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Método y kit de ensayo in vitro para el estudio de los efec-
tos del tratamiento crénico con sustancias sobre cultivos
celulares. En la presente invencién se describe un método
y un kit de ensayo in vitro, para el estudio de los efectos
del tratamiento crénico con sustancias de origen natural o
sintéticos, sobre cultivos celulares. El ensayo de la inven-
cién consiste en la exposicion ininterrumpida por tiempo
igual o superior a 72 horas, a los compuestos de estudio
0 a controles adecuados, de cultivos celulares de relevan-
cia, crecidos en un contenedor hermético. Los efectos de
las sustancias en estudio son monitorizados in situ me-
diante microscopia optica o de fluorescencia y cuantifica-
dos, al final del periodo de estudio, mediante citometria
de flujo, que permite la determinacién del tipo de muerte
celulary, en células vivas, la cuantificacion de metabolitos
celulares, asi como de diferentes funciones celulares de
relevancia.
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DESCRIPCION

Meétodo y kit de ensayo in vitro para el estudio de los efectos del tratamiento crénico con sustancias sobre cultivos
celulares.

Campo técnico de la invenciéon

La presente invencién se refiere a un método y un kit de ensayo in vitro para el estudio del tratamiento crénico
con sustancias de origen natural o sintético y de su efecto sobre cultivos celulares. Por lo tanto, la presente invencién
puede englobarse dentro del campo de la toxicologia, industria farmacéutica, quimica, cosmética o biotecnologia.

Estado de la técnica

Los estudios de toxicidad constituyen hoy dia una parte muy importante dentro del desarrollo de nuevos fairmacos
y se extienden practicamente a lo largo de todo el proceso de desarrollo del nuevo farmaco. El objetivo de dichos
estudios es “evaluar el riesgo o peligro potencial que un agente quimico o fisico puede ocasionar sobre la salud humana
cuando es objeto de exposiciones agudas o crénicas”. Y no se limitan sélo a los farmacos sino que la mayor parte de
las sustancias quimicas industriales (pesticidas, agroquimicos, cosméticos, plasticos, etc.) son objeto de estudios de
toxicidad iguales o mds complejos que los realizados con los nuevos farmacos. Podria definirse la toxicidad como
el estudio cualitativo y cuantitativo de los efectos deletéreos ocasionados por agentes quimicos o fisicos sobre la
estructura y funcién de los sistemas vivos y la aplicacién de estos estudios para la evaluacion de la seguridad y la
prevencion de dafios al hombre y a las formas de vida dtiles. El término cualitativo se refiere al tipo de érgano diana
afectado, en comparacion con otras sustancias conocidas, mientras que el término cuantitativo se refiere a la relacién
dosis-respuesta.

La toxicidad aguda de un candidato a farmaco, o de cualquier otro tipo de molécula a la que pueda resultar expuesto
un organismo, suele ser facilmente detectable in vitro. Por el contrario, la toxicidad crénica, o sostenida, resulta mas
dificil de predecir y, sin embargo, su deteccion es un aspecto importante de la investigacion preclinica (conjunto de
estudios de laboratorio: fisico-quimicos, toxicoldgicos y farmacolégicos) (1-3). Los procedimientos normativos (FDA
-“Administraciéon de alimentos y farmacos”’; OCDE-““Organizacién para la cooperacion y el Desarrollo Econémico”;
etc.) para la aceptacién y futura puesta en el mercado del posible farmaco, implican la administracién repetida de dicho
futuro fdrmaco a dos especies animales (roedor y no roedor) durante un periodo de al menos tres meses, mientras que
el andlisis de carcinogenicidad implica la administracion del futuro fairmaco durante toda la vida del animal (4). Este
tipo de ensayos in vivo requiere el sacrificio y el control estricto de un gran nimero de animales de experimentacién
(con las implicaciones éticas y econémicas que ello conlleva), consumen mucho tiempo y no siempre son predictivos
de la toxicidad de dichos compuestos en la especie humana.

A pesar de los significativos esfuerzos en los udltimos afios para desarrollar ensayos fiables 6rgano-especificos in
vitro, entre los que destacan los érganos aislados perfundidos, los cortes de érganos y los cultivos celulares primarios
y permanentes (5), la disponibilidad de tests fiables para la prediccion de la toxicidad crénica todavia es muy limitada.
Por ello, se precisan con urgencia modelos in vitro, perfectamente estandarizados, para la evaluacién de la toxicidad
crénica y sub-crénica de fAirmacos y xenobidticos (compuestos externos a un organismo vivo que interaccionan con
él, generalmente a través de alteraciones metabdlicas).

Una de las razones que dificultan el desarrollo de modelos in vitro de toxicidad crénica es la inherente limita-
cioén temporal de la exposicidn al agente t6xico en la mayor parte de los sistemas celulares in vitro convencionales
disponibles, como consecuencia de la elevada tasa de crecimiento de los mismos (lineas celulares establecidas) o la
dificultad de mantener una fase de confluencia estética y estable durante muchos dias (lineas celulares y cultivos pri-
marios). En el pasado se ha intentado obviar esta dificultad del disefio de los modelos celulares mediante diferentes
tipos fundamentales de estrategia experimental (1-3):

a) Uso de biorreactores, técnicamente complejos y de elevado coste econémico. En concreto, se han evaluado
dos tipos de biorreactor: un biorreactor de flujo, basado en tecnologia de fibra hueca (Technomouse) y un biorreactor
estdtico, basado en membranas semipermeables (CELLine CL-6), aunque sélo el biorreactor estitico permitia un uso
eficiente para desarrollar estudios de citotoxicidad crénica (6).

b) Uso de sistemas convencionales de cultivo estitico en los que las sustancias en estudio crénico se deben de
afiadir repetidamente, tras proceder a cambios periddicos de los medios de cultivo o al subcultivo de las células. En
muchos casos, los cultivos se realizan en condiciones complejas, con la creacién de matrices tridimensionales, adicién
de materiales complejos de soporte, artificiales o bioldgicos, que pueden contener impurezas en forma de factores de
crecimiento o sustancias no definidas.

¢) Uso de cultivos no estaticos, como los cultivos en rotacién o en perfusidn, en los que se somete a las células a
estrés mecénico (cultivos en rotacién o agitacion) o que requieren grandes cantidades de medio de cultivo, células y
reactivos (cultivos en perfusidn), complican el control metabdlico, y limitan su aplicabilidad a estudios extensos, por
ejemplo, de cribado (1-3).
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d) Determinacién de pardmetros tempranos de lesion celular in vitro como predictores de toxicidad crénica en el
organismo vivo. Esta estrategia se centra principalmente en el estudio especifico de los fendmenos téxicos hepdticos
y renales, por la importancia intrinseca de estos tejidos como diana y moduladores de la toxicidad de numerosas
sustancias toxicas y xenobidticos.

De acuerdo a los comentarios anteriores,y en el contexto del andlisis toxicoldgico que pudiéramos denominar “de
alto rendimiento”, es decir dirigido a evaluar los efectos sostenidos de una gran cantidad de productos quimicos, como
requiere la futura normativa europea (7) o de moléculas candidatas en farmacologia, resulta evidente el interés de
disponer de modelos celulares de toxicidad crénica o sostenida que sean sensibles, sencillos, reproducibles, aplicables
a diversos modelos celulares (cultivos primarios y lineas celulares establecidas) y de bajo coste econémico. Este
proposito, se deberia alcanzar a través de:

a) La disponibilidad de sistemas alternativos de cultivo celular que permitan prolongadas exposiciones a un xeno-
bidtico de la misma poblacién celular en fase quiescente

b) La disponibilidad de procedimientos analiticos que permitan detectar de forma sensible y multiparamétrica
alteraciones celulares y moleculares inducidas por la exposicion sostenida a agentes téxicos. Idealmente, tales métodos
deberian proporcionar capacidad de resolucién temporal (es decir, poder distinguir fendmenos tempranos, transitorios
y tardios), resolucién poblacional (es decir, poder detectar fendmenos que afecten a subpoblaciones minoritarias dentro
de una poblacién mayoritariamente no afectada y caracterizar el fenotipo de las poblaciones sensibles o resistentes)
y resolucién mecanistica (es decir, identificar o sugerir las posibles dianas moleculares de la accién toxica de los
xenobidticos).

En este sentido, la citémica, o citometria de sistemas complejos, es una disciplina que se orienta a la investiga-
cién molecular en células individuales y que permite acceder a multiples caracteristicas bioquimicas de los sistemas
celulares heterogéneos (http://www.uv.es/cytomics). La capacidad dnica de estudiar de esta forma sistemas celulares
complejos, en condiciones similares a su situacién fisiolgica o patoldgica in vivo, ha conducido al desarrollo del
concepto de medicina predictiva basada en la Citémica (8-10). La informacién sobre el futuro desarrollo de una en-
fermedad en un paciente individual supone una importante adicién al concepto actual de evaluacién pronostica de una
enfermedad basada en la estadistica, cuya representacion mds conocida son las curvas de Kaplan-Meier y que suele
ser insuficiente para establecer un patrdén terapéutico individual. Es evidente que la extrapolacién de la capacidad pre-
dictiva de la citdmica al campo de la investigacion de los efectos celulares de farmacos y xenobidticos, incluyendo la
prediccion de toxicidad, es, cuando menos, muy sugerente.

El progreso de la Citémica ha sido posible por la evolucién de las tecnologias de andlisis celular individual, funda-
mentalmente la citometria de flujo y la microscopia confocal y de barrido laser (11-13). La aplicacién de las técnicas
citdmicas puede generar matrices de datos de alto contenido. La citometria de flujo permite, por ejemplo, realizar mal-
tiples protocolos de mareaje fluorescente multicolor en diferentes poblaciones celulares. Los sistemas modernos de
microscopia, con la capacidad de relocalizacién de células individuales favorecen estos procesos de tincién secuencial
multiple. Estas nuevas aproximaciones de alto contenido estan provocando que las formas tradicionales de visualizar y
cuantificar la informacién en microscopia y citometria de flujo sean reemplazadas por sistemas algoritmicos, automa-
tizados, estandarizables y expertos de recoleccidn, andlisis e interpretacién de datos. Si a tal complejidad analitica se
afiade la implementacion de sistemas de alta velocidad de adquisicion de datos, capaces de adaptarse a la problematica
del screening de alto rendimiento, esencial en el drea de la industria farmacéutica y verosimilmente requerida en el drea
de la deteccion de toxicidad, se puede suponer el beneficio de la aplicacion de las estrategias citomicas en los procesos
de investigacion, desarrollo y evaluacién de medicamentos (11). La citometria de flujo multiparamétrica (o citémica)
estd entre las disciplina analiticas potencialmente mds poderosa para el estudio de los efectos biolégicos inducidos
por farmacos y xenobidticos en células diana o, en general, en poblaciones celulares susceptibles. La sensibilidad y la
capacidad de resolucion temporal de la citémica, junto con el elevado nimero de pardmetros moleculares accesibles a
ella, proporcionan una visién integradora de la funcién celular (andlisis de alto contenido). Por otra parte, la elevada
velocidad de andlisis y la existencia de sistemas citémicos automaticos y autoestandarizables estan introduciendo esta
tecnologia entre los sistemas analiticos de alto rendimiento.

La presente invencion resuelve el problema del estudio de los efectos de la exposicidn crénica (hasta varias sema-
nas) de compuestos quimicos, farmacéuticos o bioldgicos sobre cultivos celulares in vitro, sin necesidad de subcultivar
las células, mediante el método de la presente invencién. Este método se basa en un método alternativo que mejora
el valor predictivo de los ensayos celulares de toxicidad in vitro, mediante el uso de nuevos sistemas ventajosos de
cultivos celulares (que proporcionen un modelo de supervivencia celular prolongada que extienda el periodo ttil de
exposicion a xenobidticos) en contenedores herméticos. En la invencién se describe ademads, la aplicacién de desarro-
llos tecnoldgicos y estrategias analiticas novedosas para investigar las alteraciones tempranas y tardias inducidas por
la exposicién de cultivos in vitro crénica a agentes relevantes, que como hemos mencionado anteriormente pueden
ser compuestos quimicos, farmacéuticos, bioldgicos, etc. La presente invencién proporciona un método alternativo
de deteccion de toxicidad crénica basado en la citdmica que permiten detectar de forma sensible y multiparamétrica
alteraciones celulares y moleculares inducidas por la exposicion sostenida a agentes toxicos, asi como un kit para
llevar a cabo dicho método. Tales métodos proporcionan capacidad de resolucién temporal (distinguen fendmenos
tempranos, transitorios y tardios), resolucién poblacional (detectan fendmenos que afecten a subpoblaciones minori-
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tarias dentro de una poblacién mayoritariamente no afectada y caracterizan el fenotipo de las poblaciones sensibles o
resistentes) y resolucién mecanistica (identifican o sugieren las posibles dianas moleculares de la accidn toxica de los
xenobidticos).

La invencidn es de facil uso y bajo coste, permite llevar a cabo un gran niimero de experimentos y en un gran rango
de concentraciones ensayadas. Aunque la invencién inicialmente se dirige a evaluar los efectos toxicos de las sus-
tancias de andlisis mediante andlisis de fluorescencia, otros procesos bioldgicos pueden ser facilmente determinados,
como por ejemplo, unién de ligandos, efectos sobre el ciclo celular, expresién de genes reporteros, etc. En general,
la invencion aporta las ventajas que se requieren, por los expertos en toxicologia, de un ensayo in vitro de toxicidad
crénica (14).

Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion

La invencién proporciona un nuevo método de ensayo in vitro, asi como el kit para llevarlo a cabo, para el estudio
de los efectos del tratamiento crénico con compuestos toxicos de origen natural o sintético u otras sustancias, sobre
cultivos celulares, sin necesidad de subcultivar las células. El método de la invencién consiste en la exposicion inin-
terrumpida de los cultivos celulares durante un tiempo minimo de 72 horas, a los compuestos de estudio o a controles
adecuados, siendo dichos cultivos celulares crecidos en un contenedor hermético (PetakaG2™ de Celartia, o un conte-
nedor de caracteristicas similares). Los efectos de las sustancias toxicas en estudio son monitorizados in situ mediante
microscopia Optica o de fluorescencia y cuantificados, al final del periodo de estudio, mediante una baterfa de ensayos
de citometria de flujo, que permiten la determinaciéon de muerte celular (por apoptosis o necrosis) y, selectivamen-
te en células vivas, la cuantificacion de los niveles de Ca2+ intracelular, los potenciales de membrana mitocondrial y
plasmatica, los niveles intracelulares de lipidos polares y apolares, los per6xidos intracelulares, la generacién mitocon-
drial de superdxido, dafio oxidativo al DNA nuclear y mitocondrial, unién de ligandos, efectos sobre el ciclo celular,
expresion de genes reporteros, etc.

La invencién puede ser utilizada para estudiar in vitro los efectos de la exposicion crénica de cultivos celulares a
productos quimicos, fairmacos, xenobidticos, etc, pero también puede ser aplicada a evaluar los efectos del tratamiento
crénico con diferentes sustancias liquidas o gaseosas, incluyendo contaminantes medioambientales, componentes de
cosméticos, nanomateriales y moléculas bioldgicas.

La invencién proporciona una herramienta simple y barata para evaluar los efectos toxicos del tratamiento crénico
sobre cultivos celulares de agentes xenobidticos y de otras condiciones experimentales, mediante la aplicacion de los
ensayos citométricos mds sensibles y reproducibles, permite la deteccion, cuantificacion y andlisis mecanistico de los
fendmenos de toxicidad o no toxicidad, identificando las dianas moleculares de la accion téxica o no toxica de los
agentes utilizados.

A efectos de la presente invencion, se hacen constar los siguientes términos:

- Concentracién 6ptima: es aquella concentraciéon de cualquier sustancia, molécula, téxico, etc., con la que se
consigue el mayor efecto deseado por dicha sustancia, molécula, téxico, etc.

- Tratamiento crénico: exposicion ininterrumpida de un cultivo celular a una sustancia, molécula, téxico, etc., por
un tiempo minimo de 72 horas y con un limite superior que dependera del tipo celular en consideracién y de las
condiciones experimentales del estudio.

- Monocapa de alta confluencia: son cultivos celulares que crecen en una tinica capa espacial y que llegan a obtener
una confluencia de aproximadamente el 80-90%, es decir, que las células que forman dicha monocapa se mantienen
en contacto entre si y cubren aproximadamente el 80-90% de la superficie del contenedor apta para el cultivo.

- Fluorocromos: sustancias que tienen la propiedad de emitir un fotén de una longitud de onda determinada cuando
captan (son excitados) por un fotén incidente de una longitud de onda caracteristica. En la presente invencién se define
fluorocromo como toda aquella molécula fluorescente capaz de ser medida y cuantificada mediante microscopia de
fluorescencia o citometria de flujo.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Efecto de la exposicion cronica a Cl,Cd sobre la morfologia de cultivos celulares de la linea SH-SY5Y
cultivados en contenedores herméticos. Los cultivos de la linea celular SH-SYSY tratados con Cl,Cd o medio de culti-
vo solo (control) se han analizado tras 7 dias y 27 dias de exposicidn. La morfologia se ha examinado por microscopia
optica de contraste de fases. (A) Fotografia de los cultivos de la linea celular SH-SYS5Y crecida en presencia de medio
de cultivo sdlo (control). (B) Fotografia de los cultivos de la linea celular SH-SYSY crecida en presencia de C1,Cd a
una concentracién de 2x10~7 M durante 7 dias. (C) Fotografia de los cultivos de la linea celular SH-SY5Y crecida en
presencia de Cl,Cd a una concentracién de 2x10~" M durante 27 dias.
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Figura 2. Efecto de la exposicion cronica a Cl,Cd sobre la viabilidad de cultivos celulares mantenidos en conte-
nedores herméticos. Los cultivos celulares se trataron con CI,Cd a diferentes concentraciones o medio de cultivo solo
(control) y se han analizado tras 7 dias y 27 dias de exposicidn para la linea celular SH-SY5Y (A) o tras 6 dias y
18 dias de exposicion para la linea celular A704 (B). La viabilidad se ha determinado por citometria de flujo usando
Yoduro de Propidio (IP) como marcador de células muertas. La linea continua representa la viabilidad celular durante
la exposicién de 7 o 6 dias respectivamente y la linea discontinda representa la viabilidad celular durante la exposicién
de 27 o 17 dias respectivamente. En el eje de ordenadas se representa el porcentaje de supervivencia y en el eje de abs-
cisas se representan las concentraciones de Cl,Cd utilizadas. Los resultados son la media + DS de tres experimentos
independientes.

Figura 3. Efecto de la exposicion crénica a Cl,Cd de la linea celular A-704 cultivada en contenedores herméticos
sobre la generacion mitocondrial de superoxido. Los cultivos de A-704 tratados con Cl,Cd o medio de cultivo solo
(control) se han analizado tras 6 y 18 dias de exposicion. La generacién mitocondrial de superdxido, se ha determi-
nado por citometria de flujo usando el fluorocromo MitoSox. En el eje de ordenadas se representa la intensidad de
fluorescencia (F.A.U.) y en el eje de abscisas se representan las concentraciones molares de Cl,Cd utilizadas. Las
barras blancas representan la exposicién a Cl,Cd durante 6 dias y las barras negras la exposicién durante 18 dias. Los
resultados son la media + D.S de tres experimentos independientes.

Figura 4. Efecto de la exposicion cronica a Cl,Cd de la linea celular SH-SY5Y cultivada en contenedores hermé-
ticos sobre la generacion mitocondrial de superoxido. Los cultivos de SH-SYSY tratados con diferentes concentra-
ciones de Cl,Cd o medio de cultivo solo (control) se han analizado tras 7 dias y 27 dias de exposicién. La generacién
mitocondrial de superéxido, se ha determinado por citometria de flujo usando el fluorocromo MitoSox. En el eje de
ordenadas se representa la intensidad de fluorescencia (F.A.U.) y en el eje de abscisas se representan las concentra-
ciones molares de Cl,Cd utilizadas. Las barras blancas representan la exposicion a Cl,Cd durante 7 dias y las barras
negras la exposicion durante 27 dias. Los resultados son la media + D.S de tres experimentos independientes.

Figura 5. Efecto de la exposicion cronica a Cl,Cd de la linea celular A-704 cultivada en contenedores herméticos
sobre la generacion intracelular de peroxidos. Los cultivos celulares de A-704 tratados con diferentes concentracio-
nes de Cl,Cd o medio de cultivo solo (control) se han analizado tras 6 dias y 18 dias de exposicién. La generacién
mitocondrial de superéxido, se ha determinado por citometria de flujo usando el fluorocromo H,DCEF. En el eje de or-
denadas se representa la intensidad de fluorescencia (F.A.U.) y en el eje de abscisas se representan las concentraciones
molares de Cl,Cd utilizadas. Las barras blancas representan la exposicién a Cl,Cd durante 6 dias y las barras negras
la exposicion durante 18 dias. Los resultados son la media + D.S de tres experimentos independientes.

Figura 6. Efecto de la exposicion crénica a Cl,Cd de la linea celular SH-SY5Y cultivada en contenedores herméti-
cos sobre la generacion intracelular de peroxidos. Los cultivos SH-SYSY tratados con diferentes concentraciones de
Cl1,Cd o medio de cultivo solo (control) se han analizado tras 7 dias y 27 dias de exposicion. La generacién mitocon-
drial de superdxido, se ha determinado por citometria de flujo usando el fluorocromo H,DCF. En el eje de ordenadas se
representa la intensidad de fluorescencia (F.A.U.) y en el eje de abscisas se representan las concentraciones molares de
Cl,Cd utilizadas. Las barras blancas representan la exposicién a Cl,Cd durante 7 dias y las barras negras la exposicién
durante 27 dias. Los resultados son la media + D.S de tres experimentos independientes.

Figura 7. Efecto de la exposicion crénica a Cl,Cd de la linea celular A-704 cultivada en contenedores herméticos
sobre el potencial de membrana plasmdtica de perdxidos. Los cultivos A-704 tratados con diferentes concentraciones
de Cl,Cd o medio de cultivo solo (control) se han analizado tras 6 dias y 18 dias de exposicién. La generacién mitocon-
drial de superéxido, se ha determinado por citometria de flujo usando el fluorocromo DiBac. En el eje de ordenadas se
representa la intensidad de fluorescencia (F.A.U.) y en el eje de abscisas se representan las concentraciones molares de
Cl,Cd utilizadas. Las barras blancas representan la exposicion a Cl,Cd durante 6 dias y las barras negras la exposicién
durante 18 dias. Los resultados son la media + D.S de tres experimentos independientes.

Figura 8. Efecto de la exposicion crénica a Cl,Cd de la linea celular SH-SY5Y cultivada en contenedores her-
méticos sobre el potencial de membrana plasmdtica de peroxidos. Los cultivos SH-SYSY tratados con diferentes
concentraciones de Cl,Cd o medio de cultivo solo (control) se han analizado tras 7 dias y 27 dias de exposicion.
La generacién mitocondrial de superdxido, se ha determinado por citometria de flujo usando el fluorocromo DiBac.
En el eje de ordenadas se representa la intensidad de fluorescencia (F.A.U.) y en el eje de abscisas se represen-
tan las concentraciones molares de Cl,Cd utilizadas. Las barras blancas representan la exposiciéon a Cl,Cd durante
7 dias y las barras negras la exposiciéon durante 27 dias. Los resultados son la media + D.S de tres experimentos
independientes.

Figura 9. Efecto de la exposicion cronica a Cl,Cd de la linea celular A-704 cultivada en contenedores herméticos
sobre el potencial de membrana mitocondrial de peroxidos. Los cultivos A-704 tratados con diferentes concentracio-
nes de Cl,Cd o medio de cultivo solo (control) se han analizado tras 6 dias y 18 dias de exposicién. La generacién
mitocondrial de superdxido, se ha determinado por citometria de flujo usando el fluorocromo TMRM. En el eje de or-
denadas se representa la intensidad de fluorescencia (F.A.U.) y en el eje de abscisas se representan las concentraciones
molares de CI,Cd utilizadas. Las barras blancas representan la exposicion a Cl,Cd durante 6 dias y las barras negras
la exposicion durante 18 dias. Los resultados son la media + D.S de tres experimentos independientes.
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Figura 10. Efecto de la exposicion cronica a Cl,Cd de la linea celular SH-SY5Y cultivada en contenedores her-
méticos sobre el potencial de membrana mitocondrial de peroxidos. Los cultivos SH-SYSY tratados con diferentes
concentraciones de Cl,Cd o medio de cultivo solo (control) se han analizado tras 7 dias y 27 dias de exposicién. La
generacion mitocondrial de superdxido, se ha determinado por citometria de flujo usando el fluorocromo TMRM. En
el eje de ordenadas se representa la intensidad de fluorescencia (F.A.U.) y en el eje de abscisas se representan las con-
centraciones molares de Cl,Cd utilizadas. Las barras blancas representan la exposicién a Cl,Cd durante 7 dias y las
barras negras la exposicion durante 27 dias. Los resultados son la media + D.S de tres experimentos independientes.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion resuelve el problema del estudio de los efectos de la exposicidn crénica (hasta varias sema-
nas) de compuestos quimicos, farmacéuticos o bioldgicos sobre cultivos celulares in vitro, sin necesidad de subcultivar
las células, mediante el ensayo de la invencidn. Este sistema es un método alternativo que mejora el valor predictivo
de los ensayos celulares de toxicidad in vitro, mediante el uso de nuevos sistemas ventajosos de cultivos celulares
(que proporcionen un modelo de supervivencia celular prolongada que extienda el periodo titil de exposicién a xeno-
bidticos) en contenedores herméticos. En la invencién se describe ademads, la aplicacion de desarrollos tecnoldgicos y
estrategias analiticas novedosas para investigar las alteraciones tempranas y tardias inducidas por la exposicion crénica
de cultivos in vitro a agentes toxicos relevantes, que como hemos mencionado anteriormente pueden ser compuestos
quimicos, farmacéuticos, bioldgicos, etc. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método y un kit alternativo
de deteccion de toxicidad crénica que permite detectar de forma sensible y multiparamétrica alteraciones celulares y
moleculares inducidas por la exposicidn sostenida a agentes toxicos. Tales métodos proporcionan capacidad de resolu-
cion temporal (distinguen fendmenos tempranos, transitorios y tardios), resolucion poblacional (detectan fenémenos
que afecten a subpoblaciones minoritarias dentro de una poblacién mayoritariamente no afectada y caracterizan el
fenotipo de las poblaciones sensibles o resistentes) y resolucién mecanistica (identifican o sugieren las posibles dianas
moleculares de la accidn toxica de los xenobidticos).

La invencién puede ser utilizada para estudiar in vitro los efectos de la exposicion crénica de productos quimicos,
farmacos, xenobidticos, etc, pero también puede ser aplicada a evaluar los efectos de un tratamiento crénico con
diferentes sustancias liquidas o gaseosas, incluyendo contaminantes medioambientales, componentes de cosméticos,
nanomateriales y moléculas bioldgicas.

Mediante el método y el kit descritos en la presente invencion, las células pueden exponerse a los agentes de estu-
dio, téxicos, farmacos, xenobidticos, etc, tanto en estado proliferante como diferenciado o en ambos. Los efectos de
las sustancias en estudio son monitorizados in situ mediante microscopia 6pica o de fluorescencia y cuantificados, al
final del periodo de estudio, mediante una bateria de ensayos de citometria de flujo (8), que permiten la determinacién
de muerte celular (por apoptosis 0 necrosis) y, selectivamente en células vivas, la cuantificacion de los niveles de Ca**
intracelular, los potenciales de membrana mitocondrial y plasmadtica, los niveles intracelulares de lipidos polares y
apolares, los perdéxidos intracelulares, la generaciéon mitocondrial de superdéxido y el dafio oxidativo al DNA nuclear
y mitocondrial. Aunque la invencidn inicialmente se dirige a evaluar los efectos téxicos mediante andlisis de fluores-
cencia, otros procesos biolégicos pueden ser facilmente determinados, como por ejemplo, unién de ligandos, efectos
sobre el ciclo celular, expresion de genes reporteros, etc.

Para el desarrollo de la presente invencion se han utilizado un nuevo sistema compacto de contenedores herméticos
(PetakaG2™) para cultivo celular, independiente de CO, y humedad, disefiado para el cultivo de células adherentes y
no adherentes, manufacturado por la compaiifa Celartia (www.celartia.com). El sistema de contenedores herméticos
PetakaG2™ permite mantener a las células adherentes formando monocapas, y a las células no adherentes en suspen-
sién mediante el uso continuo de sistemas adecuados de agitacién o rotacion orbital, en sincronizacién estable durante
un periodo de tiempo que puede llegar a los tres meses. Este fendmeno (denominado “hibernacién celular”) se induce
mediante la incubacién a 20-25°C de los cultivos confluentes crecidos a 37°C. Las células “hibernadas” pueden ser
cultivadas de nuevo a 37°C y recuperan su crecimiento tras una pequefia fase de latencia. Alternativamente, tras la
hibernacidn, las células pueden ser expandidas directamente mediante el paso a nuevos frascos.

Los contenedores herméticos proporcionan un medio aislado y automodificable, muy protegido de las condiciones
externas, que permite la incubacion de las células con o sin una fuente externa controlada de CO, e independientemente
también de la humedad relativa de la atmdsfera. Por sus caracteristicas, los contenedores herméticos de cultivo, no
requieren estufa convencional de cultivos, lo que reduce notablemente la infraestructura necesaria para este tipo de
ensayos.

El sistema de contenedores herméticos para cultivo celular independiente de CO, y humedad permite obtener
un rendimiento celular elevado por frasco, que oscila entre 25 y 45 millones de células por frasco después de 6-
10 dias de cultivo en crecimiento, dependiendo del tipo celular y el inoculo inicial (100.000-2.000.000 de células).
Las caracteristicas especiales del frasco y su forma de manipulacién permiten el crecimiento de monocapas celulares
en toda la superficie apta para el cultivo celular, siendo posible el crecimiento de monocapas celulares en las dos
paredes internas del frasco, lo que representa una interesante estrategia para el desarrollo de cocultivos separados
espacialmente. Se han utilizado este tipo de contenedores para el cultivo y sincronizacion prolongada de diferentes
tipos celulares de relevancia, incluyendo cultivos primarios (células HUVEC, de cordén umbilical humano), lineas
celulares establecidas adherentes (V79, MDCK, LLCPK, OK, CaCo, L-132, Neuro-2a) y no adherentes (Jurkat, U-
917, HL-60).
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Otra de las caracteristicas de la presente invencién es la utilizacién de ensayos de citometria de flujo como estrategia
analitica para investigar las alteraciones tempranas y tardias inducidas por la exposicidn crénica a agentes toxicos rele-
vantes en cultivos in vitro. Mediante citometria de flujo se es capaz de determinar el fenotipo molecular en cada célula
individual, como producto resultante del genotipo y la exposicion a factores externos. Esta estrategia resuelve el pro-
blema de la interpretacion de datos promediados, obtenidos a partir de homogeneizados celulares o tisulares, en los que
los efectos pueden ser atribuidos a cambios uniformes en todas las células en lugar de en subpoblaciones determinadas.
Por otra parte, las alteraciones en subpoblaciones escasas pueden ser indetectadas por un efecto de dilucién.

Por lo tanto, la invencién proporciona un método de facil uso y bajo coste capaz de analizar la toxicidad crénica
inducida por téxicos, xenobidticos, etc, en cultivos celulares in vitro. Mediante este método se puede llevar a cabo un
gran nimero de experimentos y en un gran rango de concentraciones ensayadas. En general, la invencién aporta las
ventajas que se requieren, por los expertos en toxicologia, de un ensayo in vitro de toxicidad crénica (11).

Asi, el primer objeto de la invencién es un método de ensayo in vitro para el estudio de los efectos del tratamiento
crénico de sustancias sobre cultivos celulares que comprende las etapas de:

a) Siembra de células en un contenedor hermético.

b) Crecimiento del cultivo

c¢) Poner en contacto el cultivo celular con la/s sustancia/s de estudio durante un tiempo determinado.

d) Extraer la suspension celular del contenedor hermético y hacer alicuotas de la misma.

e) Afadir a las alicuotas del paso d) fluorocromos a las concentraciones optimas.

f) Incubar las alicuotas con los fluorocromos del paso €) en oscuridad.

g) Analizar las alicuotas del paso f) mediante monitorizacién in situ y posteriormente cuantificar mediante ensayos

citométricos, los efectos del tratamiento cronico sobre los cultivos in vitro con las sustancias de estudio.

En una realizacién preferida el método de la invencién se caracteriza porque las sustancias utilizadas se seleccio-
nan entre: toxicos, formacos, xenobidticos, contaminantes atmosféricos, cosméticos, sustancias liquidas o gaseosas,
nanomateriales y moléculas.

En otra realizacion preferida el método de la invencién se caracteriza porque los cultivos celulares se seleccionan
entre lineas celulares establecidas de origen humano o animal y cultivos primarios de origen humano y animal que
pueden crecer en forma de monocapa o de suspensién celular.

En otra realizacién preferida el método de la invencion se caracteriza porque las lineas y cultivos celulares que
crecen en monocapa lo hacen sobre la superficie apta para el cultivo de contenedores herméticos.

En otra realizacién preferida el método de la invencién se caracteriza porque las lineas y cultivos celulares que
crecen en suspension en los contenedores herméticos se mantienen de forma continua en agitacion o rotacién orbital.

En otra realizacion preferida el método de la invencidn se caracteriza porque el tiempo que se mantiene en contacto
la sustancia y el cultivo celular es preferentemente un minimo de 72 horas.

En otra realizacién preferida el método de la invencién se caracteriza porque la extraccion de la suspension celular
del paso d) si los cultivos celulares crecen en forma de monocapa comprende las etapas de:

1) Extraer de manera estéril el medio de cultivo del contenedor hermético y conservarlo en condiciones estériles.

2) Levantar las células de las paredes del contenedor hermético.

3) Reintroducir en el contenedor hermético el medio extraido en el paso 1) y resuspender las células en el mismo.

En otra realizacion preferida el método de la invencidn se caracteriza porque para levantar las células de las paredes
del contenedor hermético se utilizan medios adecuados que se seleccionan entre: tripsina, soluciones que contienen

enzimas proteoliticas, soluciones salinas libres de calcio u otros medios.

En otra realizacion preferida el método de la invencion se caracteriza porque la extraccion de la suspension celular
del paso d) si los cultivos celulares crecen en suspension comprende las etapas de:

1) Extraer de manera estéril el medio de cultivo junto con la suspension celular del contenedor hermético y con-
servarlo en condiciones estériles.
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2) Centrifugar la suspension celular junto con el medio de cultivo del paso 1)

3) Desechar el medio de cultivo del paso 2) y resuspender en medio de cultivo estéril el agregado celular obtenido
después de la centrifugacion.

En otra realizacion preferida el método de la invencién se caracteriza porque los fluorocromos utilizados son
preferentemente: IP, MitoSox, H2DCF, DiBac y TMRM.

En otra realizacién preferida el método de la invencidn se caracteriza porque la monitorizacion in situ realizada en
el paso g) se realiza preferentemente mediante microscopia dptica o de fluorescencia.

En otra realizacion preferida el método de la invencidn se caracteriza porque los ensayos citométricos realizados
en el paso g) se realizan preferentemente mediante citometria de flujo. En otra realizacién preferida el método de
la invencién se caracteriza porque los efectos del tratamiento crénico con sustancias del paso g) que se analizan y
cuantifican se seleccionan entre: caracteristicas morfolégicas de las células, formacién de micronicleos, superviven-
cia celular, muerte celular por apoptosis y/o necrosis, produccién de dafo oxidativo al DNA nuclear y mitocondrial,
niveles intracelulares de i6n calcio, potencial de membrana mitocondrial, cantidad de mitocondrias por célula, gene-
racion intracelular de i6n superéxido, generacion intracelular de peréxidos, niveles intracelulares de lipidos apolares,
polares, fosfolipidos, lipidos oxidados y colesterol.

En otra realizacion preferida el método de la invencion se caracteriza porque la etapa b) puede llevarse a cabo con
o sin, una fuente externa de CO,.

En otra realizacion preferida el método de la invencidn se caracteriza porque la etapa b) puede llevarse a cabo en
presencia o no, de humedad.

En otra realizacion preferida el método de la invencion se caracteriza porque el cultivo celular en contacto con la/s
sustancia/s de estudio puede mantenerse en estado proliferante, diferenciado o en ambos.

En otra realizacién preferida el método de la invencidn se caracteriza porque se co-cultivan al menos dos lineas
celulares, en un mismo contenedor, selecciondndose dichas lineas celulares entre lineas celulares establecidas de origen
humano o animal y cultivos primarios de origen humano y animal que pueden crecer en forma de monocapa o de
suspension celular.

En una realizacién preferida las lineas y cultivos celulares que pueden co-cultivarse y que crecen en forma de
monocapa, lo hacen sobre toda la superficie apta para el cultivo en los contenedores herméticos.

En otra realizacion preferida las lineas y cultivos celulares que pueden co-cultivarse y que crecen en suspension en
los contenedores herméticos se mantienen de forma continua en agitacién o rotacién orbital.

En otra realizacién preferida el método de la invencidn se caracteriza porque los cultivos del paso b) pueden ser
mantenidos en hibernacion durante un periodo de hasta 3 meses.

En otra realizacién preferida el método de la invencidn se caracteriza porque la hibernacién se consigue prefe-
rentemente a una temperatura de entre 20-25°C, consiguiéndose dicha hibernacién modificando la temperatura de
cultivo de las células de 37°C a 20-25°C, preferentemente. Las células en estado de hibernacién pueden volver a fase
de crecimiento modificando la temperatura de cultivo nuevamente a 37°C. Ademads las células en hibernacién pueden
subcultivarse.

El segundo objeto de la invencién es un kit de ensayo para llevar a cabo el método descrito anteriormente que
comprende:

i) Un contenedor hermético para siembra y cultivo de células en su interior, que permite el contacto de dichas
células con la sustancia cuyo efecto se pretende ensayar.

ii) Medios para introducir/extraer en condiciones estériles el medio de cultivo y/o las células del contenedor her-
mético.

ii1) Medios para hacer alicuotas del medio y/o las células extraidas del contenedor hermético.
iv) Medios para afiadir los fluorocromos a las alicuotas.
v) Incubacién en oscuridad.

vi) Medios de monitorizacién in situ y posterior cuantificacién mediante ensayos citométricos.
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En una realizacién preferida el kit de la invencion se caracteriza porque los medios del paso ii) y iv) se seleccionan
entre: agujas, jeringas, pipetas, puntas de pipetas, o cualquier otro tipo de medio adecuado, y que ademds puede ser
manual o automdtico.

En otra realizacién preferida el kit de la invencion se caracteriza porque los medios del paso iii) se seleccionan
entre: viales o placas estériles ya sean de vidrio o de pléstico, o cualquier otro tipo de medio adecuado en el que se
pueda alicuotar la suspension celular para posteriormente ser analizada mediante citometria de flujo.

En otra realizacion preferida el kit de la invencidn se caracteriza porque la monitorizacién in situ del paso vi) se
realiza en los propios contenedores herméticos mediante microscopia dptica o de fluorescencia.

En otra realizacion preferida el kit de la invencidn se caracteriza porque los ensayos citométricos que se realiza en
los viales o placas estériles, ya sean de vidrio o pldstico o en cualquier otro medio adecuado, se realizan preferente-
mente mediante citometria de flujo.

Se describen a continuacién ejemplos en los que se muestra detalladamente el método para analizar la toxici-
dad crénica in vitro de diferentes concentraciones de un téxico ejemplo en diferentes cultivos celulares y a distintos
tiempos, mediante el método descrito en la presente invencidn.

Los ejemplos que se exponen a continuacion tienen el objetivo de ilustrar la invencion sin limitar el alcance de la
misma

Ejemplo 1

Lineas celulares utilizadas para los ensayos de toxicidad cronica in vitro utilizando el método de la invencion

Para demostrar la validez del método descrito en la presente invencion se han utilizado dos lineas celulares huma-
nas.

La linea celular A704 es una linea celular de adenocarcinoma humano. (ECACC No 93020513. European Collec-
tion Cell Cultures, Salisbury, UK. www.ecacc.org.uk). Se mantiene en medio de cultivo EMEM (Minimum Essential
Médium Eagle) suplementado con un 10% de FBS (Suero Bovino Fetal), 1% aminoécidos no esenciales, 1 mM pi-
ruvato sédico, 2 mM Glutamina,100 IU/mL Penicilina y 100 pg/mL Estreptomicina. La linea celular A704 crece
en monocapa. Se cultiva en frascos o contenedores herméticos, procediéndose a subcultivar cuando se alcance una
confluencia > del 80%.

La linea celular SH-SYSY es una linea celular de neuroblastoma humano (ECACC No 94030304. European Co-
llection Cell Cultures, Salisbury, UK. www.ecacc.org.uk). Se mantiene en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Mo-
dified Eagles’s Médium) suplementado con 15% de FBS, 1% aminodcidos no esenciales, 2 mM Glutamina, 100 ITU/mL
Penicilina y 100 ug/mL Estreptomicina. La linea celular SH-SY5Y crece en monocapa. Se cultiva en frascos o conte-
nedores herméticos, procediéndose a subcultivar cuando se alcance una confluencia > del 80%.

A partir de frascos de cultivo convencionales, mantenidos en incubador de CO2 a 37°C hasta alcanzar una densidad
celular aproximada de 18.000.000 células/frasco, se siembran cuatro contenedores herméticos con 20 mL de suspen-
sién celular en medio de cultivo apropiado (1.800.000 células/mL), a una densidad celular de 700.000 células/mL. Los
contenedores herméticos se incuban durante 24 horas en estufa seca a 37°C para permitir la adhesién de las células
antes de la adicion de los t6xicos u otras sustancias de estudio.

Ejemplo 2
Tratamiento de las células cultivadas en contenedores herméticos con las sustancias de andlisis (toxicos)

Transcurridas las 24 h desde la siembra de las células en los contenedores herméticos, se remplazan los 20 mL
de medio de cultivo de cada contenedor hermético con 20 mL de las soluciones que contengan el t6xico a analizar o
los controles negativos, a las concentraciones elegidas. Posteriormente se depositan los contenedores herméticos en la
estufa seca a 37°C hasta el momento del sacrificio de los cultivos y posterior andlisis de citotoxicidad.

En estos ejemplos se ha utilizado como téxico modelo el Cl,Cd, un agente citot6xico que produce citotoxicidad en
diversas lineas celulares (7, 13). Las concentraciones de Cl,Cd estudiadas han sido 10 M, 10~” M, 2x10~" M, siendo el
control negativo un volumen idéntico de medio de cultivo (6, 13-14). Las concentraciones de Cl,Cd son similares a las
que se utilizaron en un estudio de toxicidad crénica con Cl,Cd (6) desarrollado por el Centro Europeo de Validacién de
Meétodos Alternativos (ECVAM), el laboratorio de la Comisién Europea (CE) implicado en la promocién y validacién
de técnicas in vitro de andlisis de toxicidad.

Los cultivos tratados con C1,Cd o medio de cultivo solo (control) se han analizado tras 6 dias y 18 dias de exposi-
cion (para la linea celular A704) o tras 7 dias y 27 dias de exposicion (para la linea celular SH-SYSY).
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Ejemplo 3

Andlisis mediante citometria de flujo de las células cultivadas en contenedores herméticos y sometidas a tratamiento
cronico con Cl,Cd

Transcurrido el tiempo determinado de actuacién del téxico Cl,Cd para cada una de las lineas celulares de estudio
(6 y 18 dias para la linea celular A704 y 7 y 27 dias para la linea celular SH-SYSY), se procede al andlisis de los
efectos de las diferentes concentraciones y tiempos utilizados en el tratamiento con Cl,Cd sobre los cultivos celulares
antes mencionados y compardndolos con el cultivo control, que no fue tratado con el téxico (control), de acuerdo con
el método siguiente:

- Extraer con una jeringa estéril el medio de cultivo del contenedor hermético, y conservarlo en un tubo de
centrifuga en condiciones estériles.

- Introducir 4 mL de tripsina en el contenedor hermético e incubar en estufa a 37°C durante 8 minutos.

- Introducir de nuevo en el contenedor hermético el medio previamente extraido y resuspender las células tripsi-
nizadas en dicho medio.

- Extraer la suspension celular y hacer alicuotas de 1 mL en tubos de plastico de 12x75 mm.

- Afadir a los tubos pertinentes los siguientes fluorocromos, a las concentraciones finales indicadas: DiBaC: 0,3
uM; TMRM: 150 nM; IP: 2,5 ug/mL; MitoSox: 2,5 uM y H,DCF: 5 pug/mL.

- Incubar 30 minutos a 37°C en oscuridad la suspensién celular junto con los fluorocromos.

- Analizar y cuantificar mediante citometria de flujo.

Ejemplo 4

Resultados de morfologia y viabilidad obtenidos en el estudio de toxicidad cronica mediante el método descrito en la
presente invencion

El tratamiento con Cl,Cd a las concentraciones y tiempos elegidos (hasta 27 dfas) no provocé cambios apreciables
(mediante microscopia éptica) en la morfologia de las células SH-SYSY (Fig. 1) ni en las células A704, comparado
con las células mantenidas en similares condiciones de incubacién (contenedores herméticos) y no expuestas al toxico
(células control). En las células tratadas con la concentraciéon mas alta de C1,Cd, se puede observar una menor densidad
celular, sugiriendo un cierto efecto negativo del toxico sobre el crecimiento celular o la supervivencia de las células.

Para los ensayos de viabilidad celular, se utilizé como fluorocromo el Yoduro de Propidio (IP), marcador de células
muertas. El fluorocromo IP se une al ADN y al ARN de doble cadena, intercaldndose entre sus bases. Una vez unido
a los dcidos nucleicos, la fluorescencia roja del IP aumenta 20-30 veces. El IP no atraviesa la membrana plasmética y
es excluido de las células vivas, por lo que se usa para identificar las células muertas, que se tifien de rojo en presencia
de dicho fluorocromo.

LaFig. 2 muestra la evolucién de la viabilidad, determinada por citometria de flujo utilizando IP como fluorocromo.
Puede apreciarse que no hay diferencias en la viabilidad de los cultivos tratados con cualquiera de las dosis de C1,Cd
durante 6 dias (A-704) o 7 dias (SH-SYSY), mientras que la viabilidad disminuye a los 18 dias (A-704) o 27 dias
(SH-SY5Y) con las concentraciones més altas de Cl,Cd, de forma similar en las dos lineas celulares, aunque siempre
permanecen claramente por encima del 50% de viabilidad.

Las mismas concentraciones de Cl,Cd no tuvieron ningtn efecto en la viabilidad de células A-704 o SH-SYS5Y
expuestas al téxico sélo durante 24 horas, tanto en frascos de cultivo convencionales como en contenedores herméticos.

Ejemplo 5

Efectos intracelulares del tratamiento cronico con ClL,Cd en cultivos celulares mediante el método descrito en la
presente invencion y analizados mediante citometria de flujo

La aplicacién de la citometria de flujo permite determinar los efectos intracelulares del Cl,Cd de modo especifico
en las células vivas. Mediante el uso de fluorocromos especificos, sensores de componentes o funciones celulares de
relevancia, y aprovechando las caracteristicas morfoldgicas y/o de exclusion de IP que diferencian a las células vivas de
las muertas, se han cuantificado los efectos de la exposicién al Cl,Cd sobre funciones intracelulares consideradas como
marcadores de estrés oxidativo (generaciéon mitocondrial de superéxido, generacioén de perdxidos intracelulares) y de
alteraciones bioenergéticas celulares (potenciales de membrana plasmatico y mitocondrial). Aparte de estas funciones
se pueden analizar muchas otras en funcién del fluorocromo que se utilice. Otras funciones intracelulares que se pueden

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2350072 Al

analizar son: caracteristicas morfoldgicas de las células, formacién de microntcleos, supervivencia celular, muerte
celular por apoptosis y/o necrosis, produccién de daio oxidativo al DNA nuclear y mitocondrial, niveles intracelulares
de i6n calcio, potencial de membrana mitocondrial, cantidad de mitocondrias por célula, generacién intracelular de
i6n superdxido, generacion intracelular de peréxidos, niveles intracelulares de lipidos apolares, polares, fosfolipidos,
lipidos oxidados y colesterol, entre otras.

Ejemplo 5.1

Andlisis mediante citometria de flujo de la generacion mitocondrial de superoxido en cultivos in vitro después del
tratamiento croénico con Cl,Cd

La generacién mitocondrial de superéxido se determiné mediante el mareaje de la suspensién celular de células A-
704 (Fig. 3) y SH-SY5Y (Fig. 4) con el fluorocromo MitoSox (MitoSOX™ Red mitochondrial superoxide indicator).
Dicho fluorocromo penetra facilmente en las células vivas y se une selectivamente a las mitocondrias, donde es oxidado
por el i6n superdxido y genera fluorescencia roja cuando se une a los 4cidos nucleicos intracelulares. En la linea
celular A-704, la generacién mitocondrial de superéxido presenta un efecto bifésico, tanto a 6 dias como a 18 dias de
exposicion, con una disminucién a las dosis mas bajas de tratamiento con CL,Cd (10~® M) y una recuperacién hasta
valores similares a los del control, con la dosis mds alta de dicho t6xico (2x1077 M) (Fig. 3).

En las células SH-SYSY, el efecto del Cl,Cd en la generacion mitocondrial de superéxido es diferente, mostrando
una disminucién dosis-dependiente en los primeros 7 dias de tratamiento y un efecto bifasico a los 27 dias de tra-
tamiento con el téxico, con un aumento a la dosis mds baja (1077 M) y una disminucién a la dosis superior (2x1077
M).

No se observé ningtin efecto significativo sobre la generacion mitocondrial de superéxido en células A-704 o SH-
SYSY expuestas durante 24 horas a las mismas concentraciones de Cl,Cd antes mencionadas, en frascos convencio-
nales o en contenedores herméticos (datos no mostrados).

Ejemplo 5.2

Andlisis mediante citometria de flujo de la generacion de peroxidos intracelulares en cultivos in vitro después del
tratamiento cronico con ClL,Cd

La generacion de perdxidos intracelulares se ha evaluado mediante el mareaje de la suspension de células A-
704 (Fig. 5) y SH-SYS5Y (Fig. 6) con el fluorocromo H,DCF (2’,7’-diclorodihidrofluorescelna diacetato). Dicho fluo-
rocromo penetra facilmente en las células vivas y es un indicador de especies reactivas de oxigeno, que no emite
fluorescencia hasta que el grupo acetato no es eliminado por las esterasas intracelulares y se produce la peroxidacién
del fluorocromo dentro de las células.

En las células A-704, tanto a los 6 dias como a los 18 dias de exposicién a Cl,Cd se muestra un aumento dosis-
dependiente de la actividad peroxidativa intracelular (Fig. 5). Un efecto similar se puede observar en las células SH-
SYSY tanto a los 7 dias como a los 27 dias de exposicién (Fig. 6).

No se observé ningun efecto significativo sobre la generacién intracelular de perdxidos en células A-704 o SH-
SYS5Y expuestas durante 24 horas a las mismas concentraciones de C1,Cd en frascos convencionales o en contenedores
herméticos (datos no mostrados).

Ejemplo 5.3

Andlisis mediante citometria de flujo del potencial de membrana de cultivos in vitro después del tratamiento
cronico con Cl,Cd

El potencial de membrana plasmatica se ha determinado mediante el mareaje de la suspension de células A-704
(Fig. 7) y SH-SYS5Y (Fig. 8) con el fluorocromo DiBac, (4cido bis-(1,3-dibutilbarbitirico)-trimetin-oxonol). Dicho
fluorocromo es sensible al voltaje, lo que permite la estimacién del potencial eléctrico de la membrana plasmadtica, ya
que penetra preferentemente en las células cuya membrana plasmatica presenta un menor potencial eléctrico (membra-
na relativamente despolarizada). Por ello, un aumento en la fluorescencia de DiBac indica una despolarizacién relativa
de la membrana y una disminucién de la fluorescencia refleja una hiperpolarizacién de la membrana.

La Fig. 7 muestra que en las células A-704, la exposicion durante 6 dias o 18 dias al Cl,Cd provoca una despo-
larizacion progresiva y dosis-dependiente de la membrana plasmatica, evidenciada por una creciente fluoescencia de
DiBac.

En la linea celular SH-SYS5Y, la exposicién a C1,Cd tiende también a provocar una despolarizacién de la membrana
plasmatica, como en las células A-704. Sin embargo, el efecto es ligeramente distinto a los 7 dias y a los 27 dias de
exposicion al Cl,Cd. Como muestra la Fig. 8, a los 7 dias la médxima despolarizacion se observa a la menor dosis (1077
M), mientras que a los 28 dias, la despolarizacién es dosis-dependiente.
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No se observé ningtn efecto significativo sobre el potencial de membrana plasmadtica en células A-704 o SH-
SYS5Y expuestas durante 24 horas a las mismas concentraciones de C,Cd en frascos convencionales de cultivo o en
contenedores herméticos (datos no mostrados).

Ejemplo 5.4

Andlisis mediante citometria de flujo del potencial de membrana mitocondrial de cultivos in vitro después del
tratamiento cronico con ClL,Cd

El potencial de membrana mitocondrial, una funcién clave en el mantenimiento de la energia celular. Dicho poten-
cial, se puede determinar mediante el mareaje de la suspension de células A-704 (Fig. 9) y SH-SYSY (Fig. 10) con
el fluorocromo TMRM (tetrametil rhodamina metal ester), una molécula catiénica lipofilica que atraviesa facilmente
la membrana plasmdtica y se incorpora a la mitocondria en funcién de su potencial transmembrana, de forma que un
aumento de la fluorescencia de TMRM evidencia una hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial.

La Fig. 9 muestra que la exposicién de las células A-704 al Cl,Cd durante 6 dias no modifica el potencial de
membrana mitocondrial, mientras que la exposicién durante 18 dias tiene un efecto bifsico, con una hiperpolarizacién
a la dosis mds baja (10~ M) y una normalizacién a las dosis mds altas (1077 M y 2x1077 M).

En las células SH-SYSY, el efecto es distinto (Fig. 10). No hay efecto significativo a los 27 dias de exposicién y,
por el contrario, a los 7 dias, se observa un efecto bifasico similar al que ocurre en las células A-704 a tiempos mas
largos.

No se observé ningun efecto significativo sobre el potencial de membrana mitocondrial en células A-704 o SH-
SYS5Y expuestas durante 24 horas a las mismas concentraciones de CI,Cd en frascos convencionales de cultivo o en
contenedores herméticos (datos no mostrados).

Mediante estos ejemplos se demuestra que las bajas concentraciones aplicadas de forma sostenida a las dos lineas
celulares no tienen ningun efecto en exposiciones de tipo agudo (24 horas) tanto en frascos convencionales (Falcon
T25) como en contenedores herméticos (Petaka G2™), por lo que se pueden considerar como concentraciones NOEL
(No Observed Effect Level), sin efecto observado, en dichas condiciones. Sin embargo, en exposiciones prolongadas,
de acuerdo con el método de la invencidn, estas concentraciones muestran efectos sobre diferentes pardmetros funcio-
nales celulares, especialmente en el contexto del estrés oxidativo, y muestran, ademds, comportamiento diferente, en
algunos casos, entre las dos lineas celulares estudiadas, el neuroblastoma SH-SYS5Y y el carcinoma renal A-704.
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REIVINDICACIONES

1. Método de ensayo in vitro para el estudio de los efectos del tratamiento crénico de sustancias sobre cultivos
celulares que comprende las etapas de:

a)  Siembra de células en un contenedor hermético.

b)  Crecimiento del cultivo

c)  Poner en contacto el cultivo celular con la/s sustancia/s de estudio durante un tiempo determinado.

d)  Extraer la suspension celular del contenedor hermético y hacer alicuotas de la misma.

e) Afadir a las alicuotas del paso d) fluorocromos a las concentraciones 6ptimas.

f)  Incubar las alicuotas con los fluorocromos del paso e) en oscuridad.

g)  Analizar las alicuotas del paso f) mediante monitorizacién in situ y posteriormente cuantificar mediante

ensayos citométricos, los efectos del tratamiento crénico con las sustancias de estudio de los cultivos in
Vitro.

2. Método segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque las sustancias utilizadas se seleccionan entre: t6xicos,
farmacos, xenobidticos, contaminantes atmosféricos, cosméticos, sustancias liquidas o gaseosas, nanomateriales y
moléculas biolégicas.

3. Método segtin la reivindicacién 1 caracterizado porque los cultivos celulares se seleccionan entre lineas celu-
lares establecidas de origen humano o animal y cultivos primarios de origen humano y animal que pueden crecer en
forma de monocapa o de suspensién celular.

4. Método segtin la reivindicacion 3 caracterizado porque las lineas y cultivos celulares que crecen en monocapa
lo hacen sobre la superficie apta para el cultivo de contenedores herméticos.

5. Método segtn la reivindicacion 3 caracterizado porque las lineas y cultivos celulares que crecen en suspension
en los contenedores herméticos se mantienen de forma continua en agitacién o rotacién orbital.

6. Método segun la reivindicacion 1 caracterizado porque el tiempo que se mantiene en contacto la sustancia y el
cultivo celular es preferentemente un minimo de 72 horas.

7. Método segun la reivindicacién 1 caracterizado porque la extraccion de la suspensién celular del paso d) si los
cultivos celulares crecen en forma de monocapa comprende las etapas de:

7.1) Extraer de manera estéril el medio de cultivo del contenedor hermético y conservarlo en condiciones
estériles.

7.2) Levantar las células de las paredes del contenedor hermético.
7.3) Reintroducir en el contenedor hermético el medio extraido en el paso 7.1) y resuspender las células en el

mismo.

8. Método segtin la reivindicacién 7 caracterizado porque para la realizacion del paso 7.2) se utilizan medios
adecuados que se seleccionan entre: tripsina, soluciones que contienen enzimas proteoliticas, soluciones salinas libres
de calcio u otros medios.

9. Método segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la extraccion de la suspension celular del paso d) si los
cultivos celulares crecen en suspensién comprende las etapas de:

9.1) Extraer de manera estéril el medio de cultivo junto con la suspension celular del contenedor hermético y
conservarlo en condiciones estériles.

9.2) Centrifugar la suspensién celular junto con el medio de cultivo del paso 9.1)

9.3) Desechar el medio de cultivo del paso 9.2) y resuspender en medio de cultivo estéril el agregado celular
obtenido después de la centrifugacion.
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10. Método segtin la reivindicacién 1 caracterizado porque los fluorocromos utilizados son cualquier molécula
fluorescente capaz de ser medida y cuantificada mediante microscopia de fluorescencia o citometria de flujo, siendo
preferentemente: IP, Mitox, H2DCF, DiBac y TMRM.

11. Método segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque la monitorizacion in situ realizada en el paso g) se
realiza preferentemente mediante microscopia 6ptica o de fluorescencia.

12. Método segtin la reivindicacion 1 caracterizado porque los ensayos citométricos se realizan preferentemente
mediante citometria de flujo.

13. Método segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque los efectos del tratamiento crénico con sustancias que
se analizan y cuantifican en el paso g) se seleccionan entre: caracteristicas morfolégicas de las células, formacién de
microntcleos, supervivencia celular, muerte celular por apoptosis y/o necrosis, produccién de dafio oxidativo al DNA
nuclear y mitocondrial, niveles intracelulares de i6n calcio, potencial de membrana mitocondrial, cantidad de mitocon-
drias por célula, generacién intracelular de i6n superdxido, generacién intracelular de peréxidos, niveles intracelulares
de lipidos apolares, polares, fosfolipidos, lipidos oxidados y colesterol.

14. Método segtin la reivindicacién 1 caracterizado porque la etapa b) puede llevarse a cabo con o sin, una fuente
externa de CO,.

15. Método segun la reivindicacién 1 caracterizado porque la etapa b) puede llevarse a cabo en presencia o no, de
humedad.

16. Método segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque el cultivo celular en contacto con la/s sustancia/s de
estudio puede mantenerse en estado proliferante, diferenciado o en ambos.

17. Método segun la reivindicacion 1 caracterizado porque se pueden co-cultivar al menos dos lineas celulares,
en un mismo contenedor.

18. Método segtin la reivindicacién 17 caracterizado porque las lineas que se pueden co-cultivar se seleccionan
entre lineas celulares establecidas de origen humano o animal y cultivos primarios de origen humano y animal, que
pueden crecer en forma de monocapa o de suspension celular.

19. Método segtin la reivindicacion 18 caracterizado porque las lineas y cultivos celulares que crecen en monocapa
lo hacen sobre la superficie apta para el cultivo de contenedores herméticos.

20. Método segtin la reivindicacion 18 caracterizado porque las lineas y cultivos celulares que crecen en suspen-
sion en los contenedores herméticos se mantienen de forma continua en agitacion o rotacién orbital.

21. Método segtin la reivindicacién 1 caracterizado porque los cultivos del paso b) pueden ser mantenidos en
hibernacién durante un periodo de hasta 3 meses.

22. Método segtn la reivindicacion 21 caracterizado porque la hibernacién se consigue preferentemente a una
temperatura de entre 20-25°C.

23. Método segun las reivindicaciones 21 y 22 caracterizado porque las células en hibernacién pueden volver a
fase de crecimiento modificando la temperatura de cultivo a 37°C.

24. Método segtn la reivindicacion 21 caracterizado porque las células en hibernacién pueden ser subcultivadas.
25. Kit de ensayo para llevar a cabo el método de las reivindicaciones 1 a 24 que comprende:

i) Un contenedor hermético para siembra y cultivo de células en su interior, que permite el contacto de
dichas células con la sustancia cuyo efecto se pretende ensayar.

i)  Medios para introducir/extraer en condiciones estériles el medio de cultivo y/o las células del contenedor
hermético.

iii) Medios para hacer alicuotas del medio y/o las células extraidas del contenedor hermético.
iv) Medios para afiadir los fluorocromos a las alicuotas.
v)  Incubacién en oscuridad.

vi) Medios de monitorizacién in situ y posterior cuantificaciéon mediante ensayos citométricos.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud:200901192

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2006/094104 A2 (MOLECULAR PROBES INC.) 08.09.2006
D02 GB 2345754 A (ZETATRONICS LIMITED) 19.07.2000
D03 Fenske, C. et al., Int. J. Hyg. Environ. Health., 2006

(2006), 209(3): 275-84.

En D1-D2 se describen diferentes procedimientos in vitro para determinar la eficacia de compuestos antibacterianos.
En D3 se comparan diferentes procedimientos biologicos de valoracion de riesgos ecotoxicoldgicos.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucidn de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente invencién esta relacionada con un método in vitro para el estudio de los efectos toxicologicos del tratamiento
cronico de ciertas sustancias sobre cultivos celulares. Las sustancias consideradas comprenden téxicos, farmacos,
xenobidticos, contaminantes atmosféricos, cosméticos, sustancias liquidas o gaseosas, nanomateriales y moléculas
bioldgicas.

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de
Patentes).

1.1. Reivindicacion independiente 1

El objeto de la reivindicacion 1 consiste en un método de ensayo in vitro para el estudio de los efectos del tratamiento
cronico de sustancias sobre cultivos celulares caracterizado porque comprende: a) la siembra de células en un contenedor
hermético, b) el crecimiento del cultivo, c) la puesta en contacto el cultivo celular con las sustancias de estudio durante un
tiempo determinado,

d) la extraccion de la suspension celular del contenedor hermético y su divisién en alicuotas, e) Adicién de fluorocromos a
las alicuotas del paso anterior, f) Incubacion en oscuridad de las alicuotas con los fluorocromos y su monitorizacion in situ.
En el estado de la técnica mas préximo, constituido por los documentos D1-D3, no se ha divulgado ningin procedimiento in
vitro para el estudio de los efectos del tratamiento crénico de sustancias sobre cultivos celulares que comparta las mismas
caracteristicas técnicas del procedimiento de la solicitud. Ademas, dicho procedimiento no se deduce de una manera obvia
mediante la combinacién de métodos descritos previamente. Por consiguiente, el objeto de proteccion de la reivindicacion
independiente 1y el de las dependientes 2-25 se considera también nuevo e inventivo.

1.2. La presente solicitud satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las
reivindicaciones 1-25 es nuevo y tiene actividad inventiva de acuerdo con los Arts. 6.1. y 8.1. de la Ley de Patentes.
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