Modelos Celulares
para

Estudios de Toxicidad y
Metabolismo de Xenobidticos

Xenobidticos




TOXINAS
Intrinsecas

Efecto en todos los individuos expuestos
Efecto dosis-dependiente
Efecto predecible en animales

Ildiosincréasicas

Efecto solo en algunos individuos
No dosis-dependiente:hipersensibilidad

Dosis-dependiente: idiosincrasia metabolica
Polimorfismo genético
Induccién de los CYPs

Efecto No predecible en animales

Clasificacion mecanistica
de las TOXINAS

Activas

Son toxicas per se'y no requieren ser
biotransformadas para ejercer su efecto
toxico.

Efecto dosis-dependiente en
los individuos expuestos

Latentes

Requieren ser biotransformadas
para ejercer su efecto tdxico.




XENOBIOTICO
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Estrés oxidativo Peroxidacién Alteracion de la Unién
homeostasis
Generacion de ROS lipidica del Ca2+ covalente
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un determinado experimento no se realizara en
animales, si existe otro metodo disponible que sea
razonable, realizable y cientificamente satisfactorio
para obtener los mismos resultados y que no
requiera el uso de animales...”

. se utilizara el minimo numero de animales y
aquel procedimiento que produzca e/ minimo y menos
prolongaado dolor y sufrimiento...”

Parlamento Europeo
(Directiva 86/609/CEE)




Ventajas

los Modelo In Vitro

{ Se evitan interferencias de la respuesta del
organismo

{ Versatilidad en el disefio experimental

{ Ahorro de tiempo y coste econémico

{ Posibilidad de automatizacion, robotizacion,
miniaturizacion

{! Necesidad de poca cantidad de producto en estudio

{ Se puede utilizar material biolégico humano

{} Reduccién del nimero de animales

Inconvenientes

los Modelo In Vitro

{J Simplicidad: Informacion a veces parcial

{ Dificultad de interpretacion de los resultados
{ Dificultad para extrapolar al hombre

{ No sustituyen del todo los ensayos in vivo

¥ No se pueden detectar efectos secundarios
{ Necesidad de validacion formal

{ Todavia no estan aceptados legalmente, ni
incorporados en los protocolos oficiales para el
registro de nuevos farmacos
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Evaluacion del riesgo de toxicidad

=» Productos que se desarrollan para el uso o consumo
humano (aditivos alimentarios, cosmeéticos,
medicamentos, biomateriales, etc.)
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Fases en el desarrollo
de un
nuevo medicamento

Fase Preclinica *Fase Quimica
Fase hioldgica en animaleg

q Balance
» Metabolismo

* Toxicologia
» Farmacocinética

Wl et ezl lello 1R Actividad farmacologicg

Fase Clinica Fase I: Voluntarios
Fase Il: Ensayo clinico
Fase I11: Estudios multicéntricos
Fase IV: Registro y comercializacion
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Disefio experimental
para evaluar la toxicidad /in vitro

Eleccién de un modelo bioldgico adecuado

Evaluacion de los parametros adecuados
para estudiar los efectos toxicos

Correcta interpretacion de los resultados:
Valor predictivo del modelo
y extrapolacién /n vitro - in vivo

~

Disefo experimental

para evaluar la toxicidacd J/n vitro

Eleccién de un modelo bioldgico adecuado

Organismo entero
Perfusién de 6rganos
Cultivo de o6rganos/slices
Cultivos primarios

Lineas celulares
Homogenados de tejidos
Fracciones subcelulares
Enzimas purificados

Complejidad
Relevancia




Disefo experimental

toxicidad in vitro

Eleccidon de un modelo biol6gico: cultivos celulares

Cultivos Primarios
Lineas celulares

Lineas celulares manipuladas geneticamente
Co-cultivos

Cultivos organotipicos

Cultivos Primarios

Aquellos formados por células derivadas directamente del tejido

u 6rgano donante. Pueden ser proliferantes (fibroblastos, etc) o
no proliferantes (hepatocitos)
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Cultivos de Células de Sistema Nervioso
Humano para Estudios de Farmaco-Toxicologia
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Neuronas Astrocitos Oligodendraocitos
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Cél. de Schwann | Microglia Cél.Cromafines




Lineas Celulares Continuas

Caracteristicas:

Células inmortales

Transformadas mediante virus, etc o de origen tumoral
Heteroploides

Estabilidad fenotipica

Ventajas:
Manejo facil
Comercializadas en las colecciones de células
(ECACC, ATCC)

Inconvenientes:
Pérdida de funciones diferenciadas

Células manipuladas genéticamente
Expresion de un gen de interés

K Integracién en el genoma
de un gen de interés mediante retrovirus

Inmortalizacion de los hepatocitos
Expresion de isoenzimas del citocromo P450 (CYP)
Expresion de otros genes de interés

K Expresion transitoria
de un gen de interés mediante adenovirus
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Disefio experimental
para evaluar la toxicidad /in vitro

Evaluacion de los parametros adecuados
para estudiar los efectos toxicos
Estudios de citotoxicidad general:

Efectos sobre funciones vitales de la células.

Toxicidad drgano-especifica: Efectos sobre funciones
diferenciadas de las células del érgano diana.

Mecanismos moleculares de toxicidad

Farmacos
Xenobioticos

- VIABILIDAD

24-72 h

HEPATOCITOS B IchJ(IQ\IS Illa II\ICE:S
EN CULTIVO
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Viability (% of control)

Estudios de citotoxicidad general:

Alteraciones de las funciones vitales de la células.

Criterios: Ensayos de viabilidad celular
(MTT, RN, LDH, GOT, GPT, ATP, etc)

Modelos: Lineas celulares y cultivos primarios

Objetivo: Determinar la maxima concentracion no téxica
(MCNT), y las ICy, e ICq,
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log(Human lethal concentration)

Relacion entre la toxicidad in vitro y la in vivo

LI L
0 o origen=.3060
_|pendiente=.9320

r2=.7434
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Estudios de toxicidad 6rgano-especifica:

Alteraciones de funciones diferenciadas del érgano diana a
concentraciones que no comprometen la viabilidad celular.

Criterios: Evaluacion de funciones diferenciadas a
concentraciones sub-citotéxicas (cMCNT o 1C10)

Modelos: Cultivos primarios

Objetivo: Determinar efecto téxico y mecanismo de toxicidad
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Tipos celulares

Higado

Sistema nervioso
Musculo liso y
estriado

Células de la piel
Rifion

Pancreas

Pulmén

Células oculares
Células vasculares
Células 6seas
Células sanguineas
Intestino

Otros tejidos

Estudios sobre los
tejidos/é6rganos diana

Biotransformacion.

Efectos beneficiosos o
toxicos a nivel celular o
molecular sobre funciones
celulares especificas.

Biocompatibilidad.
Irritacién/corrosividad.

Accién farmacoldgica.

Carcinogénesis/mutagénesis.

Cultivo de células de diferentes tejidos
humanas y de especies animales

Modelos celulares de origen humano
Estudios In Vitro predictivo para el

hombre

Los modelos celulares de origen humano
estan llamados a desempefiar un papel
puente entre los ensayos preclinicos en

animales y los ensayos clinicos en

el ser humano
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‘ Cultivode Células Hqulanas ‘ Experimentacion Anirﬁal

Ayuda para la seleccion
de la especie animal
mas adecuada para
los estudios pre-clinicos

In Vitro

In vivo

Estudios pre-clinicos a
nivel fisiolégico que
requieren el organismo
entero.

In vivo

Ensayos Cll’nicﬁs

Permite obtener resultados a
nivel bioquimico, metabdlico y
funcional muy predictivos

para el hombre.

Correcta interpretacion de los resultados:
Valor predictivo del modelo-Riesgo de toxicidad

Relevancia del efecto observado
Reversibilidad del efecto téxico observado
Diferencia de sensibilidad interespecies

Aspectos farmacocinéticos del compuesto

Diferencias en el metabolismo interespecies




RIESGO DE TOXICIDAD

RT =Concentracion Plasmatica /1C50
Pico en plasma tras administracion terapéutica
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s
‘ Buprenorfina  (.7-1.7 x 105 0.1 0.7-1.7 X 10 2.1x 10?2 3.3-8.1x 103

‘ Morfina 3 x 10 4.5 6.6 X 105 7.7 x107 3.9x104
‘ 6 x 102 1.3 x 102 7.8 x 102
' Heroina === 31 - 9.6 x 101 o

| 3x 103 9.7 x 10
| Meperidina 2 % 103 39 5.1 x 104 3.1x101 6.5 x 103
, ‘ 5x 102 1.3 x 102 1.6 x 101
4 Metadona 1x104 0.65 1.5 x 104 5.6 x 10 1.8 x 102
‘ 4x10°% : 6.2x10° 7.1 x 10°L
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ESTUDIOS DE REVERSIBILIDAD /N VITRO

Gluconeogénesis (% del control)
E & &t B 8§ B

=
Sintesis de Albdimina (% del control)

@ 2 4 63 012NN
Tiempo (h)

Relevancia de la funciéon metabdlica alterada

Reversibilidad del efecto

Mecanismos de toxicidad implicados

Interaccion con otros farmacos

Identificacién de los CYPs implicados en el metabolismo
Induccion/inhibicion del CYP

¢Participan en el metabolismo CYPS con polimorfismo genetico?
Evaluacién del riesgo de hepatotoxicidad
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los Modelo In Vitro

Clasificacion y etiquetado de sustancias quimicas
Biocompatibilidad de materiales
Carcinogénesis y mutagénesis

Test de irritacion ocular y cutanea
Fototoxicidad

Toxicologia del desarrollo

Toxicidad 6rgano-especifica

Toxicidad a nivel sistémico

Mecanismos moleculares de toxicidad
Metabolismo y toxicidad de farmacos
Evaluacién de interacciones entre farmacos

Ecotoxicologia
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