription polymerase chain reaction), se utilizo el kit
Expand High Fidelity PCR System (Roche, Basel, Suiza) utilizando 1 pyl de ADN complementario y
una concentracion final de cada cebador de 0.5 uyM, 0.2 uM dNTP’s y 1.5 unidades de enzima, todo
ello en un volumen final de 25 pl. El programa de termociclado consistié en 95 °C durante 5 min para
la desnaturalizacion, seguido del niumero adecuado de ciclos, consistentes en tres fases de 15
segundos a 94 °C, 30 segundos a la temperatura de hibridacion de los cebadores (60-70 °C) y 3 min

a 72 °C. Terminados los ciclos, se procedio a una elongacion final de 10 min a 72 °C.

Para la visualizaciéon de los productos amplificados en la reaccion de PCR se utilizé la técnica de
electroforesis, que permite la separacion de las moléculas segun su tamano y carga eléctrica a través
de una matriz, en este caso en gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio, los productos se
analizaron corriendo 12.5 pl del producto de PCR suplementado con tampdn de carga (Invitrogen,
Prat de Llobregat, Barcelona, Espafa) aplicando un campo eléctrico controlado. Las imagenes se
tomaron a través del transiluminador. Adicionalmente, se midid la calidad del cADN en el
bioanalizador de tecnologia Agilent 2100 (Agilent Technologies), que también es un sistema de
electroforesis en gel con un chip de cristal que facilita la separacion y cuantificacion de ADN, ARN y

proteinas, se utilizé el kit Lab-on-a-Chip para ARN de Agilent Aplicando 1 ul de cada muestra.

3.4.4 Cuantificacion de la expresion génica mediante PCR cuantitativa de retrotranscripcion
(QRT-PCR)

La técnica de la PCR cuantitativa de retrotranscripcion (qRT-PCR) incorpora un sistema de deteccion
por fluorescencia que permite el seguimiento en tiempo real de lo que ocurre en cada ciclo de
amplificacion. Esta técnica se utilizé para cuantificar la expresion de algunos genes especificos como
bioindicadores de embriotoxicidad, mediante comparacion de la expresién génica de células control y
de células expuestas a los diferentes compuestos embriotdxicos modelo para posteriormente
determinar si causaron alteraciones significativas en los genes relacionados con la diferenciacion
celular. Para los experimentos realizados en esta Tesis de Doctorado se utilizé el equipo Step One

Plus de Applied Byosystems.
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Sonda TagMan

Las sondas TagMan poseen un fluoréforo en su extremo 3' y una molécula en el 5' que bloquea su
emision de fluorescencia (quencher). La sonda hibrida especificamente en la parte central del
producto de PCR. De esta manera la actividad exonucleasa 5'-3' de la polimerasa provoca la
separacion del quencher y se produce la emision de fluorescencia. La expresion de los genes
marcadores de diferenciacion como: Pnpla6 (Patatin-like phospholipase domain containing 6), Wnt3
(Wingless-related MMTV integration site 3), Cer1 (cerberus 1 homdlogue-Xenopus laevis), Mesp1
(mesoderm posterior 1), Cdk1 (cyclin-dependent Kinase 1), Myc (myelocytomatosis oncogene), Shh
(Sonic hedgehog), Nrcam (neuronal cell adhesién molecule), Mixl1 (mix paired-like homeobox), Jun
(Jun Oncogene) y Myo1e (Myosin 1E), se determind con el kit especifico (sonda Tagman)
suministrado por Applied Biosystems Alcobedas, Madrid, Espafia. En la Tabla 3.3 se muestran las

principales caracteristicas de cada uno de los genes anteriormente mencionados.

Para la realizacién de los experimentos con la sonda TagMan, se tomé como molde 2 ul de ADN
complementario, 10 yl de Master Mix, 1 yl de sonda Tagman y 7 ul de volumen de agua DEPC,

completando asi un volumen final de 20 pl.

SYBR Green |

La sonda SYBR-Green |, al igual que la sonda Tagman, es un fluoréforo especifico que presenta una
especial sensibilidad siendo capaz de detectar e identificar la producciéon de una unica molécula
bicatenaria, aumentando su fluorescencia unas 1000 veces. Mediante esta técnica, se evalud la
expresion del resto de genes utilizados en este estudio: B-actina, Afp (a-Fetoprotein), Vegfa (Vascular
endothelial growth factor A), Hdac7 (Histone deacetylase 7), Flk1 (Fetal liver kinase 1) y Nes (Nestin).

La Tabla 3.4, muestra informacion relevante acerca de los genes mencionados.

Se utilizé el kit Light Cycler Fast Start DNA Master PLUS SYBR Green | (Roche, Basel, Suiza), que
contiene la sonda SYBR-Green |. Para ello se adicioné a la reacciéon 2 ul de cADN, 10 ul de Master
Mix, 0.9 yl de los cebadores correspondientes (la secuencia de los cebadores empleados y las
temperaturas de hibridacion para cada gen se indican en la Tabla 3.4) y un volumen de 6.2 pl de agua
DEPC. El programa de RT-PCR consistid en una primera desnaturalizacion y activacion de la enzima
de 10 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos (95 °C por 10 segundos + temperatura de hibridacion

durante 7 segundos + 72 °C a lo largo de 12 segundos).
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Tabla 3.3 Sondas Tagman utilizadas en las qRT-PCR. Se muestran los genes cuya
expresion se determind mediante sondas Tagman asi como las caracteristicas del kit
especifico suministrado por Applied Biosystems. En todos los casos la temperatura de
hibridacion fue de 60 °C.

GEN ESPECIE PRODUCTO AMPLICON
(pares de bases)
B-Actina Mus musculus MmO00607939_s1 115
Pnpla6 Mus musculus Mm00450144_m1 65
Myc Mus musculus Mm00487804_m1 89
Jun Mus musculus MmO00495062_s1 81
Shh Mus musculus MmO00436528_m1 62
Wnt3 Mus musculus MmO00437336_m1 86
Cer1 Mus musculus MmO00515474 _m1 125
Mesp1 Mus musculus MmO00801883_g1 76
Cdk1 Mus musculus MmO00772474_g1 81
Nrcam Mus musculus MmO01257700_m1 106
MixI1 Mus musculus MmO00489085_m1 74
Myo1e Mus musculus MmO01173848 m1 82

Tabla 3.4 Cebadores empleados en las determinaciones de qRT-PCR con SYBR Green. Se muestra la
secuencia de los cebadores y las temperaturas de hibridacién utilizados para la determinacién de expresién
génica mediante s gRT-PCR con SYBR Green.

DIRECCION DIRECCION AMPLICON T
GEN 5-3 3-5 (pares de bases) (°C)
B-Actina CCCTAGGCACCAGGGTGTGA TCCCAGTTGGTAACAATGC 128 62
CA
Afp GCTGCAAAGCTGACAACAAG GGTTGTTGCCTGGAGGTTT 142 63
C
Vegfa CGTTCACTGTGAGCCTTGTTCAG GCCTTGCAACGCGAGTCTG 101 60
T
Hdac7 CCATGTTTCTGCCAAATGTTTTGG GCCGTGAGGTCATGTCCAC 102 63
C
Fik1 CAGCCAGACAGACAGTGGGATGG CCGAGGCCACAGACTCCCT 124 61
TC GCTT
Nes GCTTTCCTGACCCCAAGCTG GGCAAGGGGGAAGAGAAG 108 61
GA

Cuantificacioén de la expresion génica

-AACT

El nivel de expresién de cada gen se cuantific6 mediante el método de 2 (Livak y Schmittgen.,

2001) utilizando como referencia la expresion del gen B-actina (control enddgeno).

Los diferentes tratamientos no indujeron cambios significativos en la expresion de p-actina en ninguno
de los casos. El nimero de ciclos térmicos (Ct) necesarios para alcanzar el umbral minimo de
fluorescencia predefinido oscilé siempre en las muestras tratadas entre el 95 y el 102% del respectivo
control (Figura 3.2). Solamente en las muestras expuestas a la mas alta concentracion de 5FU el
numero de Ct de las muestras tratadas se redujo al 91% del control. Esto demuestra que la eleccién
de B-actina como gen de referencia es apropiada para normalizar la expresién génica de cada una de

las placas individuales ya que no se ve afectada por ninguno de los tratamientos.
La expresion de cada gen en las muestras control no expuestas a agentes embriotdxicos

(normalizada frente a la expresion del gen de B-actina en esa misma muestra control) se considero el

100% de expresion de cada gen. La expresion de cada gen en las muestras expuestas a agentes
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embriotdéxicos modelo (normalizada frente a la expresion de B-actina en la misma muestra) se estimé

en porcentaje con respecto a la expresion en la muestra control.

EMBRIOTOXICOS FUERTES
5-fluorouracilo (5FU) Acido retinoico (RA)
[5FU] (ng/ml) Cts % Cts [RA] {ng/ml) Cts % Cts
0 17.6840.09 100 0 17.5140.54 100
10 17.8440.10 101 1 17.7240.18 101
25 17.8140.22 101 25 17.4440.26 100
50 17.43+0.12 99 5 17.3840.84 99
100 16.0340.52 91 10 17.0640.26 97
EMBRIOTOXICOS DEBILES
Difenilhidantoina (DPH Acido valpréico (VA)
[DPH] (pg/mi) Cts % Cis [VA] (pg/ml) Cts % Cts
0 18.81+0.40 100 0 16.5040.14 100
15 18.8240.59 100 100 16.3940.16 99
40 18.5240.22 98 200 16.7040.07 101
75 18.014+0.36 96 300 16.6740.24 101
150 18.5840.21 98
Cloruro de litio
[LiCI] (pg/ml) Cts % Cts
0 17.6540.41 100
200 17.3640.30 98
400 17.9340.99 102
500 17.7940.46 101
800 16.9740.17 96
NO EMBRIOTOXICOS
Sacarina Penicilina G (PG)
[Sacarina] (ug/ml) Cts % Cts [PG] (pg/mli) Cts % Cts
0 17.0740.89 100 0 17.7540.86 100
100 16.9440.51 99 100 17.1240.60 96
250 16.3640.26 96 250 17.4540.51 98
500 16.2840.51 95 500 17.6140.22 99
1000 16.87+0.36 99 1000 17.0840.52 96
Figura 3.2: Ct registradas para la expresion de B-actina. Se muestra el numero de ciclos térmicos (mediazd.e.
para los tres replicados bioldgicos) necesarios en cada condicion para alcanzar el umbral de fluorescencia fijado
en los experimentos de expresion génica.

67



Materiales y Métodos

3.5 VALORACION DE LOS RESULTADOS

3.5.1 Calculos de funciones de discriminacién en ensayos de embriotoxicidad

La capacidad de cada gen de predecir correctamente la embriotoxicidad del compuesto modelo
ensayado se valord aplicando las mismas funciones lineales de discriminacion y los criterios de
clasificacion utilizados en el protocolo de EST convencional (ver secciéon 1.6 en Introduccion), pero
con algunas modificaciones en sus variables. En la Tabla 3.5 se muestran las variables evaluadas en
el método EST convencional y en la Tabla 3.6 se presentan las ecuaciones utilizadas en dicho
procedimiento para predecir el potencial embriotéxico de las sustancias utilizando dichas tres
variables, La primera de estas variables es la IDsy, determinada como la concentracion con capacidad
para inhibir la diferenciacion del 50% de los EBs hasta cardiomiocitos latientes. Las otras 2 variables
son las IC50D3 y la IC503T3, que indican respectivamente las concentraciones con capacidad de
reducir al 50% la viabilidad de las células D3 y 3T3 (Genschow et al., 2000). Estas tres funciones
estadisticas permiten asignar al compuesto evaluado la categoria de no embriotéxico, embriotdxico

débil o embriotdéxico fuerte de acuerdo a los criterios mostrados en la Tabla 3.6.

Algunas de las modificaciones de los criterios establecidos en el EST convencional realizadas en este
estudio se muestran en las Tablas 3.5 y 3.7. Estos nuevos parametros se introdujeron en las
funciones discriminantes del método EST convencional, en lugar de la variable IDs, (concentracion
del compuesto ensayado que provoca una disminucion del 50% en la diferenciacion espontanea de
las células indiferenciadas D3 hasta cardiomiocitos). Los dos nuevos parametros se muestran a

continuacion:

CE50 o CE200. Definidos como la concentracion del compuesto evaluado capaz de causar, una
reduccién del 50% de la expresion del gen (para aquellos genes que repriman su expresion) en las
células en diferenciacidon espontanea después de 5 dias de la exposiciodn; o bien que corresponde a la
concentracion del compuesto evaluado capaz de inducir un incremento del 200% de la expresion de
aquellos genes que aumenten su nivel de expresiéon como consecuencia de la exposicion (Tabla 3.5).
Los parametros CE50 y CE200 se aplicaron alternativamente dependiendo del efecto del compuesto

embriotdxico modelo en la expresion (sobre-expresion o represion) del gen (Tabla 3.7).

Y, por ultimo, IC503T3 e IC50D3, se definieron como las concentraciones del compuesto capaces de
reducir al 50% la viabilidad (medida por el método MTT) de cultivos en monocapa de células 3T3 y D3

respectivamente tras 5 dias de exposicion (Tabla 3.5).

Cada uno de los genes utilizados en este estudio produjo una clasificacion (fuerte, débil o no
embriotdxico) estimada segun se presenta en la Tabla 3.7 para la sustancia de ensayo, considerando
como la clasificacion final del ensayo de esa categoria con mayor porcentaje de predicciones de

genes individuales.
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Tabla 3.5 Definicion de las variables consideradas segun los criterios del EST convencional
y de las variables consideradas en el presente estudio.

VARIABLE DEFINICION

Usado en EST convencional y en este trabajo

IC503T3 Concentracion del compuesto modelo capaz de reducir un 50% la
viabilidad (MTT) en células 3T3.

IC50D3 Concentracion del compuesto modelo capaz de reducir un 50% la
viabilidad (MTT) en células D3.

Usado en EST convencional

ID50 Concentracion del compuesto modelo capaz de inhibir un 50% la
formacién de cardiomiocitos latientes en células D3 en
diferenciacion.

Usado en este trabajo

CES50 (Si la expresion del Concentracion del compuesto modelo capaz de reducir un 50% la
gen disminuye) expresion de un gen en células D3 en diferenciacion.

CE200 (Si la expresion del Concentracion del compuesto modelo capaz de aumentar un 200%
gen aumenta) la expresion de un gen en células D3 en diferenciacion.

Tabla 3.6 Funciones lineales de discriminacioén y criterios de clasificacion considerados en el
método EST convencional para evaluar la embriotoxicidad potencial de los productos quimicos.
Datos tomados de Genschow et al., 2000. Los parametros IDsp, IC50D3 e IC503T3 necesariamente se
expresan en pg/ml.

I = 5.916 log(IC503T3) + 3.500 log (IC50D3) - 5.307 [(IC503T3 - ID50) / IC503T3] -15.27
Il = 3.651 log (IC503T3) + 2.394 log (IC50D3) - 2.033 [(IC503T3 - ID50) / IC503T3] - 6.85

Il = -0.125 log (IC503T3) - 1.917 log (IC50D3) +1.500 [(IC503T3 - ID50) / IC503T3] - 2.67

Embriotéxico fuerte Embriotéxico débil No embriotéxico
> I>1 1>
y y y
">t > 1>l
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Tabla 3.7 Funciones lineales de discriminacion y criterios de clasificacion empleados en este trabajo para
evaluar el potencial de embriotoxicidad de productos quimicos mediante el empleo de genes
biomarcadores. Se incluyeron dos nuevos parametros a evaluar los cuales se introdujeron en las funciones
discriminantes del método EST validado. Asi, CE50 corresponde a la concentracion del compuesto evaluado
capaz de causar una reduccion del 50% de expresion del gen (genes que reprimen su expresion-baja expresion)
después de 5 dias de exposicion; o bien CEzp que corresponde a la concentracion del compuesto evaluado
capaz de causar un incremento del 200% en la expresion del gen (genes que aumentan su expresiéon-sobre
expresion) después de 5 dias de exposicion. Por ultimo, IC50D3 se definié como la concentracion de compuesto
capaz de causar una reduccion de viabilidad del 50% en células D3 después de 5 dias de exposicion. IC503T3
se definié como la concentracion de compuesto capaz de causar una reduccién de viabilidad del 50% en células
3T3 después de 5 dias de exposicion. Los parametros CE50, CE200, IC50D3 e IC503T3 necesariamente se
expresan en pg/ml.

1= 5.916 log(IC503T3) + 3.500 log (IC50D3) - 5.307 [(IC503T3 - CE50 o CE200) / IC503T3] -15.27
Il = 3.651 log (IC503T3) + 2.394 log (IC50D3) - 2.033 [(IC503T3 - CE50 o CE200) / IC503T3] - 6.85

lll =-0.125 log (IC503T3) - 1.917 log (IC50D3) +1.500 [(IC503T3 - CE50 o CE200) / IC503T3] - 2.67

Embriotoxico fuerte Embriotoxico débil No embriotéxico
1> >l 1>l
y y y
1>l 1> 1l I > Ill

3.5.2 Analisis Estadistico

Las diferencias entre la expresion génica de células control (no expuestas a sustancias embriotoxicas
modelo) y la expresion génica de células expuestas a sustancias embriotoxicos fuertes (5-FU, RA),
embriotdxicos débiles (DPH, LiCl, VA) y no embriotéxicos (PG, sacarina), se analizé de acuerdo al
test de Dunnett. Se utilizé el software Graph-Pad Instat (versién 3.06). El nivel de significacion

estadistica (p) se indica en la seccién de resultados para cada caso.
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4 RESULTADOS
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41 EFECTO DE LOS COMPUESTOS EMBRIOTOXICOS MODELO SOBRE LA
VIABILIDAD DE CELULAS 3T3 Y D3 EN DIFERENCIACION ESPONTANEA
CULTIVADAS EN MONOCAPA

El efecto de la exposicion cronica durante 5 dias a los compuestos embriotéxicos modelo sobre la
viabilidad de células 3T3 cultivadas en monocapa y D3 en diferenciacion espontanea (también
cultivadas en monocapa) se determind mediante el ensayo MTT descrito en el apartado 3.3.10 de
esta Memoria. Las Figuras 4.1 a 4.7 muestran ejemplos representativos de cada uno de los
experimentos realizados, mientras que la Tabla 4.1 muestra la media de los diferentes IC50 obtenidos
para cada compuesto en todos los experimentos independientes realizados. Los valores de 1C50
oscilaron entre 0.005 y mas de 5000 yg/ml para las células D3 y entre 0.39 y 1800 ug/ml para las
células 3T3 (Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Efecto de los compuestos modelo sobre la viabilidad de las células D3 en diferenciacion
espontanea y 3T3. Las células cultivadas en monocapa fueron expuestas a varias concentraciones de cada
compuesto modelo durante 5 dias. Posteriormente, la viabilidad del cultivo se ensay6 con el método MTT como
se describe en la seccién de Materiales y Métodos. IC50D3 e IC503T3 se estimaron como las concentraciones de
cada compuesto capaz de reducir la viabilidad del cultivo de cada linea celular al 50%. Cada condicion se
ensayo en cada experimento con 12 pocillos replicados. Se muestra la mediatd.e. para n experimentos
independientes. Cuando n=2 la media de los dos experimentos independientes se muestra junto a los
resultados independientes de cada ensayo.

Compuesto IC50D3 (ug/ml) IC503T3 (ug/ml)
5FU 0.17+0.02 (n=3) 0.39 (0.34/0.44) (n=2)
RA 0.005 (0.005/0.005) (n=2) 20 (19/21) (n=2)
VA 240 (200/274) (n=2) 1300 (1300/1300) (n=2)
LiCl 650+100 (n=3) 15601720 (n=4)
DPH 120430 (n=3) 80 (66/96) (n=2)
Sacarina 4500+2900 (n=3) 1800 (1900/1700) (n=2)
PG Mayor de 5000 (ambos mayores de 640 (670/600) (n=2)
5000) (n=2)

4.1.1 Efecto de compuestos modelo embriotéxicos fuertes sobre la viabilidad de células D3 y
3713

Los embriotoxicos fuertes como el SFU y el RA presentaron mayor citotoxicidad (es decir, un menor
valor de IC50) que los embriotoxicos débiles o los no embriotdxicos en ambas lineas celulares. Para
las células D3 la citotoxicidad de RA fue 34 veces superior a la de 5FU, mientras que para las células

3T3 la situacion fue la inversa, es decir, el 5FU fue 51 veces mas citotoxico que el RA (Tabla 4.1).
El 5FU causé un descenso de viabilidad en ambas lineas celulares dependiente de concentracion

(Figura 4.1), descenso que ademas fue estadisticamente significativo para todas las concentraciones

ensayadas con células D3 (Figura 4.1).

El RA también causé un descenso de viabilidad en ambas lineas celulares dependiente de

concentracion y estadisticamente significativo (Figura 4.2). Sin embargo, en las condiciones de
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ensayo empleadas no fue posible estimar la IC50 para células D3 mediante regresién lineal, por lo

que este parametro hubo de ser estimado graficamente.
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Figura 4.1: Efecto de la exposicion a 5-fluorouracilo (5FU) sobre la viabilidad de células D3 en
diferenciaciéon espontanea y de células 3T3. Las células D3 en diferenciacion y 3T3, ambas cultivadas en
monocapa, se expusieron a diferentes concentraciones de 5FU durante 5 dias, tras lo cual se determind la
viabilidad celular mediante el ensayo del MTT. Se muestra a modo de ejemplo un experimento de viabilidad de
cada linea celular, los valores de la media de todos los experimentos realizados se muestra en la Tabla 4.1.
Los resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la viabilidad de células no expuestas a 5FU. Cada
concentracion se ensayo en 12 pocillos replicados. * = Estadisticamente diferente de la viabilidad del control.
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Figura 4.2: Efecto de la exposicion a acido retinoico (RA) sobre la viabilidad de células D3 en
diferenciacion espontanea y de células 3T3. Las células D3 en diferenciacién y 3T3, ambas cultivadas en
monocapa, se expusieron a diferentes concentraciones de RA durante 5 dias, tras lo cual se determind la
viabilidad celular mediante el ensayo del MTT. Se muestra a modo de ejemplo un experimento de viabilidad de
cada linea celular, los valores de la media de todos los experimentos realizados se muestra en la Tabla 4.1.
Los resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la viabilidad de células no expuestas a RA. Cada
concentracion se ensayoé en 12 pocillos replicados. * = Estadisticamente diferente de la viabilidad del control.
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4.1.2 Efecto de compuestos modelo embriotéxicos débiles sobre la viabilidad de células D3 y
3T3

Los tres compuestos embriotdxicos débiles empleados en este estudio fueron considerablemente
mas citotdxicos (entre 7 y 42 veces) para células D3 que los compuestos no embriotéxicos, pero
menos citotdxicos (700 y 130000 veces) que los embriotéxicos fuertes (Tabla 4.1). El rango de IC50

para estas células oscilé entre 120 y 650 pug/ml (Tabla 4.1).

La citotoxicidad de DPH fue 1.5 veces superior para células 3T3 que para D3, mientras que la
citotoxicidad de LiCl y VA fue 2.4 y 5.4 veces inferior, respectivamente para células 3T3 que para
células D3 (Tabla 4.1).

Las ICs de los embriotoxicos débiles para las células 3T3 oscilé entre 80 y 1560 ug/ml (Tabla 4.1);
siendo estos valores entre 4 y 4000 veces superiores a los valores de IC50 encontrados para los
embriotoxicos fuertes (Tabla 4.1). Al contrario que para las células D3 no todos los embriotoxicos
débiles fueron menos citotdéxicos que los no embriotdxicos, ya que las IC50 para el LiCl y VA fueron
del mismo orden de magnitud que la sacarina y entre 2.4 y 2.0 veces superiores, respectivamente a
las de la PG (Tabla 4.1).

El efecto del LiCl sobre la viabilidad de células D3 a concentraciones inferiores a 500 ug/ml fue
apenas detectable, sin embargo, a partir de este punto la pendiente de la relacion dosis-respuesta fue
mucho mas aguda que para ningun otro de los compuestos ensayados (Figura 4.3). La pendiente de
la relacion dosis-respuesta para LiCl en células 3T3 no fue tan aguda como la encontrada para
células D3 (Figura 4.3).

El DPH mostré la mayor citotoxicidad entre todos los embriotoxicos débiles ensayados tanto para
células 3T3 como para células D3 (Tabla 4.1). El DPH disminuy6 la viabilidad de ambas lineas
celulares de manera lineal con la concentracion, siendo el descenso de viabilidad estadisticamente

significativo en ambos casos a partir de una concentracion de 40 pug/ml (Figura 4.4).

La Figura 4.5 muestra el efecto del VA sobre la viabilidad de ambas lineas celulares. Este
embriotdxico débil fue capaz de reducir la viabilidad de manera lineal con la concentracién en células
D3, pero no en células 3T3, si bien en este ultimo caso la variabilidad experimental fue relativamente

alta.
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Figura 4.3: Efecto de la exposicion a cloruro de litio (LiCl) sobre la viabilidad de células D3 en
diferenciacion espontanea y de células 3T3. Las células D3 en diferenciacion y 3T3, ambas cultivadas en
monocapa, se expusieron a diferentes concentraciones de LiCl durante 5 dias, tras lo cual se determind la
viabilidad celular mediante el ensayo del MTT. Se muestra a modo de ejemplo un experimento de viabilidad de
cada linea celular, los valores de la media de todos los experimentos realizados se muestra en la Tabla 4.1.
Los resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la viabilidad de células no expuestas a LiCl. Cada
concentracion se ensayo en 12 pocillos replicados. * = Estadisticamente diferente de la viabilidad del control.
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Figura 4.4: Efecto de la exposicion a 5,5’ -difenilhidantoina (DPH) sobre la viabilidad de células D3 en
diferenciacion espontanea y de células 3T3. Las células D3 en diferenciacion y 3T3, ambas cultivadas en
monocapa, se expusieron a diferentes concentraciones de DPH durante 5 dias, tras lo cual se determind la
viabilidad celular mediante el ensayo del MTT. Se muestra a modo de ejemplo un experimento de viabilidad de
cada linea celular, los valores de la media de todos los experimentos realizados se muestra en la Tabla 4.1.
Los resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la viabilidad de células no expuestas a DPH. Cada
concentracion se ensayo en 12 pocillos replicados. * = Estadisticamente diferente de la viabilidad del control.

76




Resultados

373
100
. __ 100t .
X X *
n 75t [a)
< <
o Q 75
— - *
m 50 m
< <
> -
25+
0 25 L L L L L
0 100 200 300 400 500 600 0 250 500 750 1000

[VA] (ug/ml) [VA] (ug/ml)

Figura 4.5: Efecto de la exposicion a acido valproico (VA) sobre la viabilidad de células D3 en
diferenciacion espontanea y de células 3T3. Las células D3 en diferenciacion y 3T3, ambas cultivadas en
monocapa, se expusieron a diferentes concentraciones de VA durante 5 dias, tras lo cual se determiné la
viabilidad celular mediante el ensayo del MTT. Se muestra a modo de ejemplo un experimento de viabilidad de
cada linea celular, los valores de la media de todos los experimentos realizados se muestra en la Tabla 4.1.
Los resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la viabilidad de células no expuestas a VA. Cada
concentracion se ensayo en 12 pocillos replicados. * = Estadisticamente diferente de la viabilidad del control.

4.1.3 Efecto de compuestos modelo no embriotéxicos sobre la viabilidad de células D3 y 3T3

Los compuestos no embriotdxicos mostraron en general muy baja citotoxicidad. Estos compuestos
fueron mas citotoxicos para las células 3T3 que para las células D3. En concreto, la IC50 para
sacarina fue 2.5 veces superior en células D3 que en células 3T3, mientras que dicho registro fue

superior a 7.8 veces en el caso de PG (Tabla 4.1).

La PG no tuvo efectos significativos sobre la viabilidad de células D3 a concentraciones inferiores a
2000 pg/ml, siendo ademas el efecto de 4000 pug/ml sobre la reduccién de la viabilidad celular inferior
al 50% (Figura 4.6). La reduccién de viabilidad causada por sacarina sobre células D3 solo fue
estadisticamente significativa a partir de concentraciones de 1000 pg/ml. Ello hizo que en las
condiciones de ensayo empleados la ICsy para células 3T3 tuvo que ser estimada mediante

extrapolacion (Figura 4.7).
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Figura 4.6: Efecto de la exposicion a penicilina G (PG) sobre la viabilidad de células D3 en
diferenciacion espontanea y de células 3T3. Las células D3 en diferenciacion y 3T3, ambas cultivadas en
monocapa, se expusieron a diferentes concentraciones de PG durante 5 dias, tras lo cual se determiné la
viabilidad celular mediante el ensayo del MTT. Se muestra a modo de ejemplo un experimento de viabilidad de
cada linea celular, los valores de la media de todos los experimentos realizados se muestra en la Tabla 4.1.
Los resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la viabilidad de células no expuestas a PG. Cada
concentracion se ensavo en 12 pocillos replicados. * = Estadisticamente diferente de la viabilidad del control.
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Figura 4.7: Efecto de la exposicion a sacarina sobre la viabilidad de células D3 en diferenciacion
espontanea y de células 3T3. Las células D3 en diferenciacién y 3T3, ambas cultivadas en monocapa, se
expusieron a diferentes concentraciones de sacarina durante 5 dias, tras lo cual se determind la viabilidad
celular mediante el ensayo del MTT. Se muestra a modo de ejemplo un experimento de viabilidad de cada
linea celular, los valores de la media de todos los experimentos realizados se muestra en la Tabla 4.1. Los
resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la viabilidad de células no expuestas a sacarina. Cada
concentracion se ensayo en 12 pocillos replicados. * = Estadisticamente diferente de la viabilidad del control.
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4.2 EFECTO DE COMPUESTOS MODELO SOBRE LA EXPRESION DE GENES
BIOMARCADORES DE DIFERENCIACION CELULAR

Se evalu6 el efecto de la exposicion durante 5 dias a 7 diferentes compuestos modelo sobre la
diferenciacion espontanea de células D3 cultivadas en monocapa. Para ello, después de la
exposicion se extrajo el ARN de los cultivos segun lo descrito en la seccién 3.4.1, se retrotranscribi6
segun lo descrito en la seccidon 3.4.2 y se determind la expresion de los genes objeto de nuestro
interés mediante RT-PCR segun lo descrito en la secciéon 3.4.4. Finalmente, la expresion de cada
gen se normalizé respecto a la expresion de un gen control cuya expresion no resulté afectada por los
agentes embriotéxicos analizados (Figura 3.2 de seccion Materiales y Métodos) y que en nuestro
caso fue la B-actina.

La monitorizacion de las alteraciones en la diferenciacion causadas por exposicion a los diferentes
compuestos mediante esta aproximacion nos sitla en tres diferentes escenarios, ya que cada agente
evaluado podria, o bien no alterar la expresion del gen biomarcador, o bien causar la sobreexpresion
del mismo, o bien causar una disminucién en la expresion. En estos dos ultimos casos procedimos
utilizando las correspondientes relaciones dosis-respuesta, estimar las correspondientes CEjy 0
CEs, definidas como las concentraciones del compuesto evaluado capaces de inducir una expresion
del gen del 200 y 50%, respectivamente. En los casos donde la relacion dosis-respuesta permitia
estimar o bien dos diferentes CE50, o bien dos diferentes CE200 o bien una CE50 y una CE200 se

utilizé para el andlisis siempre el menor de los valores posibles.

4.2.1 Seleccion de genes biomarcadores

La Tabla 4.2 muestra los genes seleccionados para este estudio junto con el linaje celular al que
estan asociados y su papel en la diferenciacion. El conjunto de genes empleados incluye una
representacion de genes biomarcadores de diferenciacion celular de los 3 linajes embrionarios
(mesodermo, endodermo y ectodermo) asi como genes implicados en diversos procesos basicos

para la supervivencia celular.
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Tabla 4.2: Genes empleados en este trabajo. El codigo NCBI mostrado se refiere a la especie Mus musculus.

Simbolo  Caédigo Nombre Principal linaje
Gene NCBI (Name) Funcién asociado
Nrcam 319504 Molécula neuronal de adhesion Adhesién neurona-neuronay  Ectodermo
celular (Neuronal cell adhesion promueve la sefalizacién
molecule gene) direccional durante el
crecimiento del cono axonal
Nes 18008 Nestina (Nestin) Proteina del filamento Ectodermo
intermedio
Shh 20423 Erizo Sonic (Sonic hedgehog) Formacién del tubo neural Ectodermo
Pnpla6 50767 Gen 6 que contiene dominio similar al Desarrollo neuronal y vascular Ectodermo
de la fosfolipasa papatina (Patatin-
like phospholipase domain containing
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 6
Mesp1 17292 Mesodermo posterior 1 (Mesoderm  Epitelizacion del mesodermoy Mesodermo
posterior 1) desarrollo del mesodermo
cardiaco
Vegfa 22339 Factor de crecimiento vascular Inductor de angiogenesis, Mesodermo
endotelial A (Vascular endothelial vasculogénesis, crecimiento
growth factor A) celular endotelial, promotor de
migracioén celular
Myo1e 71602 Miosina IE (Myosin IE) Miosina | no convencional Mesodermo
Hdac7 56233 Histona desacetilasa 7 (Histone Regulacion transcripcion, Mesodermo
deacetylase 7) progresion del ciclo celular y
otros eventos del desarrollo
_______________________________________________________________ embrionario .
Flk1 16542 Quinasa 1 de higado fetal (Fetal liver Receptor del factor de Endodermo
kinase 1) crecimiento vascular endotelial
Afp 11576 Alfa fetoproteina (Alpha fetoprotein) Proteina mayoritaria producida Endodermo
por la yema del saco y el
higado durante el desarrollo
_______________________________________________________________ del higadofetal
Cadk1 12534 Quinasa 1 dependiente de ciclina Regulador del ciclo celular Miscelanea
(Cyclin-dependent kinase 1)
Myc 17869 Oncogen de la mielocitomatosis Regulador del ciclo celular Miscelanea
(Myelocytomatosis oncogene)
Jun 16476 Oncogen Jun (Jun oncogene) Regulador del ciclo celular Miscelanea
MixlI1 27217 Mix1 homeobox-like 1 (Mix1 Regulador del destino celular ~ Miscelanea
homeobox-like 1) durante el desarrollo
Cert 12622 Cerberus 1 homolog (Cerberus 1 Inhibidor en la via de Miscelanea
homolog) sefalizacion del factor de
crecimiento transformante beta
secretado durante la fase de
gastrulacion de la
embriogénesis
Wnt3 22415 Gen 3 del dominio de integracién Regulacion del destino celular  Miscelanea

MMTYV sin alas (Wingless-related
MMTYV integration site 3)

durante la embriogénesis
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4.2.2 Efecto de compuestos embriotéxicos fuertes sobre la diferenciacion de células D3

Efecto sobre la expresion de marcadores de endodermo

El compuesto 5FU tuvo efectos diferenciados sobre los genes marcadores de endodermo (Figura
4.8). En el caso del gen Afp, su nivel de expresion disminuyd después de la exposicién, los resultados
mostraron una reduccion del 95% del nivel de expresion con respecto a las células control para la
maxima concentracion ensayada (100 ng/ml). La CEsq estimada para este gen fue de 0.025 pg/ml
(Tabla 4.3, Figura 4.8). Por otro lado, los niveles de expresion del gen Flk1, aumentaron como
consecuencia de la exposicion al compuesto, llegando a registrarse una expresion unas 13 veces
superior a la expresién en los cultivos control (Figura 4.8) para la concentraciéon a 100 ng 5FU/ml. La

relacion dosis-repuesta permitio estimar una CE200 de 0.048 ug/ml (Tabla 4.3, Figura 4.8).

El comportamiento de los genes con RA fue diferente a lo observado con 5FU. En ambos genes se
observé una aumento de la expresidn hasta un maximo de aproximadamente 80 y 2.5 veces la
expresion de los cultivos control para los genes Afp y Flk1, respectivamente (Figura 4.9). Después de
alcanzar el maximo de expresién ésta disminuyd, si bien a la concentracién de RA mas alta ensayada
(10 ng/ml) la expresion todavia continudé siendo en ambos casos superior a la expresion de los
controles (Figura 4.9). Las CE200 para Flk1 y Afp se estimaron en 0.0015 y 1.3 x 10° pg/ml,

respectivamente (Tabla 4.3, Figura 4.9).
Efecto sobre la expresion de marcadores de mesodermo

Todos los genes marcadores de mesodermo vieron reducida significativamente su expresion al
exponer células D3 a 100 ng 5FU/ml; dichas reducciones se correspondieron a un 65, 73, 39y 73%
del control para los casos de Mesp1, Vegfa, Myo1e y Hdac7, respectivamente (Figura 4.8). La CE50
para el gen Myo7e no se pudo estimar al ser el efecto maximo inferior al 50%, pero las ECs
estimadas para Mesp1, Vegfa y Hdac7 fueron de 0.052, 0.016 y 0.050 mg 5FU/ml, respectivamente
(Tabla 4.3, Figura 4.8).

El gen Mesp1 disminuyd su expresion hasta un maximo de aproximadamente un 50% cuando las
células D3 se expusieron a 2.5 ng/ml de RA (Figura 4.9, Tabla 4.3). La expresion del gen Vegfa
aumentd de manera estadisticamente significativa hasta aproximadamente 4 veces la expresion de
las células control para una concentraciéon de 2.5 ng/ml (Figura 4.9). A concentraciones superiores a
ésta la expresion del gen fue superior a la del control, aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa. La CE200 se estim6 en 3.3 x 10™ ng/ml (Tabla 4.3). La exposicion a RA causo
sobreexpresiones estadisticamente significativas de la expresién de Hdac7, pero ninguna de ellas
alcanzé el 200% de expresién de las células control (Figura 4.9), por lo que no se pudo estimar la
CEZ200. La exposicion a RA causo6 disminuciones en la expresion de la expresion de MyoTe, pero
ninguna de ellas fue estadisticamente significativa ni alcanzé el 50% de expresion de las células

control (Figura 4.9), por lo que no se pudo estimar la CE50.
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Efecto sobre la expresion de marcadores de ectodermo

La expresion de Nrcam solamente se vio alterada de manera estadisticamente significativa por
exposicion a 5FU a la concentracion de 50 ng/ml, aunque el porcentaje de sobreexpresion fue
solamente del 150% de la expresion de cultivos control (Figura 4.8). Por lo tanto, no se puedo
determinar CE50 ni CE200 (Tabla 4.3). La expresion de Nes solamente se vio alterada de manera
estadisticamente significativa por exposicion a 5FU a concentraciones de 50 ng/ml y superiores,
registrdndose una disminucion de la expresién del 50% para la exposicién a 0.050 pg/ml y no
causando la exposicion a 0.1 pg/ml una expresion significativamente diferente de la registrada para
0.050 pg/ml (Figura 4.8). La expresion del gen Shh se vio significativamente incrementada a
concentraciones de 50 ng/ml, que consiguid alcanzar un 200% de la expresion del control y siendo
esta concentracion por tanto la CE200 (Tabla 4.3, Figura 4.8). La expresion del gen Pnpla6 disminuyd
de manera lineal con la concentracién de 5FU, alcanzandose un maximo de inhibicion del 50% para
la concentracion de 100 ng/ml (CES50) (Tabla 4.3, Figura 4.8).

La expresion del gen Nrcam disminuyé de manera aproximadamente lineal con la concentracion de
RA, alcanzandose alteraciones de la expresion estadisticamente significativas a partir de la
exposicion de los cultivos celulares a 2 ng/ml (Figura 4.9). La maxima represion de la expresion del
gen Nrcam alcanzada fue del 75%  (Figura 4.9). La expresion del gen Nes se redujo
significativamente (aproximadamente un 80%) para la concentracion de RA mas baja utilizada (1
ng/ml), aunque la expresion del gen empezé a recuperarse paulatinamente con la concentracion de
RA alcanzando los niveles control a aproximadamente 10 ng/ml (Figura 4.9). Las CE50 de RA para
los genes Nrcam y Nes se estimaron a partir de las correspondientes relaciones dosis-respuesta en
0.0023 y 6.2 x 10 pg/ml, respectivamente (Tabla 4.3). La expresion del gen Shh aumentd de manera
dependiente de concentracion de RA, alcanzédndose sobreexpresiones de este gen estadisticamente
significativas a partir de 2 ng RA/ml (Figura 4.9). La maxima sobreexpresion (aproximadamente 4
veces el control) se alcanzé para la concentracion de RA mas alta utilizada (Figura 4.9). La CE200
para este gen se estimo6 en 0.0014 ug RA/ml (Tabla 4.3). La exposicién a RA alter6 la expresion de
Pnpla6 de manera estadisticamente significativa, pero en ningun caso con una intensidad que
alcanzara el 50% de represién o el 200% de sobreexpresion y por lo tanto no se pudo estimar la
correspondiente CE50 o CE200 (Figura 4.9, Tabla 4.3).

Efecto sobre la expresidon de marcadores de procesos basicos para la supervivencia celular

La exposicion de las células D3 en diferenciacion a 5FU caus6 descensos en la expresion de los
genes Myc y Cdk1, aunque estos descensos solamente fueron estadisticamente significativos a la
maxima concentracion ensayada de 100 ng/ml. Se estimaron CES50 para Cdk71 y Myc de 0.087 y
0.095 ug/ml, respectivamente (Figura 4.8, Tabla 4.3). El efecto del 5FU sobre la expresion de Cer? y
Wht3 fue incrementar su expresién de manera estadisticamente significativa hasta unos maximos de

4 (en el caso de Cer1) y 3 (en el caso de Wnt3) veces la expresion del gen en células control (Figura
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4.8). Las CE200 estimadas a partir de las correspondientes relaciones dosis-respuesta (Figura 4.8)
fueron de 0.030 y 0.038 pg/ml para Cer1 y Wnt3, respectivamente (Tabla 4.3). El 5FU no alter¢ la
expresion del gen Jun de manera significativa, aunque si consiguio sobre-expresar un maximo de 1.5
veces el gen Mix/1 (Figura 4.8). Para ninguno de estos dos genes se pudo estimar CE50 ni CE200
(Tabla 4.3).

La exposicion de las células D3 en diferenciacion a RA indujo sobreexpresiones estadisticamente
significativas de los genes Myc, Cer1 y Jun. Los maximos de sobreexpresion alcanzaron
correspondieron a aproximadamente 2, 3 y 50 veces la expresion de Myc, Jun y Cerl,
respectivamente en células control (Figura 4.9). Las respectivas CE200 fueron de 0.001, 2.2x 10 y
0.0082 ug RA/ml para Myc, Cer1y Jun, respectivamente (Tabla 4.3). La expresion de Myc y Cer1 se
redujo hasta niveles similares a los de las células control para exposiciones de 10 ng RA/ml (Figura
4.9). La expresion del gen Cdk1 apenas registrd variaciones con la exposicion a RA (Figura 4.9),
mientras que la de Mix/1 y Wnt3 se redujo de manera estadisticamente significativa hasta alcanzar
unos minimos de aproximadamente el 25 (en el caso del gen Mix/1) y el 5% (en el caso de Wnt3) de
las células control, lo que permitié estimar unas CE50 de 0.0042 y 5.9 x 10™* ug/ml, respectivamente
(Figura 4.9, Tabla 4.3).
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Figura 4.8: Efecto del 5-fluorouracilo (5FU) sobre la expresion de genes biomarcadores. Las células D3 se cultivaron
en monocapa y en diferenciacion espontanea expuestas a diferentes concentraciones de 5FU durante 5 dias. Al final de la
exposicion las células se lisaron, se extrajo el RNA, se retrotranscribié hasta cDNA y cada gen se amplificd y cuantificd
utilizando RT-PCR como se describié en la seccion de Materiales y Métodos. La expresion de cada gen se normalizé frente
a la expresion de B-actina y se expresé en porcentaje con respecto a la expresion del mismo gen en los cultivos control no
expuestos a 5FU. Se muestra la mediatd.e. de la expresion de los tres replicados bioldgicos independientes utilizados en el
experimento. Estas figuras se utilizaron para estimar las CEsp y CEzp0 mostradas en la Tabla 4.3. (* = estadisticamente
diferente a la expresion del control para al menos p<0.05 segun el test de Dunnett; ** = estadisticamente diferente a la
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Figura 4.9: Efecto del acido retinoico (RA) sobre la expresion de genes biomarcadores. Las células D3 se cultivaron
en monocapa y en diferenciacion espontanea expuestas a diferentes concentraciones de RA durante 5 dias. Al final de la
exposicion las células se lisaron, se extrajo el RNA, se retrotranscribié hasta cDNA y cada gen se amplificd y cuantificd
utilizando RT-PCR como se describié en la seccion de Materiales y Métodos. La expresion de cada gen se normalizé frente
a la expresion de B-actina y se expreso en porcentaje con respecto a la expresion del mismo gen en los cultivos control no
expuestos a RA. Se muestra la mediazd.e. de la expresion de los tres replicados biologicos independientes utilizados en el
experimento. Estas figuras se utilizaron para estimar las CEsy y CE2gp mostradas en la Tabla 4.3. (* = estadisticamente
diferente a la expresién del control para al menos p<0.05 segun el test de Dunnett; ** = estadisticamente diferente a la
expresion del control para al menos p<0.01 segun el test de Dunnett).
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4.2.3 Efecto de compuestos embriotéxicos débiles sobre la diferenciaciéon de células D3

Efecto sobre la expresiéon de marcadores de endodermo

La exposicion de células D3 en diferenciaciéon a DPH caus6 un incremento significativo de expresion
en el gen Flk1 hasta un maximo aproximado de 2.5 veces la expresion en células control (para una
exposicion a 80 ug/ml) seguido de un descenso también estadisticamente significativo hasta un
minimo aproximado del 50% para una exposicion de 150 yg/ml (Figura 4.10). La exposiciéon de las
células a 150 yg DPH/mI fue capaz de reducir la expresion del gen Afp hasta niveles practicamente
indetectables (Figura 4.10). Las correspondientes relaciones dosis-respuesta permitieron estimar una
CE200 de 63 ug/ml para Fik1 y una CEsg de 75 ug/ml para Afp (Tabla 4.4).

La exposicion de células D3 en diferenciacion a VA causo descensos de aproximadamente el 50 y el
60% del control en la expresion de los genes Flk1 y Afp, respectivamente (Figura 4.11). Las CE50

estimadas para ambos Flk1 y Afp fueron de 200 y 165 ug/ml, respectivamente (Tabla 4.4).

La exposicidn de células D3 en diferenciacion a LiCl causé incrementos maximos de la expresion del
gen Flk1 de aproximadamente 25 veces la expresion del mismo gen en células control (Figura 4.12),
lo que permitié estimar una CE200 de 245 ug/ml (Tabla 4.4). Sin embargo, la maxima concentracién
de LiCl ensayada (600 pg/ml) no pudo alterar de manera estadisticamente significativa la expresion
del gen Afp (Figura 4.12).

Efecto sobre la expresion de marcadores de mesodermo

La expresion de los genes Mesp?1 y Myo1e en células D3 en diferenciacion expuestas a 140 ug
DPH/mI sufrié incrementos dependientes de concentracién hasta unos maximos de 3 veces la
expresion de dichos genes en cultivos control (Figura 4.10), lo que permitié estimar CE200 de 70 y
105 pg/ml para Mesp1y Myo1e, respectivamente (Tabla 4.4). La exposicion de estas células a 150 ug
DPH/mI redujo la expresion del gen Vegfa hasta aproximadamente el 10% de la expresion en células
control (Figura 4.10), lo que permitié estimar una CE50 de 40 ug/ml (Tabla 4.4). EI DPH incrementé la
expresion de Hdac7 hasta aproximadamente 2.3 veces la expresion en cultivos control a
concentraciones de 20 pg/ml y causd descensos en la expresion que llegaron a ser de
aproximadamente el 50% a concentraciones de 140 ug/ml (Figura 4.10). La CE200 estimada para
Hdac7 fue de 13 ug DPH/mI (Tabla 4.4).

La exposicion de células D3 en diferenciacién a VA causo incrementos estadisticamente significativos
en la expresién de los genes Mesp1 y Myo1e dependientes de concentracion (Figura 4.11), siendo el
maximo de expresion registrado y las correspondientes CE200 de 300% y 100 pg/ml para el caso de
Mesp1. El incremento maximo del 170% con respecto a las células control no permitié establecer la
CE200 para el caso de Myo17e (Figura 4.11, Tabla 4.4).
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El VA caus6é descensos estadisticamente significativos en la expresion de los genes Vegfa 'y Hdac7
dependientes de concentracion (Figura 4.11), siendo los minimos de expresion registrados y las
correspondientes CE50 de 40% y 165 ug/ml para el caso de Vegfay de 40% y 172 ug/ml para el caso
de Hdac7 (Figura 4.11, Tabla 4.4).

Las células D3 en diferenciacion espontanea expuestas a LiCl vieron alterada la expresiéon de los
genes Mesp1, Vegfay Myo1e, ya que concentraciones de entre 400 y 500 ug/ml de este embriotdxico
débil indujeron la sobreexpresién (estadisticamente significativa en todos los casos) de estos genes
de entre 3 y 4 veces (Figura 4.12). Las CE200 estimadas para Mesp1, Vegfa y Myo1e fueron de 313,
245 y 328 ug/ml, respectivamente (Tabla 4.4). La CE50 estimada para la expresion del gen Hdac7 fue
de 142 pg LiCl/ml (Figura 4.12, Tabla 4.4).

Efecto sobre la expresion de marcadores de ectodermo

El embriotéxico débil DPH redujo de manera estadisticamente significativa la expresiéon de los genes
Nrcam y Nes con similar potencia, ya que las CE50 estimadas fueron de 11 y 15 ug/ml,
respectivamente (Figura 4.10, Tabla 4.4). Este compuesto redujo la expresion del gen Pnpla6 de
manera estadisticamente significativa, pero en una extension inferior al 50% (Figura 4.10), mientras
que el efecto sobre la expresion del gen Shh fue un incremento estadisticamente significativo de
hasta aproximadamente 6 veces la expresion en los cultivos control (Figura 4.10) con una CE200 de
57 ug/ml (Tabla 4.4).

La expresion de los genes Nes y Nrcam de células D3 expuestas a VA se redujo de manera
estadisticamente significativa y dependiente de concentracién hasta unos maximos de
aproximadamente el 20% de la expresion de ambos genes en cultivos control (Figura 4.11). Las CE50
estimadas a partir de las correspondientes relaciones dosis-respuesta fueron de 117 y 88 ug VA/mI
para Nrcam y Nes, respectivamente (Tabla 4.4). El VA indujo un incremento de expresion del gen Shh
de aproximadamente 6 veces la expresion del control para una concentracion de VA de 300 pg/ml
(Figura 4.11), la correspondiente CE200 fue de 41 pg/ml. El VA no alteré6 de manera significativa la

expresion del gen Pnpla6 en ninguna de las condiciones empleadas (Figura 4.11).

El LiCl redujo de manera estadisticamente significativa (hasta un maximo de aproximadamente el
75%) la expresion del gen Nrcam en células D3 en diferenciacion espontanea (Figura 4.12),
permitiendo estimar una CE50 de 392 ug/ml (Tabla 4.4). La expresion del gen Nes se vio
incrementada por LiCl para concentraciones de 400 ug/ml (CE200 = 365 ug/ml (Tabla 4.4)), aunque a
concentraciones superiores disminuyé notablemente (Figura 4.12). La expresion del gen Shh se vio
reducida a la concentracién de LiCl mas baja (CE50 = 185 ug/ml), aunque a concentraciones
superiores la expresion se recuperd hasta niveles similares al de los controles (Figura 4.12). La
expresion del gen Pnpla6 se vio ligeramente incrementada para exposicion a concentraciones de 500

Mg LiCl/ml, aunque con una intensidad inferior al 200% (Figura 4.12)
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Efecto sobre la expresion de marcadores de procesos basicos para la supervivencia celular

Los genes Cdk1 y Whnt3 vieron su expresion reducida de manera estadisticamente significativa y
dependiente de concentracion en células D3 en diferenciacién como consecuencia de su exposicion a
DPH (Figura 4.10). En ambos casos el maximo de represiéon alcanzado fue de alrededor del 75%,
mientras que las CES0 para Cdk1y Wnt3 fueron de 10 y 31 ug DPH/mI, respectivamente (Tabla 4.4).
La expresién del gen Myc también se vio reducida hasta aproximadamente un 50% de manera
estadisticamente significativa por exposicion a DPH hasta concentraciones de 80 pg/ml, sin embargo,
a concentraciones superiores a ésta la expresion se recupero e incluso supero la expresion de este
gen en los cultivos control (Figura 4.10), la CE50 estimada fue de 34 ug/ml (Tabla 4.4). La expresion
del gen Cer1 alcanzé un maximo de expresion del 200% del control para concentraciones de 15 pg
DPH/mI (Figura 4.10, Tabla 4.4). El DPH redujo ligeramente la expresion de los genes Jun'y MixlI1 (en
este caso de manera estadisticamente significativa), pero sin alcanzar en ninguna de las

concentraciones ensayadas el 50% de reduccion de la expresién (Figura 4.10).

La exposicion de células D3 en diferenciacion a VA causé reducciones estadisticamente significativas
de un 75% en la expresion del gen Cer1 y de un 90% en la expresién del gen Wnt3 (Figura 4.11); lo
que permitié estimar las respectivas CE50 de 75 y 63 pug/ml (Tabla 4.4). El VA no alteré de manera
significativa en ninguna de las condiciones ensayadas la expresion de los genes Cdk1, Myc, Jun'y
MixI1 (Figura 4.11).

La exposicion de células D3 en diferenciacion a LiCl aumenté de manera estadisticamente
significativa la expresion de los genes Myc, Mixl1 y Cer1 hasta aproximadamente 2.5, 2.0 y 2.0 veces
la expresion de los cultivos control, respectivamente (Figura 4.12). Las CE200 registradas para estos
mismos genes fueron de 442, 409 y 592 ug/ml (Tabla 4.4). El LiCl también causé descensos
estadisticamente significativos (de hasta un 80%) y dependientes de concentracion en la expresion
de los genes Wnt3 y Jun (Figura 4.12), siendo las CE50 estimadas en ambos casos de 337 ug/ml
(Tabla 4.4). La expresion del gen Cdk1 no se vio alterada significativamente en ninguna de las

condiciones ensayadas (Figura 4.12).
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Figura 4.10: Efecto del 5,5’-difenilhidantoina (DPH) sobre la expresiéon de genes biomarcadores. Las células D3 se
cultivaron en monocapa y en diferenciacion espontanea expuestas a diferentes concentraciones de DPH durante 5 dias. Al
final de la exposicidn las células se lisaron, se extrajo el RNA, se retrotranscribié hasta cDNA y cada gen se amplifico y
cuantificé utilizando RT-PCR como se describié en la seccidon de Materiales y Métodos. La expresion de cada gen se
normalizé frente a la expresion de B-actina y se expresé en porcentaje con respecto a la expresion del mismo gen en los
cultivos control no expuestos a DPH. Se muestra la mediatd.e. de la expresion de los tres replicados bioldgicos
independientes utilizados en el experimento. Estas figuras se utilizaron para estimar las CEso y CE2q0 mostradas en la Tabla
4.4. (* = estadisticamente diferente a la expresion del control para al menos p<0.05 segun el test de Dunnett; ** =
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estadisticamente diferente a la expresion del control para al menos p<0.01 segun el test de Dunnett).

89




Resultados

*%
Mesp1 800 Shh 100 Wnt3 Nrcam
300 o 100
< **| £ 600 SR S
= . < < < L
z z z z **
‘© 200 O *k iel iel
%] n " n 0
L W 400 w50 L
4 4 4 o 50
o o o o
X X X <
w 100 Ll Ll *%* Ll
200 25 25
*%
*% * %]
ol oo ol o ol o ol o
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
[VA] (ug/ml) [VA] (ug/ml) [VA] (pg/ml) [VA] (ng/ml)
Flk1 | 100 Nes Cert 125 Vegfa

*%

*

ok

*%

EXPRESION (%)
g 3 E
EXPRESION (%)
) n ~
[ o (&)
EXPRESION (%)
EXPRESION (%)
a & 8
r *

25 25
*%k o 25
ol v ol v o ol v o 0
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
[VA] (ug/ml) [VA] (ug/ml) [VA] (ug/ml) [VA] (ug/mi)
** Myote Afo Hdac7| 150 Jun
100
190 125
150 *%
S S 2 S
< 7180 s < 100
z z z z
O Q Q Q
v 100 o 60 x4 D 0 75
i i i i
& o o 50 *% *x| o
X X 40 * X< X 5
w w w i
50
25
20 25
ol v ol v o ol v o ol v o
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
[VA] (pg/ml) [VA] (ug/ml) [VA] (ug/ml) [VA] (ug/ml)
200 Myc Pnpla6 150 1 Cdk1 MixI1
100 100
125
—~ —_ —_ *k|
X 150 X X X
A < 75 < 0 < 4
z z z z
O Q Q Q
0 o 0 7 i
o 1 o 50 74 @ 50
o o o o
x x x X
L Ll w50 w
50 25 25
25
ol v ol v o ol v o L
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
[VA] (ug/ml) [VA] (ug/mi) [VA] (ug/mi) [VA] (ug/mi)

Figura 4.11: Efecto del acido valproico (VA) sobre la expresiéon de genes biomarcadores. Las células D3 se cultivaron
en monocapa y en diferenciacion espontanea expuestas a diferentes concentraciones de VA durante 5 dias. Al final de la
exposicion las células se lisaron, se extrajo el RNA, se retrotranscribié hasta cDNA y cada gen se amplificé y cuantificd
utilizando RT-PCR como se describié en la seccion de Materiales y Métodos. La expresion de cada gen se normalizé frente
a la expresion de B-actina y se expreso en porcentaje con respecto a la expresion del mismo gen en los cultivos control no
expuestos a VA. Se muestra la mediatd.e. de la expresion de los tres replicados bioldgicos independientes utilizados en el
experimento. Estas figuras se utilizaron para estimar las CEsq y CE2q0 mostradas en la Tabla 4.4. (* = estadisticamente
diferente a la expresion del control para al menos p<0.05 segun el test de Dunnett; ** = estadisticamente diferente a la
expresion del control para al menos p<0.01 segun el test de Dunnett).
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Figura 4.12: Efecto del cloruro de litio (LiCl) sobre la expresion de genes biomarcadores. Las células D3 se cultivaron
en monocapa Yy en diferenciacion espontanea expuestas a diferentes concentraciones de LiCl durante 5 dias. Al final de la
exposicion las células se lisaron, se extrajo el RNA, se retrotranscribié hasta cDNA y cada gen se amplificd y cuantificd
utilizando RT-PCR como se describié en la seccion de Materiales y Métodos. La expresion de cada gen se normalizé frente
a la expresion de B-actina y se expresé en porcentaje con respecto a la expresion del mismo gen en los cultivos control no
expuestos a LiCl. Se muestra la mediatd.e. de la expresion de los tres replicados bioldgicos independientes utilizados en el
experimento. Estas figuras se utilizaron para estimar las CEso y CE2go mostradas en la Tabla 4.4. (* = estadisticamente
diferente a la expresion del control para al menos p<0.05 segun el test de Dunnett; ** = estadisticamente diferente a la

expresion del control para al menos p<0.01 segun el test de Dunnett).

91




Resultados

4.2.4 Efecto de compuestos no embriotéxicos sobre la diferenciaciéon de células D3

Efecto sobre la expresion de marcadores de endodermo

La exposicion de células D3 en diferenciacion al agente no embriotoxico PG causé descensos
estadisticamente significativos ligeramente superiores al 50% de la expresion de los genes Flk1y Afp
(Figura 4.13), siendo las respectivas CE50 de 195y 576 ug/ml (Tabla 4.5).

El agente no embriotéxico sacarina aumentd la expresion del gen Flk1 en células D3 en
diferenciacion hasta aproximadamente 2.5 veces la expresion de este gen con respecto a los cultivos
control, si bien a la concentracion de 1000 ug/ml la expresion del gen fue similar a la del control. La
expresion del gen Afp se incrementd hasta aproximadamente 2 veces la expresion del cultivo control
por exposicién a concentraciones de sacarina superiores a 200 ug/ml (Figura 4.14). Las CE200 para
Flk1 y Afp estimadas a partir de las correspondientes relaciones dosis respuesta fueron de 450 y
1000 ug/ml (Tabla 4.5).

Efecto sobre la expresiéon de marcadores de mesodermo

Los cultivos de células D3 en diferenciacion redujeron la expresion del gen Mesp1 y Hdac7 hasta el
50% por exposicion a 100 y 230 uyg PG/ml, respectivamente (Figura 4.13, Tabla 4.5); mientras que
ninguna de las condiciones ensayadas consiguio alcanzar niveles de sobreexpresion del 200% o de

represion del 50% de los genes Vegfa y Myo1e (Figura 4.13).

La sacarina redujo la expresién de los genes Mesp?1 y Hdac7 en cultivos de células D3 en
diferenciacion. La reduccion maxima para Mesp1 fue ligeramente superior al 50%, mientras para
Hdac7 fue practicamente del 100% (Figura 4.14). Ademas, en ambos casos, una vez alcanzado el
maximo de disminucion de expresion ésta se recupero al seguir incrementando la concentracion. Las
CES50 estimadas para Mesp1 y Hdac7 fue de 89 y 59 ug/ml, respectivamente (Tabla 4.5). La sacarina
aumento de manera estadisticamente significativa la expresion de los genes Vegfa y Myo17e, siendo
los maximos de expresion alcanzados de 7.5 (para Vegfa) y 3.0 (para Myo7e) veces la expresion de
los cultivos control en ambos casos para exposiciones a 600 ug sacarina/ml (Figura 4.14). Las CE200

para ambos genes fueron de aproximadamente 250 pg/ml (Tabla 4.5).

Efecto sobre la expresién de marcadores de ectodermo

PG indujo un incremento (estadisticamente no significativo) de aproximadamente dos veces la
expresion del gen Shh en los cultivos control de células D3 en diferenciacion (Figura 4.13, Tabla 4.5)
para una exposicion de 100 ug/ml; sin embargo, la exposicién de estas células a concentraciones de
1000 ug PG/ml no alterd la expresion de los genes Nrcam, Nes y Pnpla6 en porcentajes superiores al
200% o inferiores al 50% (Figura 4.13).
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La exposicion de células D3 en diferenciacion a concentraciones de sacarina de 500 pug/ml indujo una
sobreexpresion (estadisticamente significativa) del gen de Nes de 4 veces la expresion del cultivo
control (Figura 4.14), siendo la CE200 estimada de 100 ug/ml (Tabla 4.5). Por otra parte, esta misma
concentracion de sacarina (500 ug/ml) redujo la expresion de los genes Pnpla6 y Shh en
aproximadamente un 80 y un 75% del control, respectivamente (Figura 4.14); observandose ademas
para los dos genes una recuperacion de la expresion de ambos genes para exposiciones de 1000 ug
sacarina/ml. Las CE50 estimadas fueron de 284 y 91 ug sacarina/ml para los genes Pnpla6 y Shh,
respectivamente (Tabla 4.5). La exposicion de estas células a concentraciones de 1000 pug
sacarina/ml no alterd la expresion del gen Nrcam en porcentajes superiores al 200% o inferiores al
50% (Figura 4.14).

Efecto sobre la expresién de marcadores de procesos basicos para la supervivencia celular

La exposicion de células D3 en diferenciacion a PG causo incrementos de la expresion de los genes
Myc, Jun, Cer1y Wnt3 hasta alcanzar unos maximos de expresion estadisticamente significativos de
entre 2.0 y 2.5 veces la expresion en cultivos control (Figura 4.13). En todos estos casos, una vez
alcanzados los respectivos maximos la expresion disminuyé hasta valores cercanos al control para
concentraciones de PG de 1000 pg/ml (Figura 4.13). Las CE200 estimadas a partir de las respectivas
relaciones dosis-respuesta fueron de 313, 284, 461 y 500 uyg PG/ml para Myc, Jun, Cer1 'y Wnt3,
respectivamente (Tabla 4.5). La exposicion de estas células a concentraciones de 1000 uyg PG/ml no
alterd la expresion de los gens Mix/1 y Cdk1 en porcentajes superiores al 200% o inferiores al 50%
(Figura 4.13).

La exposicion de células D3 en diferenciacion a sacarina causé incrementos de la expresion de los
genes Cdk1, Myc, Wnt3 y Cer1 hasta alcanzar unos maximos de expresion estadisticamente
significativos de entre 3 y 4 veces la expresion en cultivos control (Figura 4.14). En todos estos casos,
una vez alcanzados los respectivos maximos la expresién disminuyé hasta valores cercanos al
control para concentraciones de sacarina de 1000 pg/ml (Figura 4.14). Las CE200 estimadas a partir
de las respectivas relaciones dosis-respuesta fueron de 235, 214, 178 y 355 ug PG/ml para Cdk1,
Myc, Wnt3 y Cer1, respectivamente (Tabla 4.5). La exposicién de estas células a concentraciones de
1000 pg PG/mI no alterd la expresion de los genes MixI1 y Jun en porcentajes superiores al 200% o
inferiores al 50% (Figura 4.14).
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Figura 4.14: Efecto de la sacarina sobre la expresion de genes biomarcadores. Las células D3 se cultivaron en
monocapa y en diferenciacion espontanea expuestas a diferentes concentraciones de sacarina durante 5 dias. Al final de la
exposicion las células se lisaron, se extrajo el RNA, se retrotranscribié hasta cDNA y cada gen se amplificd y cuantificd
utilizando RT-PCR como se describio en la seccion de Materiales y Métodos. La expresion de cada gen se normalizé frente
a la expresion de B-actina y se expreso en porcentaje con respecto a la expresion del mismo gen en los cultivos control no
expuestos a sacarina. Se muestra la mediatd.e. de la expresion de los tres replicados bioldgicos independientes utilizados
en el experimento. Estas figuras se utilizaron para estimar las CEso y CE2q0 mostradas en la Tabla 4.5. (* = estadisticamente
diferente a la expresién del control para al menos p<0.05 segun el test de Dunnett; ** = estadisticamente diferente a la

expresion del control para al menos p<0.01 segun el test de Dunnett).
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4.3 PREDICCION DE POTENCIAL EMBRIOTOXICO

El efecto de los compuestos embriotéxicos modelo sobre la expresion de genes biomarcadores de
diferenciacion se ensay6 con la intencién de mejorar la cuantificacion de las alteraciones en la
diferenciacion inducidas por éstos y sustituir la aproximacion clasica del método EST de observacion
Optica de cardiomiocitos latientes diferenciados durante 10 dias por una cuantificacién basada en la
determinacion de alteraciones moleculares. Para ello, las CE50 o CE200 deducidos en la seccion
anterior se utilizaron para predecir la potencial embriotoxicidad de cada compuesto utilizando los PM

del EST clasico pero modificados segun lo descrito en la seccion 3.5.

4.3.1 Funcionamiento de genes biomarcadores de diferenciacion en la prediccion de

embriotoxicos fuertes

Ocho de los genes analizados resultaron reprimidos y 4 sobre-expresados tras exposicion a 5FU
(Figuras 4.8 y 4.9). No fue posible obtener ni CE50 ni CE200 para los restantes cuatro genes, asi
pues, éstas deberian ser necesariamente mayores de 100 ng/ml (la maxima concentracion de 5FU
ensayada). Las CE50 oscilaron entre 16 (para Vegfa) y 100 (para Pnpla6) ng/ml (Tabla 4.3), mientras
que las CE200 oscilaron entre 30 (para Cer1) y 50 (para Shh) ng/ml (Tabla 4.3).

Las PM descritas en la seccion 3.5 predijeron correctamente con los 16 genes que 5FU era un
embriotoxico fuerte in vivo (Tabla 4.3). Un analisis matematico de las PM basado en los valores de
ICso para células 3T3 y D3 predice que los compuestos seran embriotdxicos fuertes (funcion Il mayor
que funcion Il y que funcién |) siempre que CE50 o CE200 sean menores de 1380 ng/ml. Esta
concentracion es 3 6rdenes de magnitud mayor que la IC50 para ambas lineas celulares (Tabla 4.1) y
es, por lo tanto, incompatible con la supervivencia celular. Consecuentemente, las predicciones de
embriotoxicidad de los genes Jun, Mixl1, Nrcam y Myo1e (aquellos para los que solamente se dedujo
que la CE50 o CE200 deberia de ser mayor de 100 ng/ml) deberian ser necesariamente de

embriotdxico fuerte para cualquier concentracion de 5FU compatible con la supervivencia celular.

Los 16 genes biomarcadores predijeron correctamente que RA es un embriotoxico fuerte in vivo (5 de
los genes mediante represion de la expresion, 7 mediante sobre-expresion y 4 (Myote, Hdac?7,
Pnpla6 y Cdk1) mediante registros indeterminados de CE50 o CE200, pero que necesariamente
deberian ser mayores que la concentracion de RA mas alta ensayada (10 ng/ml) (Tabla 4.3). Las
CE50 y CE200 mas bajas se registraron para los genes Wnt3 y Afp, respectivamente (Tabla 4.3). Con
los valores de IC50 para células 3T3 y D3 mostrados en la Tabla 4.1 la prediccion de embriotoxico
fuerte in vivo se mantiene hasta una concentracion de RA de 72 pg/ml, que es de nuevo varios
ordenes de magnitud superior a las IC50 para ambas lineas celulares. Por lo tanto, de nuevo es
necesario concluir que en este escenario, la prediccion de embriotoxicidad de cualquier compuesto
debera ser necesariamente de embriotdxico fuerte a cualquier concentracion compatible con la

supervivencia celular.
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Tabla 4.3: Funcionamiento de genes biomarcadores de diferenciacion en la prediccion de embriotoxicos fuertes.
La capacidad de los genes para predecir la embriotoxicidad in vivo de los compuestos analizados se validé utilizando los
PM descritos en la Tabla 1.4 basados en los PM del EST clasico pero utilizando la expresion de los genes biomarcadores
para cuantificar los efectos de los agentes evaluados sobre la diferenciacion celular. Los valores de IC503T3 e IC50D3 se
obtuvieron de la Tabla 4.1. Los valores de CE50 y CE200 se dedujeron a partir de las Figuras 4.8 y 4.9. Todos los valores
se expresan en pg/ml como exigen las PM del EST. Efecto: 1 = Incremento de expresion con respecto al control. Efecto: |
= Reduccion de la expresion con respecto al control. Efecto: 4? = No se puedo determinar en las condiciones de ensayo
y por lo tanto EC50 o EC200 mayores que la mas alta concentraciéon ensayada.

CE50 CE200 Funciones discriminantes CLA
Compuesto Gen Efecto (pg/ml) (pg/ml) I | 1 (*)
5FU Mesp1 ! 0.052 - -25 -12 0.16 F
Shh 1 - 0.050 -25 -12 0.16 F
IC50D3 = 0.21 pg/ml Wnt3 1 - 0.038 -25 -12 0.21 F
Nrcam &? >0.1 >-24 >-11 <-0.03 F
Flk1 i - 0.048 -25 -12 0.17 F
IC503T3 = 0.39 pg/ml Nes l 0.050 - -25 -12 0.16 F
Cert 1 - 0.030 -25 -12 0.24 F
Vegfa l 0.016 - -25 -12 0.29 F
Myo1e &? >0.1 >-24 >-11 <-0.03 F
Afp ! 0.025 - -25 -12 0.26 F
Hdac7 l 0.050 - -25 -12 0.16 F
Jun &? >0.1 >-24 >-11 <-0.03 F
Myc l 0.095 - -24 -12 -0.01 F
Pnpla6 l 0.100 - -24 -12 -0.03 F
Cdk1 l 0.087 - -24 -12 0.02 F
_____________________________ Mix1 G2 >01 >4  >11 <003 F
RA Mesp1 ! 0.0025 - -21 -10 3.1 F
Shh 1 - 0.0014 -21 -10 3.1 F
IC50D3 = 0.005 pg/ml Wnt3 l 59x10™ - -21 -10 3.1 F
Nrcam s 0.0023 - -21 -10 3.1 F
Flk1 1 - 0.0015 -21 -10 3.1 F
IC503T3 = 20 pg/ml Nes l 6.2x10™ 2 21 -10 3.1 F
Cer1 1 2 22x10° -21 -10 3.1 F
Vegfa i - 3.3x10" -21 -10 3.1 F
Myo1e &? >0.01 >-21 >-10 <3.1 F
Afp h " 1.3x10° -21 -10 3.1 F
Hdac7 &? >0.01 -21 -10 3.1 F
Jun 1 - 0.0082 -21 -10 3.1 F
Myc 1 - 0.001 -21 -10 3.1 F
Pnpla6 &? >0.01 >-21 >-10 <3.1 F
Cdk1 ? >0.01 >-21 >-10 <31 F
Mixl1 ) 0.0042 - -21 -10 3.1 F

CLA = Clasificacion in vitro. F = Fuerte (criterio lll > 1 y Il > 1). ;? = No se pudo determinar ni CE50 ni CE200.
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4.3.2 Funcionamiento de genes biomarcadores de diferenciacion en la prediccion de

embriotéxicos débiles

Los valores de CE50 o CE200 tras exposicion a DPH se pudieron determinar para 13 de los 16 genes
analizados, siendo el gen mas sensible Cdk7 (CE50 = 10 ug/ml) y el mas resistente Myo71e (CE200 =
105 pg/ml) (Tabla 4.4). La exposicion a DPH causo sobreexpresion en 5 genes, represion en 8 genes
y alteraciones de expresion apenas detectables para Jun, Pnpla6 y Mix/1 (Figura 4.10). Concluimos
por tanto que para estos 3 ultimos genes la CE50 o CE200 debera ser necesariamente mayor de 150
pg/ml (la concentracion de DPH mas alta ensayada). Los PM empleados predijeron correctamente
que DPH es un embriotdxico débil in vivo con los 13 genes para los que se pudo determinar la CEsg 0
CE200 (Tabla 4.4). Sin embargo, considerando las IC50 para células 3T3 y D3 mostradas en la Tabla
4.1y que la EC50 o EC200 sea mayor de 150 ug/ml la funcién | es siempre mayor que la Il y que la lll

y por lo tanto la prediccion habra de ser en este caso necesariamente de no embriotdxico in vivo.

La expresion de 8 genes resulté reprimida tras exposicién de las células D3 a VA (CE50 en el rango
entre 63 y 200 pg/ml para Wnt3 y Flk1, respectivamente) y 2 genes resultaron sobre-expresados
(CE200 de 41 y 100 pg/ml para Shh y Mesp1, respectivamente) (Tabla 4.4). Todos estos 10 genes
predijeron correctamente que VA es un embriotoxico débil in vivo (Tabla 4.4). Sin embargo, la
expresion de 6 genes no resultd alterada significativamente tras exposicién a VA y por lo tanto la
CE200 o CE50 deberan ser necesariamente mayores que las mas altas concentraciones ensayadas
en cada uno de los respectivos casos (entre 200 y 300 ug/ml). El analisis de las PM utilizando los
IC50 mostrados en la Tabla 4.1 predice que la embriotoxicidad seria débil hasta una concentracion de
800 pg VA/mI, lo que induciria citotoxicidad compatible con la supervivencia de una parte importante
de las células del cultivo al ser la IC50 para células D3 de 1300 pg/ml (Tabla 4.1). Por lo tanto, en
este escenario, no nos resulta posible hacer una prediccion de la embriotoxicidad in vivo del VA

basada en los resultados obtenidos con Myo1e, Jun, Myc, Pnpla6, Cdk1y MixI1 (Tabla 4.1).

El efecto del LiCl encontrado mas habitualmente fue la sobreexpresion de los genes biomarcadores
(Tabla 4.4, Figura 4.12). En todos los casos, excepto para Cdk1, Afp y Pnpla6 las CE50 y CE200
estuvieron por debajo de 600 pg/ml y predijeron embriotoxicidad débil in vivo (Tabla 4.4). Cdk1,
Pnpla6 y Afp mostraron CE50 o CE200 superior a 600 ug/ml, prediciendo una no embriotoxicidad in
vivo del LiCl (Tabla 4.4).
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Tabla 4.4: Funcionamiento de genes biomarcadores de diferenciacién en la prediccion de embriotoxicos débiles.
La capacidad de los genes para predecir la embriotoxicidad in vivo de los compuestos analizados se validé utilizando los
PM descritos en la Tabla 1.4 basados en los PM del EST clasico pero utilizando la expresion de los genes biomarcadores
para cuantificar los efectos de los agentes evaluados sobre la diferenciacion celular. Los valores de IC503T3 e IC50D3 se
obtuvieron de la Tabla 4.1. Los valores de CE50 y CE200 se dedujeron a partir de las Figuras 4.10, 4.11 y 4.12. Todos
los valores se expresan en pg/ml como exigen las PM del EST. Efecto: 1 = Incremento de expresion con respecto al
control. Efecto: | = Reduccién de la expresion con respecto al control. Efecto: 4? = No se puedo determinar en las
condiciones de ensayo y por lo tanto EC50 o EC200 mayores que la mas alta concentracién ensayada.

CE50 CE200 Funciones discriminantes CLA
Compuesto Gen Efecto (ug/ml) (nug/ml) I Il Il (*)
DPH Mesp1 1 - 70 267 4.8 -6.7 D
Shh 1 - 57 1.7 4.5 -6.4 D
IC50D3 = 120 pg/ml Whnt3 l 31 - 0.02 3.8 -6.0 D
Nrcam l 11 - -1.3 3.3 -5.6 D
Fik1 1 - 63 21 4.6 -6.6 D
IC503T3 = 80 pg/ml Nes 1 15 - -1.1 34 -5.7 D
Cert 1 15 - -1.1 34 -5.7 D
Vegfa l 40 - 0.61 4.1 <-6.1 D
Myo1e 1 - 105 4.9 5.7 -7.4 D
Afp l 75 - 29 5.0 -6.8 D
Hdac7 1 - 13 -1.2 3.4 -5.6 D
Jun &? >150 >7.9 >6.9 <-8.2 N
Myc l 34 - 0.21 3.9 -6.0 D
Pnpla6 o? >150 >7.9 >6.9 <-8.2 N
Cdk1 1 10 - -1.4 3.3 -5.6 D
_____________________________ Mt g2 >150  >79  >69 <82 N
VA Mesp1 1 - 100 6.6 8.3 -6.2 D
Shh i - 41 6.3 8.3 -6.2 D
IC50D3 = 240 pg/ml Whnt3 l 63 - 6.4 8.3 -6.2 D
Nrcam l 117 - 6.7 8.4 -6.3 D
Fik1 ! 200 - 7.0 8.5 -6.4 D
IC503T3 = 1300 pg/ml Nes ! 88 - 6.6 8.3 -6.2 D
Cert l 75 - 6.5 8.3 -6.2 D
Vegfa l 165 - 6.9 8.4 -6.2 D
Myote &? >200 7.3 8.6 -6.4 NP
Afp l 165 - 6.9 8.4 -6.3 D
Hdac7 l 172 - 6.9 8.5 -6.3 D
Jun &? >200 >7.0 >8.5 <-6.4 NP
Myc &? >200 >7.0 >8.3 <-6.4 NP
Pnpla6 &? >300 >7.4 >8.7 <-6.4 NP
Cdk1 &? >300 >7.4 >8.7 <-6.4 NP
_____________________________ Mt g2 >200  >70  >85 <64 NP
LiCl Mesp1 1 - 313 9.2 9.9 -7.3 D
Shh l 185 - 8.8 9.8 -7.2 D
IC50D3 = 650 pg/ml Wnt3 l 336 - 9.3 10.0 -7.3 D
Nrcam l 392 - 9.5 10.0 -7.4 D
Fik1 1 - 245 9.0 9.8 -7.3 D
IC503T3 = 1560 pg/mi Nes 1 - 365 9.4 10.0 -7.3 D
Cert i - 592 10.2 10.3 -7.5 D
Vegfa i - 245 9.0 9.8 -7.2 D
Myote 1 - 328 9.3 9.9 -7.3 D
Afp &? >600 8.8 9.8 -7.2 N
Hdac7 l 142 - 8.7 9.7 =71 D
Jun l 337 - 9.4 10.0 -7.3 D
Myc 1 - 442 9.7 10.1 -7.4 D
Pnpla6 o? >600 >9.9 >10.2 -7.5 N
Cdk1 &? >600 >10.2 >10.3 <-756 N
MixI1 1 - 409 9.0 9.8 -7.2 D

* CLA = Clasificacion in vitro. D = Débil (criterio Il > 1 y 1l > I); N = No embriotoxico (Criterio | >11, I>Ill); NP = No prediccion.
Se marcan en negrita aquellas predicciones erréneas. > = Mayor que. < = Menor que. ¢,? = No se pudo determinar ni CE50
ni CE200.
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4.3.3 Funcionamiento de genes biomarcadores de diferenciacion en la prediccion de no

embriotoxicos

El agente no embriotdxico sacarina alterd significativamente la expresion de 4 genes a
concentraciones inferiores a 145 ug/ml, lo cual condujo a predicciones de compuesto embriotdxico
débil in vivo (Tabla 4.5). Sin embargo, otros 11 genes resultaron con CE50 o CE200 mayores de
178 pg/ml y predijeron la no embriotoxicidad de la sacarina in vivo, incluso aquellos para los que las
EC50 o EC200 fueron superiores a 1000 pg/ml (Tabla 4.5).

La expresion de 6 genes fue incrementada por exposicion a PG, mientras que fue disminuida en otros
3 (Tabla 4.5). Todos aquellos genes con CE50 o CE200 mayores de 250 pg/ml (12 de los 16
ensayados) predijeron la no embriotoxicidad de PG in vivo (Tabla 4.5). Solo aquellos genes con CE50
0 CE200 menores de 230 ug/ml (Mesp1, Shh, Flk1y Hdac?7) predijeron que la PG era un embriotdxico
débil in vivo (Tabla 4.5).
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Tabla 4.5: Funcionamiento de genes biomarcadores de diferenciacion en la prediccion de agentes no
embriotéxicos. La capacidad de los genes para predecir la embriotoxicidad in vivo de los compuestos analizados se
valido utilizando los PM descritos en la Tabla 1.4 basados en los PM del EST clasico pero utilizando la expresion de los
genes biomarcadores para cuantificar los efectos de los agentes evaluados sobre la diferenciacion celular. Los valores
de IC503T3 e IC50D3 se obtuvieron de la Tabla 4.1. Los valores de CEsp y CEzqo se dedujeron a partir de las Figuras
4.13 y 4.14. Todos los valores se expresan en pg/ml como exigen las PM del EST. Efecto: 1 = Incremento de expresion

con respecto al control. Efecto: | = Reduccion de la expresion con respecto al control. Efecto: ¢7?

= No se puedo

determinar en las condiciones de ensayo y por lo tanto EC50 o EC200 mayores que la mas alta concentracion ensayada.

CE50 CE200 Funciones discriminantes CLA
Compuesto Gen Efecto (ug/ml) (png/m) | Il Il *)
Sacarina Mesp1 l 89 - 1.7 11.9 -8.6 D
Shh ! 91 - 1.7 11.9 -8.7 D
IC50D3 = 4500 pg/ml Wnt3 ) - 178 12.0 12.0 -8.8 NP
IC503T3 = 1800 pg/ml Nrcam &? >1000 >14.4 >12.9 <94 N
Fik1 1 - 450 12.8 12.3 -12.4 N
Nes ) - 100 11.8 11.9 -8.7 D
Cer1 ) - 355 12.5 12.2 -8.9 N
Vegfa ) - 254 12.2 12.0 -8.8 N
Myote 1 - 250 12.2 12.0 -8.8 N
Afp ) - 1000 14.4 12.9 9.4 N
Hdac7 ! 59 - 11.8 12.9 -8.7 D
Jun &? >1000 >14.4 >12.9 <-9.4 N
Myc 1 - 214 121 12.0 -8.7 N
Pnpla6 ! 284 - 12.3 12.1 -8.8 N
Cdk1 ) - 235 12.2 12.0 -8.8 N
Mt 2 >1000 >144  >129 <94 N
PG Mesp1 ! 100 - 9.8 10.5 -8.8 D
Shh ) - 100 10.0 10.6 -8.9 D
IC50D3 > 5000 pg/ml Wnt3 ) - 500 13.1 11.8 -9.8 N
Nrcam &? >1000 >17.3 >13.4 <-11.0 N
Flk1 ! 195 - 10.6 10.9 -9.1 D
IC503T3 = 640 ug/ml Nes &? >1000 13.6 12.0 -9.9 N
Cer1 1 - 461 12.8 1.7 -9.7 N
Vegfa &? >1000 >17.3 >13.4 <-11.0 N
Myote &? >1000 >17.3 >13.4 <-11.0 N
Afp ! 576 13.8 12.1 -10.0 N
Hdac7 1 - 230 10.9 11.0 -9.2 D
Jun ] - 284 9.7 10.5 -8.8 N
Myc 1 - 313 11.6 11.2 -9.3 N
Pnpla6 &? >1000 >17.3 >13.4 <-11.0 N
Cdk1 &? >1000 >17.3 >13.4 <-11.0 N
MixI1 &? >1000 >17.3 >13.4 <-11.0 N

* CLA = Clasificacion in vitro. D = Débil (criterio Il > [ y 11l > 1); N = No embriotoxico (Criterio | >, 1>111); NP = No
prediccion. Se marcan en negrita aquellas predicciones erréneas. > = Mayor que. < = Menor que. ;,? = No se pudo

determinar ni CE50 ni CE200.
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4.4 PREDICCION GLOBAL DE LOS GENES BIOMARCADORES

La Tabla 4.6 resume la prediccion de cada uno de los 16 genes analizados para cada uno de los 7
compuestos modelo empleados. Seis genes (Wht3, Nrcam, Cer1, Myole, Myc y Vegfa) fueron
capaces de predecir correctamente la embriotoxicidad in vivo de los 7 compuestos estudiados;
mientras que 3 genes predijeron correctamente la embriotoxicidad de 6 de los 7 compuestos y 3
genes de 5 de 6 compuestos (Tabla 4.6). La peor prediccion se encontré para Shh, Mesp1y Hdac7 (5
aciertos de 7 predicciones en todos los casos) y para Pnpla6 (4 aciertos de 6 predicciones) (Tabla
4.6).

Se obtuvo un 100% de concordancia entre la embriotoxicidad in vitro e in vivo cuando se asigné como
potencial embriotéxico aquel para el cual se obtuvo el mayor porcentaje de predicciones de entre
todas las disponibles (Tabla 4.6). Los embriotdxicos fuertes se predijeron correctamente con los 16
genes empleados, mientras que el porcentaje de predicciones correctas de embriotdxicos débiles
oscilé entre el 81% (para DPH) y el 100% (para VA) (Tabla 4.6). Finalmente, los no embriotoxicos
obtuvieron los peores porcentajes de predicciones correctas con el 73% (para sacarina) y el 75%
(para PG) (Tabla 4.6). No obstante, es remarcable que en los casos de los embriotéxicos débiles y en
el de los no embriotéxicos mas de 2/3 de los genes empleados predijeron siempre correctamente el
correspondiente potencial embriotdxico. Asi pues, si consideramos como prediccion global aquella
con un mayor numero de predicciones individuales se alcanzé el 100% de concordancia entre la

prediccién de embriotoxicidad in vitro y la embriotoxicidad in vivo.
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Tabla 4.6: Prediccion global in vitro de compuestos embriotoxicos modelo empleando genes biomarcadores de diferenciacion celular. La prediccion individual de
cada gen se tomo de las Tablas 4.3, 4.4 y 4.5. La clasificacion final se asigné considerando aquella categoria que habia obtenido un mayor porcentaje de predicciones
individuales. F = Embriotéxico fuerte; D = Embriotdxico débil: N = No embriotéxico. Las predicciones de embriotoxicidad in vivo erroneas se muestran en celdillas
sombreadas.

In Prediccion individual de cada gen Prediccion final in vitro
Compuesto vivo Mesp1 Shh Wnt3 Nrcam Flk1 Nes Cerl Vegfa Myole Afp Hdac7 Jun Myc Pnpla6 Cdk1 Mixl %F %D %N Clasificacion
5FU F F F F F F E F F F F F F F F F F 100 O 0 F
RA F F F F F F F F F F F F F F F F F 100 O 0 F
DPH D D D D D D D D D D D D N D N D N 0 81 19 D
VA D D D D D D D D D - D D - - - - - 0 100 0 D
LiCl D D D D D D D D D D N D D D N N D 0 81 19 D
Sacarina N D D - N N D N N N N D N N N N N 0 27 73 N
PG N D DN ____| N___No_ N___N___N____ | N N D N _N___ N _ N N 0 25 75 | L
Prediccion - 5/7 5/7 6/6 77 e/7 e/7 77 77 6/6 6/7 5/7 5/6 6/6 4/6 5/6  5/6
correctal/total Concordancia
de in vitro-in vivo = 100%

predicciones
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5.1 EVALUACION DE LA EXPRESION DE GENES BIOMARCADORES DE
DIFERENCIACION CELULAR

Los genes biomarcadores de diferenciacion celular empleados en este estudio representan los 3
linajes embrionarios (mesodermo, endodermo y ectodermo) asi como genes implicados en diversos
procesos basicos para la supervivencia celular (Tabla 4.2). A continuacion se discute, sobre la base
de los resultados obtenidos y de la literatura existente la idoneidad de estos 16 genes biomarcadores

empleados en este trabajo.

5.1.1 Efecto de compuestos embriotéxicos modelo sobre la expresion de genes marcadores de

endodermo

Dos de los genes biomarcadores del linaje endodermo que fueron ensayados a diferentes
concentraciones de compuestos embriotdxicos pertenecientes a las distintas categorias de
embriotoxicidad como 5FU y RA (embriotoxicos fuertes), DPH, LiCL y VA (embriotoxicos débiles) y
por ultimo PG y sacarina (no embriotdxicos) presentaron distintos comportamientos en sus niveles de
expresion. Afp codifica para la proteina sérica mas abundante en el embriéon en desarrollo, que es
producida por el saco vitelino y el higado durante el desarrollo fetal. Este gen es considerado un
biomarcador de endodermo visceral tipico y necesario para el comienzo del desarrollo hepatico
debido a que se expresa principalmente en el higado fetal en niveles altos y en el endodermo visceral
(Kwon et al., 2006; Jin et al., 2009). En nuestros resultados encontramos expresién de este gen al dia
5 mediante la técnica de RT-PCR, de igual manera en otros experimentos realizados por RT-PCR
también se presento la expresion del gen Afp en el citado dia 5 (Mauritz et al., 2008; Pamies et al.,
2010b). Ahora bien, al ser expuesto al compuesto 5FU se observo que este compuesto causé una
disminucion considerable del nivel de expresion (95%) a la maxima concentracion ensayada (100
ng/ml) (Figura 4.8). Estos resultados son apoyados por otros informes de afios anteriores en los que
la expresion de este gen ha sido estudiada en presencia de una amplia gama de concentraciones de
5FU; asi, a concentraciones bajas (0,01 y 10 nM) el compuesto produjo una disminucién en la
expresion de Afp en los cuerpos embrionarios, sin embargo algunos genes de mesodermo también
probados en este estudio a estas mismas concentraciones no sufrieron alteraciones significativas, lo
cual sugiere que Afp podria tener una alta sensibilidad como indicador de diferenciaciéon a endodermo
visceral (Pamies et al., 2010a). Por otra parte, Afp sufrio alteraciones en su nivel de expresion al ser
expuesta a compuestos de diferente potencial de embriotoxicidad, asi, el compuesto RA
(embriotoxico fuerte) causé aumento significativo para este gen, mientras que su comportamiento de

expresion frente a los compuestos embriotdxicos débiles DPH y VA fue una disminucién importante.

Flk1 es considerado un biomarcador de mesodermo temprano y uno de los dos receptores del factor
de crecimiento endotelial vascular VEGF receptor-2 (Narazaki et al., 2008). VEGF es de vital
importancia en el desarrollo del sistema vascular y uno de los principales factores angiogénicos. Los

receptores para VEGF son FIt-1 y FIk1 (Kdr), estos receptores estan implicados en la formacién y

105



Discusion

desarrollo de los vasos sanguineos durante la embriogénesis (Muche et al., 2015), este ultimo (Flk1)
es el primer marcador para la diferenciacion de células endoteliales y es crucial para el desarrollo
vascular, ademas esta comprometido en procesos como la vasculogénesis e influye en otras etapas
del desarrollo embrionario temprano y en la hematopoyesis temprana (Yamaguchi et al 1993; Kabrun
et al., 1997; Puri et al., 1995; Sakurai et al., 2005). En nuestras condiciones de ensayo se encontrd
que de los compuestos embriotéxicos fuertes, el 5FU causo alteraciones en el nivel de expresion para
el gen Flk1, sobre-expresandose unas 13 veces con respecto a las células control no expuestas
(Figura 4.8). De igual manera, el efecto observado en la expresion de este gen al ser expuesto a las
distintas concentraciones de los compuestos RA, DPH, LiCl y sacarina fue en todos los casos
incremento en su nivel de expresion (Figuras 4.9, 4.10, 4.12 y 4.14). Otros estudios describieron
cambios expresion temprana de este gen durante la diferenciacién celular, asi, la expresiéon ya es
detectable en el dia 1 de la diferenciacion en EBs (Pamies et al., 2010b), alcanzando un maximo en el
dia 4.5 de diferenciacion (Narazaki et al., 2008). Esta expresion temprana de Flk1 sugiere que es un
buen candidato a ser utilizado para la deteccién de agentes embriotdxicos que alteren la formacion

temprana de endodermo.

5.1.2 Efecto sobre la expresion de genes marcadores de mesodermo

Los genes biomarcadores del linaje mesodermo que fueron ensayados a diferentes concentraciones
de compuestos embriotoxicos pertenecientes a las distintas categorias de embriotoxicidad también
presentaron distintos comportamientos en sus niveles de expresion. La expresion del gen Mesp1 se
vio afectada luego de la exposicion a compuestos embriotdxicos fuertes y no embriotdxicos, los
cuales causaron disminucion en la expresion de dicho gen en aproximadamente un 50% para ambos
casos, mientras que los compuestos embriotdxicos débiles causaron incremento maximo de 3 veces.
Este gen ha sido elegido como marcador de mesodermo debido a que se expresa muy temprano al
inicio de la aparicion de este linaje, ademas, se ha observado su expresion en células ES junto con
otros marcadores cardiacos (Mauritz et al., 2008), dicha expresion es solo transitoria en el embrién en
desarrollo, pues empieza a expresarse al inicio de la formacién del mesodermo y luego desaparece
casi completamente, lo que sugiere que Mesp1 no es necesario para etapas del desarrollo cardiaco
tardias (Liu et al., 2013). Asi pues, Mesp1 se considera como el marcador mas temprano de los
linajes cardiovasculares durante la gastrulacion, promoviendo la migracién celular y polaridad durante

el desarrollo cardiaco (Chiapparo et al., 2016).

El factor de crecimiento endotelial vascular VEGF, promueve |la condensacion de células endoteliales
en redes de vasos sanguineos proceso denominado como vasculogénesis. Segun algunos estudios
VEGF también promueve la neurogénesis y crecimiento células gliares y es esencial para la
neuroproteccion en adultos (Rosentein et al., 2010). Los subtipos de VEGF como Vegfa tienen un
importante papel en la vasculogénesis, al inicio de la gastrulacion se expresa el gen Vegfa en el
endodermo visceral (saco vitelino), dicha expresion es necesaria para la expansiéon y organizacion

normal tanto de las células endoteliales y hematopoyéticas en los primeros sitios de formacién de
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vasos sanguineos. De igual manera el proceso de la vasculogénesis es el principal mecanismo de
formacioén vascular en el desarrollo temprano y este proceso tiene lugar primero en el saco vitelino
(Damert et al., 2002).

El gen Vegfa presenté variaciones en su comportamiento de expresién de la siguiente manera: redujo
su expresion al ser expuesto a 5 FU, DPH y VA (Figuras 4.8, 4.10 y 4.11), sin embargo, presento
incremento con RA, LiCl y sacarina (Figuras 4.9, 4.12 y 4.14), por el contrario para PG no se observé
ningun efecto (Figura 4.13). Al comparar nuestros resultados con un estudio similar en el cual
evaluaron los mismos compuestos embriotdxicos en el método EST, resulté que todos los
compuestos evaluados causaron alteraciones en la expresion de otro de los genes importantes en el
proceso de la vasculogénesis, en este caso el gen utilizado como “end-point” molecular fue VE-
Cadherin un marcador apropiado de diferenciacion de células ES en células endoteliales (Festag et
al., 2007a; Festag et al., 2007b), que junto con Vegfa y otros genes, son calificados como genes
criticos implicados en la vasculogénesis y en procesos de la via de sefalizacién de VEGF (Argraves
et al., 2005). Aunque en nuestro caso se redujo el tiempo de exposicion a la mitad, demostramos que
nuestro biomarcador elegido Vegfa también mantiene su buen desempenfo, lo cual sugiere que este

gen puede ser utilizado para nuestros propésitos.

En el rindn, la expresion del gen Myole es particularmente alta en células epiteliales viscerales
glomerulares conocidas como podocitos, que juegan un papel clave en la filtracion selectiva de
proteinas en el glomérulo (Bi et al., 2013; Randles et al., 2016). Ademas, este gen también esté
implicado en la formacion de vasos sanguineos, lo que sugiere que Myo7e puede estar comprometido
en estas dos funciones (Schmahl et al., 2006). La expresion del gen Myo7e Unicamente se vio
alterada al exponerse a los compuestos DPH, LiCl y sacarina, que causaron incremento en su
expresion en todos los casos, mientras que para cuatro de los siete compuestos probados (5FU, RA,
VA, PG) no fue posible establecer un efecto en la expresion de este gen, lo que nos puede estar

sugiriendo que no es un buen candidato a biomarcador temprano para el método EST.

El gen histona desacetilasa 7 (Hdac7) es expresado especificamente en el endotelio vascular durante
la embriogénesis temprana manteniendo la integridad vascular, lo cual tiene importantes
implicaciones para la comprension de procesos como angiogénesis y remodelacién vascular durante
el desarrollo cardiovascular y enfermedades asociadas, también ha sido sugerido como diana
terapéutica para trastornes vasculares, incluyendo insuficiencia cardiaca, aortica, aneurismas y
tumorogénesis (Chang et al., 2006). Ademas, a Hdac7 se le atribuye ser un factor importante en la
migracién de células endoteliales y por lo tanto en la angiogénesis (Mottet et al., 2007; Turtoi et al.,
2012). El comportamiento de expresion del gen Hdac7 al ser expuesto a los diferentes compuestos
probados en este estudio fue una disminuciéon con 5FU, VA, LiCl, PG y sacarina, mientras que
aumentd su expresion al ser expuesto a DPH. Estas alteraciones en el nivel de expresion de Hdac7
con diferentes agentes embriotéxicos indican que también puede ser muy prometedor a la hora de

elegirlo como biomarcador con fines de ser aplicado en el método EST.
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5.1.3 Efecto sobre la expresion de genes marcadores de ectodermo

El gen Nrcam promueve la sefalizacion direccional durante el cono de crecimiento axdnico
(Kaprielian et al., 2000), regula el crecimiento del axén y el desarrollo sinaptico en neuronas
piramidales corticales (Demyanenko et al., 2014). Estas importantes funciones sugieren que podria
ser un buen candidato a ser utilizado como biomarcador de alteraciones en la diferenciacién como
consecuencia de exposicion a agentes embriotéxicos, de hecho, la expresién se redujo en un 75% al
ser expuesto a los compuestos RA y LiCl, mientras que DPH y VA también causaron disminuciones

estadisticamente significativas en su expresion.

Nes codifica para las proteinas de filamentos intermedios que comprende uno de los tres principales
sistemas del citoesqueleto, importante para el soporte interno de las células y otras funciones de
mantenimiento de la estructura celular. También esta relacionado con la neurogénesis o generacion
de nuevas neuronas (Von Bohlen et al., 2007), por lo que Nes es considerado habitualmente como
marcador de formacion de ectodermo. Ademas, es fuertemente expresado en células progenitoras
neurales, desempefando un papel critico en el mantenimiento de la integridad celular (Sunabori et al.,
2008; Stummann et al., 2009). La nestina juega un papel importante en la diferenciacién y en el
desarrollo del sistema nervioso, sin embargo estudios previos han sugerido que Nes también puede
estar implicado en la migracion celular y angiogénesis via VEGF, sin embargo se desconoce el
mecanismo por el cual actua. Todo ello sugiere que podria ser un buen candidato como biomarcador
para monitorizar la actividad anti-angiogénica de compuestos quimicos (Liang et al 2015). Los
resultados obtenidos en el presente estudio muestran una reduccién estadisticamente significativa en
la expresion de Nes como resultado de la exposicion a 5FU, RA, DPH y VA (Figuras 4.8, 4.9, 4.10 y

4.11), asi como una sobreexpresiéon con compuestos como LiCl y sacarina (Figuras 4.12 y 4.14).

Procesos como la formacion del tubo neural asi como su desarrollo y organizaciéon dorso ventral, son
funciones de Shh (Cho et al.,, 2008). De igual manera, esta implicado en el desarrollo de vasos
sanguineos y el crecimiento de vasos sanguineos angiogénicos (Pola et al., 2001; Lawson et al.,
2002). El papel de Shh en la vasculogénesis ha sido documentado en una variedad de contextos. Shh
promueve la neovascularizacion en los adultos mediante induccion de pro-angiogénicos y factores de
crecimiento como VEGF, lo cual sugiere que el efecto de Shh sobre las células vasculares es
indirecto. Sin embargo, los efectos directos de Shh sobre la funcion de las células endoteliales
durante la angiogénesis es desconocida (Renault et al., 2010). EI mayor efecto causado por los
compuestos embriotdxicos 5 FU, RA, DPH, VA, PG fue incremento en la expresion para Shh (Figuras
48,49, 410, 4.11 y 4.13), mientras que con LiCl y sacarina su expresion se vio reducida (Figuras
4.12 y 4.14). Esto sugiere que en las células tratadas posiblemente se estén viendo comprometidos
los procesos descritos anteriormente que ocurren en etapas tempranas del desarrollo embrionario, lo

cual desembocaria en embriotoxicidad.
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Pnpla6 es el gen que codifica para una proteina llamada Esterasa Diana de Neuropatia (NTE). Se
determind que esta proteina es la diana de iniciacion de un sindrome neurodegenerativo ocasionado
por determinados compuestos organofosforados (Moser et al., 2004). NTE es altamente expresada
en el sistema nervioso y se ha demostrado que esta implicada en el mantenimiento de la integridad
del sistema nervioso en adultos (Lush et al., 1998), de igual manera, estudios in vivo que demuestran
que la supresién del gen codificante de NTE detiene el desarrollo embrionario en el raton entre los
dias 8 y 9 (Moser et al., 2004; Winrow et al., 2003) debido a que NTE juega un papel vital en la
formacién de la capa celular laberintica y en la vasculogénesis (Moser et al., 2004), aunque
embriones heterocigotos NTE"" fueron viables, mostraron alteraciones en el sistema nervioso, lo que
sugiere que NTE es importante tanto en el desarrollo como para regular la actividad motora (Winrow
et al., 2003). Estudios realizados por parte del grupo de trabajo donde se realizé la presente tesis de
Doctorado sugieren que NTE esta implicada en procesos como el transporte de vesiculas, adhesion y
migracién, todos ellos necesarios para explicar la vasculogénesis y neurogénesis durante el

desarrollo embrionario (Pamies et al., 2014a; Pamies et al., 2014b; Sogorb et al., 2016).

La expresion del gen Pnpla6 se alteré Unicamente al ser expuesto a los compuestos 5FU y sacarina,
alcanzando un maximo de inhibicion del 50 y 80% respectivamente (Figuras 4.8, 4.9). Cinco de los
compuestos que se probaron restantes no causaron ningun efecto. En el presente estudio no fue
posible dilucidar el efecto causado por determinados compuestos en la expresion del gen, sin
embargo otros trabajos demuestran que es un buen candidato a biomarcador de diferenciacion
temprana, segun Pamies y colaboradores (2010b), Pnpla6 mostré6 un aumento de expresion durante
los primeros dias de diferenciacion (30h en cultivos de monocapa y 5 dias en EBs) que volvio a
niveles basales manteniéndose constante hasta el dia 35 de la diferenciacién. Dicho aumento de
expresién génica no se pudo correlacionar con la expresién en el EBs de ningun gen representativo
de algun linaje celular especifico. Una de las ventajas de la utilizacién del gen Pnpla6 como indicador
de embriotoxicidad es que es un gen con una expresion constitutiva, es decir, que el gen se expresa
desde etapas muy tempranas del desarrollo (de hecho también se expresa en células indiferenciadas)
(Pamies et al., 2010b).

5.1.4 Efecto sobre la expresion de genes marcadores de procesos basicos para la

supervivencia celular

Los genes biomarcadores de procesos basicos para la supervivencia celular que fueron ensayados a
diferentes concentraciones de compuestos embriotdxicos pertenecientes a las distintas categorias de
embriotoxicidad presentaron distintos comportamientos en sus niveles de expresion, uno de los genes
representantes es el gen Myc. Las proteinas de la familia Myc estan involucradas en procesos
celulares fundamentales incluyendo la proliferacién, crecimiento, apoptosis y diferenciacion,
posiblemente a través de la activacion y represion de conjuntos especificos de genes diana, lo que
implica que Myc es necesario para el desarrollo normal en el inicio de la organogénesis (Knoepfler et

al., 2002). Otros estudios también han sugerido que este gen podria estar implicado en el
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mantenimiento de factores de pluripotencialidad (Sridharan et al., 2009; Dang et al., 2012). Estudios
recientes también han propuesto que este gen tiene un impacto significativo en la longevidad y
multiples aspectos de la salud de los mamiferos, no es sorprendente que este gen sea necesario
durante el desarrollo embrionario, y su expresion des-regulada promueva fuertemente el cancer
(Hofmann et al., 2015). Myc pudo verse afectado en alguno de los procesos anteriormente descritos,
pues su expresion se alterd al ser expuesto a los compuestos embriotéxicos 5FU y DPH, los cuales
causaron descensos en la expresion de este gen, sin embargo, al ser expuesto a RA, LiCl, PG y
sacarina se observd aumento en su nivel de expresion. Todo ello indica que también puede ser un

buen candidato como biomarcador de diferenciacion en el método EST.

Las actividades de las quinasas dependientes de ciclina (Cdks) controlan aspectos de la division
celular, incluida la entrada en el ciclo quiescencia (G0), la transiciéon de fase G1/S, la replicacién del
ADN en fase S, descomposicién nuclear, condensacion y segregacion cromosémica, y citocinesis. El
genoma de los mamiferos contiene al menos 20 Cdks diferentes. Cdk1 fue el primer Cdk identificado
y se conserva en todos los organismos. Ademas, juega un papel importante en la mitosis y es
esencial para la proliferacion celular y el desarrollo embrionario temprano. Segun estudios, la
deficiencia de Cdk1 conduce a la detencion del desarrollo embrionario alrededor del blastocisto (Diril
et al., 2012). Cdk1 esta muy sobre-expresado en células madre pluripotentes cuando se compara con
células somaticas, esto indica la participacion de Cdk1 en la regulacion de la diferenciacion celular,
que se ha confirmado por estudios recientes, en donde observaron que este gen inhibe la
diferenciacion en células ES en el trofoectodermo para mantener el estado indiferenciado de las
células ES, mediante una interaccion directa de los genes Cdk1y Oct4 (Li et al., 2012). Otros trabajos
han propuesto que la regulacién del ciclo celular en la meiosis en ovocitos de mamiferos es
controlada por cambios en la actividad de Cdk1 y MAPK (proteina quinasa activada por mitdgeno), la
actividad de Cdk1 impulsa los oocitos a través de la meiosis |, mientras que MAPK promueve la
detencion en metafase |l, actuando de manera complementaria para completar la meiosis | (Nabti et
al., 2014). La implicacién de Cdk1 en todos estos importantes procesos celulares sugieren que podria

ser un buen biomarcador de embriotoxicidad.

Cer1 es una proteina secretada, expresada primero en el endodermo visceral anterior y luego en el
endodermo definitivo, que se ha utilizado como marcador para la cuantificacion de la diferenciacion
de endodermo definitivo de células ES de ratén y células pluripotentes humanas (lwashita et al.,
2013). Se ha sugerido que Cer? juega un papel fundamental durante la embriogénesis temprana,
como inhibidor de la via de sefalizacion del factor de crecimiento transformante beta secretada
durante la fase de gastrulaciéon de la embriogénesis (Katoh et al., 2006). En estudios anteriores, Cer1
también ha sido relacionado con la etapa de organogénesis del rindn en embriones en desarrollo (Chi
et al., 2011). El comportamiento de expresion observado en este gen, luego de ser expuesto a 5FU,
RA, DPH, LiCl, PG y sacarina fue de incremento (Figuras 4.8, 4.9, 4.10, 4.12, 413 y 4.14), no

obstante Unicamente disminuyo su expresion con VA (Figura 4.11), viéndose afectada su expresion
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para todos los compuestos probados en el presente estudio, esto indica que podria ser un excelente

biomarcador de diferenciacion y podria ser usado en el método EST.

Las Whnts regulan, en general, el crecimiento del axén (guia axén). En el caso de Wnt3, reduce
rapidamente la tasa de extensién axonal (dentro de los primeros 20 minutos) y posteriormente
aumenta el tamafio del cono de crecimiento (Purro et al., 2008). Se ha sugerido que otra de las
funciones de Wnt3, es regular el destino celular y los patrones durante la embriogénesis, siendo
esencial para el mantenimiento de la gastrulacion. Asi, la sefializacion de Wnt en la gastrulacion se
conserva en la mayoria, si no en todos los vertebrados (Tortelote et al., 2013; Yoon et al., 2015). Este
gen presento cambios importantes en su comportamiento de expresion luego de ser expuesto a los
diferentes compuestos ensayados, en donde se observé aumento en la expresion tras su exposicion
a los compuestos 5FU, PG y sacarina, mientras que con RA, DPH, VA, LiCl la expresion resulté
inhibida. Estos resultados sugieren que este gen es un buen modelo de biomarcador y puede ser

utilizado en el método EST.

Para cuatro de los compuestos probados, no se observé ningun efecto en la expresion de Jun. Sin
embargo, al exponerse a RA y PG se observé un incremento en su expresion, unicamente LiCl causo
disminucioén en la expresion del 80%. Ya se ha estudiado la expresion de Jun junto con otros genes
en trabajos de toxicidad del desarrollo neurolégico (Pamies et al., 2014a; Sogorb et al., 2016), se ha
demostrado que Jun es critico para multiples procesos bioldgicos, incluyendo la proliferacion celular,
apoptosis, progresion del ciclo celular y diferenciacién, todas estas funciones también son cruciales
para el desarrollo embrionario. Ademas, se ha propuesto que Jun se expresa en varias poblaciones
de células importantes para el desarrollo cardiovascular (Zhang et al., 2013). Otros estudios también
han sugerido su papel en la regulacidn en la angiogénesis mediante la activacion de la proliferacion,
migracién y protedlisis de las células endoteliales (Uchida et al., 2008). Por otra parte, Jun se ha
relacionado con un papel crucial en diferentes tipos de modelos de dafio neuronal. Sin embargo, en el
sistema nervioso adulto, Jun también podria estar involucrado en procesos como neuroproteccion y
regeneracion. Ademas, en varios tipos de células, c-Jun ha mostrado participar en la regulacién del
ciclo celular, diferenciacion, organogénesis, transformacion tumoral y apoptosis (Herdegen et al.,
1997) y regulacion de neurotransmisores (Marek et al., 2010). Sin embargo, para la mayoria de
compuestos probados en este estudio, la expresidon de este gen no se vio alterada por lo tanto no es
factible para nuestros propésitos de ser incluido como biomarcador de diferenciaciéon en el método
EST.

Por ultimo, MixI1 es un factor de transcripcién necesario en la formacién de mesodermo y endodermo
durante la embriogénesis en los mamiferos (Lim et al., 2009; Zhang et al., 2009; Pereira et al., 2011).
En nuestras condiciones de estudio, la expresion de este gen no se vio alterada al ser expuesto a
cinco de los compuestos ensayados, pues no se observo ningun efecto. Sin embargo al exponerse a

RA se observé disminucion estadisticamente significativa, por el contrario con LiCl aumenté su
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expresion, estos resultados nos indican que para nuestros propdsitos no seria interesante evaluar la

expresion de este gen como biomarcador con fines de utilizarlo en el método EST.
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5.2 MEJORAS IMPLEMENTADAS EN ESTE TRABAJO EN EL METODO EST

En el presente estudio, se ha probado la introduccion de genes biomarcadores de diferenciacion
celular como criterio de medida (end-point) de las alteraciones en la diferenciaciéon temprana
causadas por exposicion a agentes embriotoxicos. También se ha verificando la idoneidad de los
genes seleccionados mediante la evaluacion de las alteraciones en su nivel de expresion, vy,
aplicando los criterios de clasificacién del EST convencional sobre una base molecular cuantitativa se
ha podido asignar el potencial embriotéxico de los compuestos modelo de forma mas precisa (de
hecho se obtuvo una concordancia entre prediccion in vitro y potencial in vivo del 100%) que a través
del abordaje del EST convencional. La implementacion de los cambios propuestos en este trabajo
permitiria perfeccionar la capacidad de prediccion del EST, aumentar sus posibilidades de utilizacion
en procesos de escrutinio masivo de librerias de sustancias quimicas e incrementar sus posibilidades
de uso futuras a efectos de regulacion, lo que seria muy util en la evaluacién del riesgo de toxicidad

embrionaria y posteriormente para la toxicidad de la reproduccion.

Ademas de la utilizacién de genes biomarcadores tempranos de embriotoxicidad también se ha
propuesto: a) una reduccién de la duracion total del ensayo a la mitad (desde los 10 dias del EST
convencional hasta los 5 dias de exposicion empleados en este trabajo); b) la simplificacion del
proceso técnico de los cultivos celulares (al utilizar cultivos en monocapa en lugar de EBs en "gotas

colgantes").

Estas modificaciones surgieron para dar cumplimiento a los peticiones del EURL-ECVAM, que
requirié la introduccién de “end-points” moleculares para mejorar la cuantificacién de los procesos de
diferenciacion celular hacia los tres principales linajes embrionarios (Spielmann et al., 2006). Una
ventaja adicional del planteamiento general empleado en este trabajo es que se analizé la expresion
de genes biomarcadores de diferenciacion de los tres linajes embrionarios, y no solo del mesodermo

del cual derivan los cardiomiocitos latientes que se utilizan en el EST convencional.
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5.3 TRANSCRIPTOMICA PARA LA DETECCION IN VITRO DE COMPUESTOS
EMBRIOTOXICOS

La transcriptémica brinda informacion de algunos mecanismos que conducen a la embriotoxicidad.
En un estudio anterior se demostré que el uso de la alteracién en las concentraciones de RNAs
mensajeros codificantes de los marcadores neurales neurofilamento 68, neurofilamento 200, receptor
de N-metil D-aspartato glutamato y receptor de acido gamma amino butirico también es util para la
identificacion de agentes neurotoxicos al desarrollo tales como cloruro de metilmercurio, cloruro de

plomo, VA 'y cloruro de tri-metil-estafio (Hogberg et al., 2010).

De igual manera otros trabajos con cultivos mixtos neuronales derivados de células precursoras NT2
humanas también han resultado ser un modelo adecuado para estudios de neurotoxicidad al
desarrollo. Asi, se demostr6 como la medida de alteraciones en la expresién génica durante el
proceso de diferenciacion de estas células también era capaz de detectar la presencia de agentes
embriotoxicos como el cloruro de metilmercurio, cloruro de plomo y nitrato de aluminio (Laurenza et
al., 2013).

Otros estudios también consideran las herramientas de transcriptémica para detectar toxicos del
desarrollo y del neurodesarrollo. Este es el caso de Krug y colaboradores (Krug et al., 2013), que
fueron capaces de clasificar el metilmercurio y VA como téxicos del desarrollo neurolégico humano
sobre la base de alteraciones en el transcriptoma de las células madre embrionarias humanas H9.
Ademas, estas herramientas transcriptomicas han probado que los efectos toxicos mas generales de
VA pueden detectarse a través de analisis de ontologia de genes incluso con modelos no
considerados aptos para estudiar el desarrollo embrionario, como MCF7, HL60 y PC3, aunque ello
implica la pérdida de los efectos especificos de desarrollo que pueden ser mejor analizados con

modelos de desarrollo como células D3 (Tonk et al., 2013).

En nuestro laboratorio también hemos utilizado un enfoque similar al propuesto en esta Tesis
Doctoral basado en alteraciones en la diferenciacién analizadas a través de cambios en la expresién
de genes biomarcadores para describir que el insecticida chlorpyrifos y sus principales metabolitos se
alteran la diferenciacién celular in vitro a concentraciones fuertemente inhibidoras de
acetilcolinesterasa y que dicha alteraciones de la diferenciacion se comportan de manera similar a las
registradas con el agente embriotoxico modelo débil VA, lo cual podria explicar las discrepancias
entre los estudios epidemiolégicos in vivo sobre la capacidad de este compuesto de inducir
alteraciones en el neurodesarrollo y los estudios con animales (Estevan et al., 2013; Estevan et al.,
2014).
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5.4 OTROS INTENTOS DE MEJORA DEL EST PROPUESTOS POR OTROS
AUTORES

Para optimizar el funcionamiento del método EST, varios autores han propuesto algunas
modificaciones, tales como: la utilizaciéon de datos in vitro vinculados a estudios farmacocinéticos, que
al parecer es una alternativa prometedora como método de ensayo para la evaluacion del riesgo de
los compuestos embriotéxicos (Verwei et al., 2006); la optimizaciéon de procedimientos de cultivo de
células D3 (De Smedt et al., 2008); la utilizacién de sistemas automatizados de procesamiento de
imagenes para monitorizar el area realmente contractil del cardiomiocito generado (Paparella et al.,
2002; Peters et al., 2008); la discriminacion entre los efectos sobre la diferenciacion celular y la
proliferacion celular (van Dartel et al., 2009); el ensayo de diferenciacién de células D3 del método
EST combinado con el modelo de células de placenta humana BeWo in vitro, que es capaz de
predecir correctamente la potencia para la toxicidad al desarrollo de varios compuestos antifungicos
(Li et al., 2015); la incorporacién de aspectos de morfogénesis, que podria mejorar la versatilidad de
los ensayos in vitro y permitiria la identificacién de una serie de sustancias téxicas para el desarrollo
(Warkus et al., 2016); el empleo de diferenciacion inducida hacia las células endoteliales y la
cuantificacion de esta diferenciacion empleando biomarcadores especificos de este linaje (Festag et
al., 2007a; Festag et al., 2007b); y, la cuantificacion de la diferenciacion celular utilizando la expresion
de la cadena pesada de miosina y actinina (Buesen et al,, 2009). Los dos ultimos trabajos
mencionados al igual que el presente escrito utilizaron el mismo parametro de mejora al método EST
como fue el uso de modelos de prediccion bioestadisticas con el método EST clasico pero cambiando
el “end-point’ morfolégico por la medida de las alteraciones en el nivel de expresion de los
biomarcadores con el fin de analizar los cambios en la diferenciacion. El éxito de estos dos estudios,
donde se empelaron un numero de agentes embriotdxicos modelo y de biomarcadores mucho menor

que en esta Tesis Doctoral, apoyan el hecho de que nuestra aproximacion metodolégica es valida.

Otras mejoras significativas en el EST se encuentran en la aplicaciéon de transcriptémica a través de
micromatrices de DNA (microarrays), que ha ayudado a establecer varios conjuntos de genes
biomarcadores cuyas alteraciones se han utilizado como predictores de la embriotoxicidad. Esta
técnica proporciona una evaluacion especifica de la expresion génica, ampliando la escala y la
profundidad de la comprension de los procesos bioldgicos. Ademas, estos estudios sugieren que la
monitorizacion de diferenciacién in vitro mediante transcriptdmica puede imitar eficazmente la
expresion génica en el desarrollo embrionario y puede ser un modelo util para estudiar la toxicidad del
desarrollo (van Dartel 2011a; 2011b). Entre las principales ventajas de estos enfoques podemos
destacar que proporcionan informacién sobre los mecanismos de embriotoxicidad y, al mismo tiempo,
reduce la duracion total de la prueba, ademas, evita el uso de células 3T3. Sin embargo, tiene sus
inconvenientes como el costo del analisis, y que no proporciona registros numeéricos para ser aplicado
a la EST porque la discriminacion se basa en un analisis de componentes principales (PCA) (usado
para visualizar y cuantificar el estado de diferenciacidon de las células e identificar alteraciones debido

a toxicos del desarrollo) y no en modelos de prediccion bioestadistica (PM).
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Se han realizado varios esfuerzos para detectar neurotdxicos de desarrollo siguiendo enfoques
basados en el EST. Theunissen y sus colaboradores (2010) propusieron un protocolo abreviado de
solamente 13 dias para promover la diferenciacion neural, y el estudio de la diferenciacion multilinaje
(ectodérmica, mesodérmica y endodérmica) de los protocolos combinados utilizando los cuerpos
embrionarios D3 expuestos a RA. Estos modelos parecen acercarse a la situacién in vivo en términos
de su patron de diferenciacion neural. Ademas, el modelo demostré tener sensibilidad diferencial al
neurotoxico metilmercurio. Este modelo ha demostrado ser util para estudiar la neurotoxicidad del
desarrollo de varios quimicos como el metilmercurio y demostré6 que éste afecta al desarrollo
neurologico y la diferenciacion neural, observandose un aumento de la expresion de genes
implicados en la diferenciacion neural (Theunissen et al., 2011). Otros compuestos también han sido
analizados como: VA, ciproconazol, hexaconazol, en donde se evaluaron los efectos dependientes de
la concentracion del compuesto sobre la expresion génica durante la diferenciacion neural
(Theunissen et al., 2012a); De igual manera otros compuestos como: acetaldehido, carbamazepina,
flusilazol, ftalato de monoetilhexilo, PG y fenitoina también han sido evaluados a través de
transcriptomica y PCA (Theunissen et al., 2012b). También se ha demostrado que un enfoque
combinado que incorpora un EST clasico con el enfoque EST neural puede mejorar la deteccion del
téxico de desarrollo en comparacion con ensayos individuales (Theunissen et al., 2013). Otros
trabajos de neurotoxicidad al desarrollo con algunos compuestos como: acetato de plomo (ll),
Aroclor-1254 y penicilina G sugieren que el método EST modificado puede distinguir correctamente
neurotdxicos del desarrollo con una gran capacidad de transferencia entre laboratorios (Baek et al.,
2012).

Se ha desarrollado un nuevo ensayo in vitro denominado DNT-EST, utilizando ESC para predecir los
efectos adversos de los productos quimicos y otros compuestos en el desarrollo neural mediante
células D3 diferenciadas con medio de diferenciacién neural N2B27 y usando como parametros de
monitorizacion de la embriotoxicidad cambios en la diferenciacion neural, en la viabilidad y en la
proliferacion celular. Esta metodologia proporcioné el 100% de predictibilidad y precision para el
conjunto dado de nueve sustancias (6 de neurotoxicidad al desarrollo conocida y 3 sin neurotoxicidad
al desarrollo), el método de ensayo descrito puede realizarse dentro de dos semanas, incluyendo el
analisis de datos, proporcionando una prediccion de la potencia de neurotoxicidad al desarrollo de

una sustancia (Hayess et al., 2013).

Se ha desarrollado también una nueva variacion de EST que utiliza como “end point’ la diferenciacion
de las células D3 hacia osteoblastos. Esta diferenciacién se monitoriza a través de la expresion
diferencial de tres genes relacionados con la osteogénesis (Runx2, SPARC y colageno tipo I). Esta
metodologia derivada de EST se ensay6 con 14 productos quimicos diferentes con alta correlacion
con el EST clasico y la potencia de toxicidad de desarrollo in vivo (de Jong et al., 2014). Este ensayo
de diferenciacion de osteoblastos fue incluso capaz de detectar la embriotoxicidad de 2,3,7,8-
tetraclorodibenzodioxina (TCDD), que se puede explicar en funcion de su mecanismo de accién y su

efecto inhibidor conocido sobre la osteogénesis. TCDD dio resultados negativos con EST clasico, lo
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que sugiere que la incorporacion de una ruta de diferenciacion osteogénica en el método EST puede
también mejorar su valor predictivo, lo cual demuestra que es importante disefiar una estrategia de
pruebas que incorpore multiples “end-points” de desarrollo, debido a la complejidad de los
mecanismos involucrados en el desarrollo embrionario (de Jong et al., 2014). De igual manera, en un
estudio posterior se sugiere que la diferenciacion de las células D3 hacia los osteoblastos puede
proporcionar informacién acertada en la prediccion de la embriotoxicidad, utilizando un método de
cultivo que genera de forma eficiente y reproducible los osteoblastos en 14 dias y mediante el uso de

marcadores especificos de linaje de osteoblasto (Chen et al., 2015).

También se ha propuesto la evaluacién en los cambios de expresiéon de los genes Hand1 (factor de
transcripcion esencial para el desarrollo del corazén de los mamiferos) y Cmyat (proteina implicada
en la morfogénesis cardiaca), con el objetivo de evaluar la capacidad predictiva de ambos genes para
la prueba de embriotoxicidad EST. Este procedimiento basaba la medida de la expresion de estos
genes no en PCR como es nuestro caso, sino en procedimientos quimioluminiscentes al incorporar el
gen de la luciferasa delate del promotor de los genes empleados como biomarcadores de
cardiomiocitos (Hand1 y Cmya1) (Suzuki et al., 2011). A pesar de su mayor simplicidad técnica, este
trabajo presenta como desventaja que continla registrando solamente alteraciones en la
diferenciacion de mesodermo cardiaco, mientras que en nuestro trabajo se podrian detectar

compuestos capaces de alterar la diferenciacion de cualquiera de los tres linajes embrionarios.

Otros intentos de superar las limitaciones EST se han propuesto utilizar células J1, otra linea de
célula madre embrionaria de raton pluripotente, en un ensayo denominado ACDC. Esta metodologia
se baso en la cuantificacion de la proteina de la cadena pesada de la miosina como marcador de
diferenciacion cardiomiocitica. Se evalud la embriotoxicidad del acido acético, el 5-fluorouracilo y el
acido bromocloroacético utilizando la prueba del EST y el ensayo de ACDC, ambos sistemas
distinguieron la potencia de los compuestos evaluados (Barrier et al., 2011). La principal ventaja de
este sistema ACDC es que permite ambas determinaciones (diferenciacién y viabilidad) en un solo
ensayo. Esta metodologia ha demostrado su idoneidad para un alto rendimiento en una evaluacion de
309 sustancias quimicas y 500 ensayos diferentes, lo que permitié una caracterizacion inicial de las
vias metabdlicas y regulatorias con las cuales algunos quimicos ambientales pueden actuar para

alterar el crecimiento y diferenciacion de células ES (Chandler et al., 2011).

Panzika-Kelly y colaboradores (2013), propusieron un ensayo mas simplificado que el EST, en donde
se observd que la citotoxicidad en células D3 cultivadas durante 3 dias pueden determinar la
concentracion 6ptima necesaria para el ensayo de expresiéon génica y proporcionan una (ICsg),
contribuyendo a la clasificacion de los teratdégenos. Esto representa una simplificacién significativa del
ensayo porque solo se requiere una linea celular tanto para la citotoxicidad como para las mediciones
de expresion génica. De igual manera, este ensayo describe dos fases de desarrollo: primero, un
“end-point’ de identificacion y optimizacién del ensayo; y, segundo, un proceso de clasificacion

basado en un arbol de decision que identifica mejor los teratégenos y no teratdégenos (Panzica-Kelly
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et al., 2013), sin embargo, su principal limitaciéon es que restringe la identificacion de peligros a sélo
dos categorias (si / no), mientras que el procedimiento descrito en el presente trabajo mantiene las

tres categorias clasicas de EST (fuerte, débil, no).

Finalmente, otra modificacion al método EST clasico, se propuso clasificando los farmacos en 4
clases de acuerdo a su mecanismo y efecto ensayado, se logré detectar no solo los efectos
inhibitorios de un farmaco en la célula en diferenciacion y cardiomiogénesis, sino también la induccién

de muerte celular o neurogénesis (Yu et al., 2015).
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5.5 ANALISIS DEL DESEMPENO DE LOS CAMBIOS PROPUESTOS EN
RELACION CON EL EST CLASICO Y OTRAS MEJORAS PROPUESTAS

La principal ventaja del procedimiento propuesto en este trabajo es que la clasificacion de los
productos quimicos evaluados se basa en parametros multi-paramétricos (un parametro por cada gen
desregulado) en lugar de un uUnico criterio de observacion de cardiomiocitos (si presentan o no latido).
En nuestro caso, incluso cuando un solo gen ofrece una prediccion errénea, todo el conjunto de
genes siempre ofrece una prediccion correcta (al menos con el conjunto de productos quimicos
empleados en este trabajo) y la concordancia alcanzada con los resultados in vivo es del 100%. Otros
autores también han postulado y demostrado que la respuesta de un pequefio subconjunto de 5
genes de entre los alrededor de 2500 sondas contenidas en una micromatriz es suficiente para
diferenciar entre los analogos relacionados con VA, un inductor de los defectos del tubo neural

ampliamente utilizado en tratamientos de epilepsia (Jergil et al., 2011).

En el estudio de validaciéon se establecié que la precision del método EST clasico para detectar
embriotdxicos fuertes, débiles y no embriotdxicos y la precision total del mismo es del 83%, 64%, 68%
y 78%, respectivamente (Genschow et al., 2004). Estos mismos pardmetros para el método EST
basado en medidas de alteracion génica a través de procedimientos quimioluminiscentes fueron del
91%, 82%, 70% y 81%, respectivamente (Suzuki et al., 2011). Las concordancias entre los resultados
in vivo e in vitro establecidos por dos conjuntos diferentes de productos quimicos utilizando el método
EST basado en valores de ICs; y la expresion génica fueron del 72,5% y 83% (Panzica-Kelly et al.,
2013). Sin embargo, debemos recordar que este procedimiento considera solamente dos categorias
de peligro y no las tres del EST convencional. La metodologia utilizada en la presente Tesis de
Doctorado, es basada en la expresidon génica y presentd mayores registros de exactitud que en este
caso fueron del 100% de concordancia entre la embriotoxicidad in vitro e in vivo. La prediccion para
compuestos embriotoxicos fuertes y débiles fue del 100% y 81%, respectivamente, y registros
similares o ligeramente superiores para la prediccion de los compuestos no embriotdxicos (73-75%)
(Tabla 4.6). La validacion oficial del protocolo EST establece cinco diferentes categorias predictivas:
excelente (superior al 85%); bueno (superior al 75%); suficiente (superior al 65%); insuficiente (inferior
al 65%) y debido al azar (inferior al 33%) (Genschow et al., 2004). Cuando se aplico esta clasificacién
a nuestro conjunto de genes, encontramos que el 56% de ellos logré excelente predictibilidad (9 de
16), 19% una buena predictibilidad (3 de 16), y el 25% suficiente predictibilidad (4 de 16) (Tabla 4.6).

Como ya se dijo anteriormente EURL-ECVAM recomendé la adicidon de end-points moleculares para
registrar alteraciones en la diferenciacion hacia los linajes de mesodermo, endodermo y ectodermo
(Spielmann et al., 2006). Nuestro conjunto inicial de genes incluyd genes biomarcadores de estos tres
linajes y genes codificantes de proteinas implicadas en el control del ciclo celular y otras funciones
celulares basicas. Esta ultima categoria no estaba incluida entre las recomendadas por EURL-
ECVAM vy podria parecer poco apropiada para registrar alteraciones en la diferenciacién celular, sin

embargo, nuestros resultados sugieren que no es asi y concuerdan con los de otros autores que
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describen como ciertos agentes embriotdxicos modulan la expresion del ciclo celular y la apoptosis
(Jung et al., 2015).

Ademas, incluso si consideraramos solamente aquellos genes con predictibilidad excelente
mantendriamos en nuestro conjunto de biomarcadores 2 genes de endodermo (Flk1 y Afp), dos
genes de mesodermo (Vegfa y Myo1e) y dos genes de ectodermo (Nrcam y Nes), asi como tres
genes biomarcadores de procesos celulares basicos (Wnt3, Myc y Cer1). Asi pues, nuestro paquete

de genes biomarcadores todavia incluiria representatividad de todas las categorias necesarias.
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Conclusiones

1 Se ha desarrollado un modelo de ensayo celular de embriotoxicidad con una base molecular
cientificamente robusta que mejora las prestaciones del ensayo validado de embriotoxicidad con

células madre embrionarias de ratén, también conocido como EST.

2 Los cambios en la expresion de los dieciséis genes biomarcadores ensayados son un buen
indicador de alteraciones en la diferenciacién espontanea de células madre embrionarias de ratén de
la linea D3 inducidas por exposicion a los siete agentes embriotéxicos modelo empleados en este
estudio. Estos dieciséis genes evaluados estan relacionados con la diferenciacion de los tres

principales linajes embrionarios y con funciones basicas de regulacion y mantenimiento celular.

3 La alteracion en la expresidon de los genes propuestos puede ser aplicada a los modelos
matematicos de prediccion de potencia embriotdxica del EST validado en sustitucion de las

alteraciones en la diferenciacién de cuerpos embrionarios hasta cardiomiocitos latientes.

4 La evaluacion objetiva, cuantitativa y combinada de la expresion de varios genes indicadores
de la diferenciacién convierte el ensayo EST en un ensayo robusto con un criterio de prediccion
multiparamétrico, lo que contribuye a disminuir la tasa de predicciones erréneas del ensayo
convencional que toma como Unico criterio de prediccién la observacién cualitativa subjetiva de

alteraciones en la diferenciacién de los cuerpos embrionarios en cardiomiocitos latientes.

5 Se ha conseguido reducir la duracién del ensayo de 10 a 5 dias manteniendo una alta tasa de
predictibilidad.

6 La utilizaciéon de cultivos en monocapa simplificé notablemente la dificultad técnica del ensayo
EST sin disminuir la predictibilidad de la embriotoxicidad de los siete compuestos modelo empleados

en este estudio.

7 Las mejoras propuestas en el ensayo de EST (utilizacion exclusiva de cultivos en monocapa,
reduccién a 5 dias de la duracion del ensayo y utilizacion de expresion génica para monitorizar
alteraciones en la diferenciacion) han mejorado notablemente la capacidad del ensayo convencional
de diferenciar entre agentes no embriotéxicos y agentes embriotéxicos débiles, consiguiendo una
predictibilidad global del 100% con los tres compuestos embriotéxicos débiles y los dos compuestos

no embriotéxicos empleados en este estudio.
8 Las mejoras propuestas facilitaran en el futuro ensayos de cribado de embriotoxicidad de

librerias de moléculas durante el desarrollo de nuevos medicamentos, biocidas, aditivos alimentarios

o productos cosméticos y de higiene personal.
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9 Las mejoras propuestas permitirdn al EST formar parte de baterias de ensayos que ayuden a
identificar el peligro de embriotoxicidad con una drastica reduccion, refinamiento y reemplazo de la
experimentacion animal a la vez que aportan una mejor base cientifica molecular y celular a la

investigacion de mecanismos moleculares de embriotoxicidad.
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