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1. RESUMEN

Descartar una molécula o introducir posibles modificaciones en su estruc-
tura en las etapas iniciales de su desarrollo supone un gran ahorro econémico y
de tiempo a las compaiiias farmacéuticas, a la vez que evita riesgos innecesa-
rios. Sin embargo y a pesar de estos esfuerzos, un gran nimero de medicamen-
tos son retirados del mercado debido a las reacciones adversas que producen
tras su comercializacion, en un 31% de los casos, la causa de retirada es su to-
xicidad hepatica. Cabe sefnalar que muchos de los farmacos que resultan hepa-
totoxicos durante el desarrollo clinico o posteriormente, no fueron téxicos cuan-
do se testaron en animales, lo que indica que los resultados obtenidos en estos
estudios no son siempre extrapolables a humanos. Una alternativa para evitar la
extrapolacion de los resultados obtenidos en animales de laboratorio a humanos
es el uso de sistemas modelo celulares in vitro de origen humano, lo que hace
posible realizar estudios en células aisladas del 6rgano diana. Asi pues los mo-
delos celulares derivados del higado constituyen una herramienta muy atractiva
para llevar a cabo estudios de metabolismo energético, biotransformacién de far-
macos, mecanismos fisiopatolégicos y de toxicidad hepatica. En este dltimo
caso, hemos de considerar un nuevo reto, que consiste en averiguar cuales son
los mecanismos implicados en estos procesos toxicos. Con este fin, en este ca-
pitulo revisamos algunos de los ensayos que han sido utilizados en nuestro la-
boratorio y que nos permiten evaluar como las funciones hepaticas basicas pue-
den verse afectadas por la accion de farmacos. Asi, a nivel citoplasmatico
valoramos indicadores de disfuncion celular como son; el estrés oxidativo, la
peroxidacién lipidica, la homeostasis del Ca**, la sintesis de proteinas plasma-
ticas, el metabolismo de carbohidratos etc. Dentro de la célula, la mitocondria
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representa un organulo clave en su equilibrio, por lo que la evaluacién de su
funcionalidad resulta un indicador adecuado del posible dafo celular. Para es-
tudiar su funcionalidad de modo general utilizamos la valoracién de dos para-
metros clave como son; los niveles de ATP y el potencial de membrana mito-
condrial. Por ultimo, recientemente ha aumentado el interés en estudiar las
interacciones no deseadas que se producen entre farmacos o sus metabolitos y
las macromoléculas que se encuentran a su alcance. En concreto destacan por
importancia aquellas interacciones que conducen a la unién covalente del far-
maco o metabolito a macromoléculas como las proteinas y los dcidos nucleicos,
ya que, una alteracion de su funcionalidad precede a un dafio celular general-
mente irreversible. En este sentido conocer si se producen estas uniones y a que
nivel resulta de gran interés. Para llevar a cabo estudios de este tipo propone-
mos distintas aproximaciones que han sido realizadas satisfactoriamente en nues-
tro laboratorio.

2. INTRODUCCION

El aumento de la inversion necesaria para el desarrollo de nuevos farmacos,
ha provocado que las estrategias empresariales se enfoquen a patentar y comer-
cializar nuevas moléculas lo antes posible, por lo que, se persigue minimizar el
tiempo y el coste econdmico en el desarrollo farmacéutico. Afortunadamente, en
los tltimos afos se ha experimentado un gran avance en el campo de la investi-
gacion biomédica. La sintesis simultdnea de un gran nimero de compuestos (qui-
mica combinatoria) (1), la aparicion de métodos de cribado ultra rapidos y el des-
arrollo de nuevos modelos experimentales in vitro, son un claro ejemplo de ello.
A pesar de todo atn hoy en dia se requiere de 10 a 15 afios para obtener la apro-
bacién de comercializaciéon de un nuevo farmaco. Resulta obvio, que descartar
una molécula o introducir posibles modificaciones en su estructura en las etapas
iniciales de su desarrollo supone un gran ahorro econdmico, de esfuerzo y tiem-
po a las compaiiias farmacéuticas.

En la actualidad, dada la funcionalidad de la genémica y la protedmica en
la identificacién y validacion de nuevas dianas terapéuticas, estas disciplinas tie-
nen una aplicaciéon muy importante en los estadios iniciales del desarrollo de un
farmaco (2). En concreto en conjuncién con la bioinformatica, permiten el cri-
bado de decenas de muestras en un solo dia mediante el uso de distintas técni-
cas (3): chips de DNA, electroforesis 2D, espectrometria de masas, etc. En eta-
pas posteriores, la gendémica y la proteémica permiten llevar a cabo estudios de
mecanismos de accién y toxicidad de nuevas moléculas. Para ello, se comparan
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los perfiles de expresion génica y de proteinas entre distintas muestras bioldgi-
cas expuestas o no a la accién de distintos farmacos (4). En este ultimo aspec-
to, la mds reciente de las —omicas, la metabolémica, también puede jugar un pa-
pel importante, ya que permite conocer y comparar metabolomas (perfiles
metabdlicos endégenos), detectando cualquier cambio en el status fisiologico
normal tanto in vivo como a nivel celular o tisular.

Durante el desarrollo de un farmaco se diferencian fundamentalmente dos
etapas: preclinica y clinica. En la primera etapa, moléculas de distinta naturale-
za (naturales, sintéticas o semisintéticas), son sometidas a un proceso de criba-
do en el que se seleccionan aquellas que interaccionan satisfactoriamente con la
diana bioldgica elegida. Posteriormente, se realizan estudios de estabilidad de
estas moléculas y se establece su actividad farmacolégica determinando poste-
riormente su relacién estructura/actividad (SAR). Esta etapa tiene una duracién
media de 6 afios y en ella también se realizan estudios de toxicidad, farmaco-
cinética (ADME) y farmacodindmica tanto in vitro como in vivo mediante el
uso de modelos celulares y animales. Una vez que se dispone de la informacién
suficiente se contintia con estudios en humanos, es decir la etapa clinica, don-
de se llevan a cabo estudios de farmacologia humana, estudios terapéuticos de
dosis-respuesta, eficacia y seguridad del tratamiento, etc (5).

A pesar de este complejo proceso de criba un gran nimero de medicamen-
tos son retirados del mercado debido a las reacciones adversas que producen
tras su comercializacion. Asi, entre los afios 1975 y 1999, alrededor de 45 fér-
macos previamente aprobados por las agencias reguladoras de distintos paises
recibieron la “tarjeta amarilla” por presentar reacciones adversas en humanos.
De éstos, 16 se retiraron del mercado por razones de seguridad siendo la causa
de su retirada, en un 31% de los casos, la toxicidad hepética (6). Cabe sefialar
que muchos de los firmacos que resultaron hepatotéxicos durante el desarrollo
clinico no fueron téxicos cuando se testaron en animales, lo que indica que los
resultados obtenidos en estos estudios no son siempre extrapolables a humanos.
De hecho se observé una alta correlacion entre la toxicidad detectada en ani-
males y humanos cuando las pruebas se realizaron a nivel gastrointestinal, he-
matolégico o cardiovascular. En cambio, la toxicidad a nivel hepatico tuvo una
correlacion realmente baja (7). Existen algunos motivos que pueden explicar
esta discrepancia como son: 1) que animales de distintas especies no tienen por
que metabolizar un farmaco del mismo modo que se metaboliza en humanos,
2) que el estudio se realice en animales sanos frente a pacientes o 3) que el en-
sayo se realice en una subpoblacién de pacientes particularmente sensibles al
farmaco (8).
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Ficura 1. Cultivo primario de hepatocitos analizados mediante microscopia de contraste de fa-
ses (panel de la izquierda) y microscopia electrénica (panel de la derecha). nu (niicleo), ret (reti-
culo endopldasmico), mv (microvilli), bc (canaliculo biliar), gl (gotas lipidicas) y mi (mitocondrias).

Una alternativa para evitar la extrapolacién de los resultados obtenidos
en animales de laboratorio a humanos es el uso de sistemas modelo celula-
res in vitro de origen humano, lo que presenta algunas ventajas sobre el mo-
delo animal in vivo, ya que es posible realizar dichos estudios en células hu-
manas aisladas del 6rgano diana. Esto permite generar resultados altamente
predictivos.

Si tenemos en cuenta que el higado es el principal érgano encargado del
metabolismo de xenobidticos, es l6gico pensar que también resulte el 6rgano
diana de la toxicidad de éstos. Asi pues los modelos celulares derivados del hi-
gado constituyen herramientas muy atractivas para llevar a cabo estudios de me-
tabolismo energético, biotransformacién de farmacos, mecanismos fisiopatold-
gicos y de toxicidad hepatica (9). Los hepatocitos no son indiferentes a los
cambios que se producen a su alrededor y muchos farmacos pueden alterar su
funciones bésicas, lo que motiva que el cultivo primario de hepatocitos sea, has-
ta la fecha, el modelo celular mas utilizado para estudios de biotransformacién
y hepatotoxidad (10-12). Las células en cultivo son muy comparables al higa-
do (figura 1). Un ejemplo de ello, es la superficie celular cubierta de microvi-
Ili y el gran nimero de particulas de glucégeno presentes en el citoplasma, en
forma de las caracteristicas rosetas, lo que garantiza unos niveles de glucégeno
intracelular comparables al higado in vivo. También es comparable su capaci-
dad de sintetizar glucosa a partir de lactato o urea a partir de amonio, esto ul-
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TaBLA 1. Secuencia de eventos y marcadores de muerte celular
PO apoptosis y necrosis

Indicadores pre-letales del estrés celular

» Deplecion de glutation

» Transduccién de sefal del estrés pre-apoptético/necrético (ejem: nrf-2 AP-1, translo-
cacién del factor de transcripcion NFkB)

» Adaptaciones celulares (ejm: enzimas antioxidantes, hiperpolarizacién de la mem-
brana mitocondrial, biogénesis mitocondrial)

e Alteraciones de ATP y homeostasis del calcio

 Alteraciones de la funcionalidad celular (ejm: proliferacion, autofagocitosis de orga-
nulos intracelulares irregulares)

Muerte celular por apoptosis v activacion de caspasas

o Alteraciones de la permeabilidad mitocondrial, liberacién del citocromo c¢ y frag-
mentacién y abultamiento de las mitocondrias

» Disgregacién del citoesqueleto y digitaciones de la membrana plasmética

e Alteraciones de la homeostasis energética mitocondrial

» Fragmentacion de DNA por endonucleasas y condensacion de la cromatina
» Localizacion de fosfatidilserinas en la superficie celular

Muerte celular por necrosis

» Actividad mitocondrial reducida
e Abultamiento de las células y de los orgdnulos subcelulares

 Lisis celular con liberacién de enzimas intracelulares (ejm: lactato deshidrogenasa
(LDH))

timo, incluso con mayor eficiencia que el higado. Asi mismo, sintetizan y se-
cretan proteinas plasmadticas también en cultivo (albumina, fibronectina, fibri-
négeno, a,-glicoproteina 4cida, etc). Ademds los hepatocitos en cultivo mantie-
nen la expresion de los enzimas involucrados en el metabolismo de farmacos
(citocromo P450 y enzimas de conjugacién, principalmente glucuronil transfe-
rasa y glutation transferasa), aunque su capacidad metabdlica disminuye con el
tiempo en cultivo.

Ademds de la relevancia de utilizar el modelo celular adecuado, que
nos permita predecir la toxicidad de un farmaco, hemos de considerar un
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nuevo reto, que consiste en averiguar cual es el mecanismo implicado en
este proceso. Se han descrito diferentes mecanismos (Tabla 1) capaces de
generar dafo hepatico (8, 13), pero ;como determinar cual de ellos estd im-
plicado?. Una aproximacién légica, es; por un lado, testar en paralelo un
conjunto de paradmetros que indiquen cual es el mecanismo de accién del
farmaco o metabolito que produce las alteraciones y por otro lado, com-
probar si la célula se ve afectada a nivel de la membrana plasmatica o de
sus estructuras subcelulares. De la bateria de ensayos que se realizan in vi-
tro con esta finalidad, algunos tienen una mejor prediccién que otros. Asi,
aquellos que controlan puntos tardios en el proceso de dafo celular, como
por ejemplo, la liberaciéon de enzimas citoplasmaéticos, rotura celular, digi-
taciones de la membrana plasmatica, degradacién de ADN o condensacion
nuclear, son ensayos con baja sensibilidad ya que todos ellos estdn asocia-
do a un efecto letal apoptético o necrético tardio (14). En cambio, aquellos
ensayos que detectan cambios iniciales del proceso citotéxico tienen un ma-
yor poder de prediccién y generan resultados que son extrapolables entre
distintas especies. A lo largo del tiempo, numerosos investigadores han uti-
lizado distintos ensayos encaminados a valorar los mecanismos pre-letales
involucrados en la toxicidad potencial de un farmaco. La formacién de in-
termediarios reactivos, la funcionalidad mitocondrial, el estrés oxidativo, la
homeostasis del calcio, o la unién a macromoléculas son algunos de estos
indicadores mds empleados. Todos estos ensayos tienen la ventaja adicio-
nal de que nos permiten trabajar con concentraciones del firmaco préximas
a la concentracion terapéutica.

En este capitulo revisamos algunas de estas herramientas utilizadas para
evaluar la accién de nuevos farmacos sobre las funciones hepaticas basicas.

3. ALTERACIONES A NIVEL CITOPLASMATICO

Algunos farmacos son electréfilos por naturaleza y otros son bioactivados
en el higado a metabolitos altamente reactivos, en algunos casos mucho mas t6-
xicos que los compuestos padre. Ambos casos son la clave y el proceso inicial
de muchos fendmenos téxicos. Para minimizar estos efectos adversos los hepa-
tocitos presentan mecanismos efectivos de defensa de modo que es en ultima
instancia el balance entre estos mecanismos de bioactivacién, detoxificacién y
defensa/reparacion lo que determina que el compuesto tenga o no un efecto t6-
xico (15).
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La esteatosis, la colestasis o la fosfolipidosis son claros ejemplos de hepa-
totoxicidad inducida por farmacos. La accién de compuestos como la aspirina,
tetraciclina, amiodarona, acido valprdico o agentes antivirales causan la estea-
tosis o acumulacién de acidos grasos de cadena larga en el citoplasma, inhi-
biendo el proceso de (3-oxidacién que tiene lugar en la mitocondria (16, 17).
Ademas de este mecanismo de accion, estos farmacos también actian blo-
queando el transporte de electrones de la cadena respiratoria, lo que produce la
formacion de especies reactivas de oxigeno que reaccionan con los lipidos acu-
mulados dando lugar a su peroxidacién (18).

La alteracién en la sintesis de dcidos biliares y/o de su flujo resulta en el
sindrome cominmente conocido como colestasis. El espectro de farmacos in-
ductores de esta alteracion incluye estrogenos, esteroides anabdlicos, clorpro-
mazina, eritromicina, oxipenicilinas, terfenadina, ibuprofeno, etc (19). La se-
crecion de la bilis es dependiente de la funcién de proteinas transportadoras
especificas localizadas en las membranas basolaterales y canaliculares de los he-
patocitos por lo que la inhibicién de la actividad de estas proteinas es de espe-
rar que pueda tener consecuencias toxicas (20, 21). Cuando la concentracién de
dcidos biliares excede la capacidad de unién a proteinas transportadoras se ini-
cia un proceso apoptético y necrético resultado del dafio ocasionado a nivel mi-
tocondrial (22). No solo la mitocondria juega un papel clave en la toxicidad de
los 4cidos biliares sino que en el caso de la colestasis inducida por farmacos,
diversos pardmetros relacionados con el estado oxidativo se encontraron altera-
dos, ejm: formacion de radicales libres, peroxidacion lipidica y niveles de glu-
tation (23)

La fosfolipidosis se define como un exceso de fosfolipidos en las células.
Farmacos catiénicos anfifilicos como la amiodarona y la desipramina son ca-
paces de inducir este fenémeno in vivo (24, 25). Si bien, la acumulacién de fos-
folipidos no es per se téxica, si que lo es el hecho de que favorece el acimulo
del farmaco o de su metabolitos en la célula.

Los farmacos ademads de alterar mecanismos relacionados con el estado oxi-
dativo de la célula, también pueden actuar sobre algunas de las funciones mas
caracteristicas de los hepatocitos, como; la sintesis de proteinas plasmaticas y
el metabolismo de carbohidratos. La exposicién a fairmacos antiinflamatorios
(benorilato, butibufeno, ibuprofeno o flurbiprofeno) utilizados en el tratamien-
to de enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, osteoartritis, ten-
dinitis, etc, a cultivos primarios de hepatocitos, resulta en una disminucién de
la sintesis de albiumina y de la gluconeogénesis, ademds de en un acimulo neto
de glucégeno (26, 27).
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3.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se origina por compuestos capaces de sufrir repetidos ci-
clos de oxidacion-reduccion en el interior de la célula. El metabolismo hepati-
co de xenobidticos incluye, fundamentalmente, dos tipos de reacciones (11, 15):

1. Las catalizadas por el sistema enzimdtico de monooxigenasas depen-
dientes del citocromo P450, que modifican los compuestos lipofilicos
por oxidacién y/o reduccién, proporcionando grupos polares.

2. Las de conjugacion que unen moléculas polares (dcido glucurénico,
grupos sulfato, glutation, etc.) para lograr compuestos mas hidrosolu-
bles, facilmente excretables.

El primer tipo de reacciones produce, de forma fisioldgica, especies oxi-
dantes como consecuencia de pequeiios desacoplamientos en los procesos oxi-
dativos. Estos agentes oxidantes son muchos y variados pero por su importan-
cia destaca el anidn-radical superéxido (O,), que mediante reacciones
espontaneas o catalizadas por metales (Fe o Cu), genera otros compuestos mas
reactivos y con mayor potencial toxicolégico. Para hacer frente a estas molécu-
las reactivas, la célula estd dotada de un sistema de enzimas y agentes reducto-
res que evitan el dafo celular. Cuando los procesos pro-oxidativos y anti-oxi-
dativos se encuentran compensados, la célula no se ve afectada, pero si debido
a la presencia de un farmaco se produce un exceso de especies reactivas de oxi-
geno, aparece el llamado estrés oxidativo y en dltimo término la muerte celu-
lar. Las consecuencias mds inmediatas asociadas al estrés oxidativo son la pe-
roxidacion lipidica y cambios en el estado de oxidacién de los grupos tiol de
las proteinas (28, 29).

De entre las técnicas utilizadas para cuantificar el estrés oxidativo, existe un
método fiable, eficiente y que ademas permite el cribado de un gran niimero de
compuestos. Esta técnica utiliza como marcador la 5-clorometil-2’,7’-diclorodihi-
drofluorescina (DCFH-DA). Debido a su caricter apolar y a su estructura no io-
nica, DCFH-DA se difunde bien a través de la membrana plasmatica. Una vez en
el interior del citoplasma es hidrolizada por las esterasas de la célula a dicloro-
fluorescina (DCFH), y en presencia de especies reactivas de oxigeno a su forma
fluorescente (DCF), que puede cuantificarse en un fluorimetro (30-32). Este mé-
todo, no sélo permite determinar la potencia prooxidante de un fairmaco sino tam-
bién evaluar la eficacia de un agente antioxidante para combatir el estrés oxidati-
vo que sufren las células. A peticién de una compaiiia farmacéutica, realizamos
un estudio tipo en el que determinamos el potencial antioxidante de un grupo de
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Ficura 2. Valoracion del estrés oxidativo en hepatocitos tratados con antioxidantes potenciales.
Hepatocitos de rata en cultivo se preincubaron conjuntamente con la sonda 5-clorometil-2’,7’ -
diclorodihidrofluorescina (DCFH-DA) y con los farmacos ADV0123, ADV0124, ADV0I125 y
ADV0126, a distintas concentraciones (C,-C,). Finalizado el tiempo de preincubacion las célu-
las recibieron un estimulo oxidativo (t-butilhidroperoxido 250 (uM) en presencia de los com-
puestos y la fluorescencia emitida se leyo a intervalos de 30 min durante 2 horas a 485 nm (ex-
citacion) y 527 nm (emision).

Células no tratadas se utilizaron como controles negativos de oxidacion

Células tratadas con el estimulo oxidativo, en ausencia de los compuestos, se corresponden con
el 100% de formacion de radicales libres.

4 farmacos pertenecientes a la misma familia (ADV0123, ADV0124, ADV0125
y ADV0126). Para ello, hepatocitos de rata sembrados en placas de 96 pocillos
se preincubaron conjuntamente con la sonda DCFH-DA y con los compuestos a
testar, a distintas concentraciones (C,-C,) y durante un corto periodo de tiempo.
El objetivo de preincubar las células también con los farmacos fue el de preparar
a la célula al estimulo oxidativo (z-butilhidroperéxido) al que seria sometida pos-
teriormente. Finalizado el periodo de preincubacion, las células fueron expuestas
a la accién del #-butilhidroperdxido, en presencia de los farmacos, y se procedié
inmediatamente a leer la fluorescencia emitida (t,) a 485 nm (excitacién) y 527
nm (emisién). Finalmente, las células se incubaron a 37°C y la fluorescencia se
ley6 cada 30 min durante un periodo de 2 h. Como control positivo del ensayo se
utilizaron células tratadas con quercetina, un flavonoide con conocida actividad
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antioxidante (33). La cuantificacidn se expreso en % radicales libres con respec-
to al control (células inducidas con el estimulo oxidativo en ausencia de com-
puestos). Tal como muestra la figura 2 la capacidad antioxidante de cada uno de
los farmacos resulté dosis-dependiente y ademds comparable entre ellos. Asi mis-
mo, una administracion de los farmacos, a la concentracion més elevada (C,), con-
siguié bloquear completamente la formacién de radicales libres.

3.2. Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica es uno de los procesos mds frecuentemente impli-
cados en la hepatotoxicidad provocada por farmacos. Se trata de una reaccioén
radicalaria que conduce a la degradacién oxidativa de los lipidos de la mem-
brana celular (triglicéridos, fosfolipidos, 4cidos grasos insaturados, colesterol,
etc). La oxidacion de los lipidos da lugar a la formacioén de un gran niimero de
productos de degradacién (hidroperéxidos, aldehidos, incluyendo malondialde-
hido, cetonas, etc) (34). La primera consecuencia de este proceso es la profun-
da alteracion de las propiedades fisicoquimicas de las membranas (fluidez) y en
consecuencia, de la funcionalidad de los enzimas alli ubicados.

Una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para detectar la peroxida-
cidn lipidica es la cuantificacién del malondialdehido (MDA), uno de los pro-
ductos finales de la accién de los radicales libres sobre los lipidos. Existen dis-
tintos métodos para su cuantificacion. Los mds sensibles y especificos son los
directos y cromatograficos que, sin embargo, presentan grandes dificultades téc-
nicas (35). Los métodos derivativos o indirectos se basan en la gran capacidad
del MDA de reaccionar con otras moléculas, dando lugar a compuestos secun-
darios con alguna caracteristica especial (fluorescencia, volatilidad, color, etc)
que permite cuantificar. El mas utilizado de los métodos derivativos es el
TBARS, reaccién del MDA con dcido tiobarbitirico (TBA), y medicién por fluo-
rimetria aunque presenta como inconveniente la capacidad del TBA de reaccio-
nar con otros compuestos distintos del MDA, lo que disminuye su especificidad
(36). A pesar de todo es una técnica ampliamente utilizada por su simplicidad
y facil manejo.

Siguiendo con el ejemplo de estudio tipo descrito en el apartado 3.1, don-
de se demostraba el potencial antioxidante de un grupo de farmacos, se plante6
estudiar si esta reduccion en la formacion de radicales libres correlacionaba con
una disminucién en la formacién de hidroperéxidos, ya que como se ha men-
cionado anteriormente, la peroxidacién lipidica es una consecuencia inmediata
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Ficura 3. Cuantificacion de malondialdehido (MDA) en hepatocitos tratados con los farmacos
ADVO0123, ADV0124, ADV0125 y ADV0126.

Hepatocitos de rata en cultivo, se preincubaron con 4 farmacos de una misma familia (ADV0123,
ADV0124, ADV0125 y ADV0126), a distintas concentraciones (C, a C,). Finalizado el tiempo de
preincubacion, las células recibieron un estimulo oxidativo (t-butilhidroperoxido 250 (uM) en pre-
sencia de los compuestos. El MDA liberado al medio de cultivo se cuantificé mediante la reaccion
con el dcido tiobarbitiirico (TBA) y la extraccion con butanol de sus derivados fluorescentes.
Células no tratadas se utilizaron como controles negativos de peroxidacion

Células tratadas con el estimulo oxidativo, en ausencia de los compuestos, se correspondieron con
el 100% de formacion de MDA.

del estrés oxidativo. Para ello, hepatocitos sembrados en placas de 24 pocillos
se preincubaron durante 24 horas con los distintos firmacos a las mismas con-
centraciones (C,-C,) descritas en el apartado 3.1, periodo tras el cual se admi-
nistré el agente oxidante (#-butilhidroperéxido) en presencia de los compuestos.
Tras un tiempo de exposicién de 24 horas se recogieron los medios condicio-
nados y se centrifugaron para eliminar los posibles restos celulares. Posterior-
mente, se incubaron los sobrenadantes a 100.°C durante 60 min con un tampdn
que contenia SDS al 7%, HCI 0.1N, 4cido fosfotingstico al 1% y acido tiobar-
bitarico al 0.67%. Finalmente, las muestras se sometieron a extraccion con bu-
tanol y tras su centrifugacion se ley6 la fase orgdnica (superior) a 530 nm (ex-
citaciéon) y 595 nm (emisién) lo que determind la formacién de MDA en las
distintas condiciones experimentales. Los valores de las muestras se interpola-
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ron en una curva de calibrado de MDA. Las células no tratadas se utilizaron
como controles negativos de peroxidacion lipidica, siendo las células que reci-
bieron el estimulo oxidativo en ausencia de los compuestos, los controles posi-
tivos de formacion de hidroperéxidos.

Tal como muestra la fig 3 la formacién de MDA se vio disminuida de for-
ma dosis dependiente en aquellas células tratadas con los compuestos proble-
ma. Estos datos correlacionaban con los obtenidos en el apartado 3.1 (figura 2),
y al igual que sucedié en la valoracion del estrés oxidativo, no se produjo la
formacion de MDA en aquellas células incubadas con la concentracion mas ele-
vada de los compuestos (C,), lo que ratifica el efecto hepatoprotector de los fér-
macos testados.

3.3. Glutation

El glutation celular (GSH) es un tripéptido (y-glutamil-cisteinil-glicina) de
elevada nucleofilia que protege a las células del dafno producido por radicales
libres, agentes oxidantes, etc (28, 37, 38). Fundamentalmente, los mecanismos
de defensa enddgenos de la célula que involucran a este tripéptido son: 1) la re-
accion catalizada por el enzima glutation peroxidasa, donde el glutation actda a
expensas de pasar a su forma oxidada (GSSG), como cofactor para eliminar los
hidroperdxidos formados durante el proceso oxidativo en la célula, 2) la conju-
gacién e inactivacién de los metabolitos reactivos producidos durante las oxi-
daciones dependientes de las monooxigenasas del citocromo P450 por la accién
de la glutation-S-transferasa (28, 39-41).

En ambos procesos existe una depleciéon de GSH por lo que para evitar que
esto ocurra bien se activa la sintesis de novo de glutation, bien se convierte
GSSG en GSH, a expensas del consumo de NADPH. El enzima que cataliza
esta reaccion es la glutation reductasa, el cual por saturacion genera un acumu-
lo de GSSG. Para evitar que éste sea toxico para la célula, el GSSG es expul-
sado al exterior perdiéndose de forma irreversible (28, 40)

Mientras se mantenga el equilibrio GSH/GSSG el estado redox de la cé-
lula es 6ptimo. Si por el contrario se produce inhibicién de la sintesis de glu-
tation (firmacos que actian como inhibidores especificos) (42, 43) o un con-
sumo excesivo (estrés oxidativo) (44, 45) se produce una disminucién
importante de la forma reducida lo que provoca la oxidacién de los grupos tiol
de las proteinas. Estos grupos estan con frecuencia presentes en el centro ca-
talitico de los enzimas, y contribuyen a la estructura terciaria y cuaternaria de
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Ficura 4.  Determinacion de los niveles de glutation reducido (GSH) en hepatocitos tratados con
los farmacos ADV0123, ADV0124, ADV0125 y ADV0126.

Cultivos primarios de hepatocitos de rata, se preincubaron con los farmacos ADV0123, ADV0124,
ADVO0125 y ADV0126, a las concentraciones C,, C,, C; y C,. Finalizado el tiempo de preincu-
bacion, las células recibieron un estimulo oxidativo (t-butilhidroperéxido 250 (uM) en presencia
de los compuestos. Los niveles de GSH en cada una de las condiciones experimentales se cuan-
tificaron de acuerdo a la reaccion GSSG-reductasa-DNTB.

Células no tratadas determinaron los niveles de GSH en condiciones basales

Células tratadas con el estimulo oxidativo, en ausencia de los compuestos, se correspondieron
con el 100% de los niveles de GSH.

las proteinas, por lo que su oxidacion suele ser causa de su disfuncién o in-
activacién, causando un progresivo e irreversible deterioro de las estructuras
celulares (46). Dado que la deplecién de la forma reducida del glutation (GSH)
es un importante marcador de hepatotoxicidad se sobreentiende que su valo-
racion sea un indicador importante en los estudios de toxicidad celular. En los
apartados 3.1 y 3.2 hemos podido comprobar el potencial antioxidante de un
grupo de farmacos por su capacidad de proteger a las células del estrés oxi-
dativo y de la peroxidacién lipidica. En base a estos resultados, investigamos
también, si el efecto antioxidante de estos compuestos estaba ligado a un in-
cremento de los niveles de GSH en la célula. Aunque existen numerosos pro-
tocolos (quimicos, enzimaticos, cromatograficos, etc) para cuantificar la for-
ma oxidada y reducida del glutation (47-50) el método basado en la
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GSSG-reductasa-DNTB es considerado un ensayo rapido, fiable y especifico
para su cuantificacién (37,51, 52). Para ello, hepatocitos sembrados en placas
de 24 pocillos se preincubaron durante 24 horas con los distintos farmacos a
las mismas concentraciones (C,-C,) empleadas en los ensayos anteriores, pe-
riodo tras el cual se administré el agente oxidante (z-butilhidroperéxido) en
presencia de los compuestos. A las 24 horas de incubacién se eliminaron los
medios y tras el lavado de las monocapas con PBS se lisaron las células con
HCI1 10mM. Las muestras desproteinizadas con acido sulfosalicilico (SSA) al
6.5% se centrifugaron y los sobrenadantes se incubarén con tampdn fosfato
pH 7,4 que contenia 0,73 mM DTNB, 0,24 mM NADPH, 0,09% SSA y 1,2
Ul/ml de GSSG reductasa. La cinética de la reaccion enzimatica se ley6 du-
rante 2 min a 415 nm. Los valores de las muestras se interpolaron en una cur-
va de calibrado de GSH. Las células no tratadas se utilizaron para determinar
los niveles basales de GSH y las tratadas con ¢-butilhidroperéxido, en ausen-
cia de los compuestos, indicaron los niveles de GSH que alcanzan las células
en presencia de un agente oxidante.

En la figura 4 se muestra un incremento de GSH con concentraciones cre-
cientes de los farmacos. De las concentraciones testadas, la mas elevada, incre-
menta los niveles de GSH en casi 2,5 veces los niveles alcanzados por las cé-
lulas no tratadas.

3.4. Homeostasis del Ca** intracelular

Se ha caracterizado de forma exhaustiva la importancia que la homeostasis
del Ca* tiene en las células dado que actiia como regulador de muchos enzimas
y como efector de un gran nimero de hormonas y factores de crecimiento im-
plicados en una amplia variedad de procesos fisioldgicos (53).

La concentracién de Ca** intracelular es aproximadamente 10° M en el es-
pacio extracelular, mientras que en el interior de la células es de 10.000 a
100.000 veces inferior. Esta diferencia de concentraciones comporta un flujo pa-
sivo de Ca®* del exterior al espacio intracelular, que se equilibra mediante un
proceso activo de extrusion liderado por bombas dependientes de ATP y por
bombas acopladas a la entrada de Na* (bombas antiport), situadas ambas, en la
membrana plasmatica (54-57). Los niveles de Ca** intracelular no solo se man-
tienen mediante el intercambio entre el espacio extracelular y el interior de la
célula, a través de la membrana plasmatica, sino que también participan orga-
nulos subcelulares como las mitocondrias o el reticulo endoplasmético. La in-
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ternalizaciéon de Ca® en estos organulo estd mediada por bombas dependientes
de ATP y en el caso de la mitocondria participa, ademads, una proteina especifi-
ca transportadora de Ca** (28, 55, 58). La alteracién de este equilibrio, no siem-
pre estd asociada a un efecto citotéxico sino que puede ir asociada a la fisiolo-
gia de la propia célula. Un ejemplo de ello, son las células somatotrépicas de
la adenohipdfisis, donde las oscilaciones de Ca®* intracelular correlacionan con
un incremento en la liberacién de la hormona del crecimiento (59) o la secre-
cién de enzimas proteoliticos por las células pancredticas acinares (60, 61). Pero
a pesar de las numerosas funciones celulares en las que se encuentra implica-
do, el Ca® también estd ligado a los mecanismos de hepatotoxicidad de innu-
merables farmacos. La inactivacién de enzimas dependientes de Ca®*, como las
fosfolipasas, proteasas no lisosomales y endonucleasas causan dafios irreversi-
bles a la estructura o funcionalidad celular. (62-64). En algunos de estos proce-
sos hepatotéxicos no es la pérdida de la homeostasis del Ca** el desencadenan-
te de la hepatotoxicidad sino una consecuencia del mecanismo inicial, la
identificacion del cual es a veces controvertida. Asi, Comporti y cols (65) ob-
servaron que la exposicion de hepatocitos a bromobenceno y acetaminofeno pro-
ducia una disminucién de los niveles de GSH. Esto resultaba en la formacién
de grupos SH libres, que afectaban el mecanismo catalitico de las Ca**-ATPa-
sas e indirectamente ocasionaba una deplecién en los niveles de Ca**. Por el
contrario Masubuchi y cols (66) apuntaban al estrés oxidativo y a una dismi-
nucion de los niveles de ATP para explicar el mecanismo de accién del aceta-
minofeno.

Otro ejemplo de la alteracion de los niveles de Ca** como un efecto tar-
dio de la hepatotoxicidad inducida por farmacos, es el del diclofenaco. Este
compuesto se administra como antiinflamatorio y en multiples casos se ha
reportado su cardcter hepatico adverso. Nuestro laboratorio se planted iden-
tificar cual era el mecanismo de accién implicado en el proceso hepatotoxi-
co del diclofenaco. Para ello, cultivos primarios de hepatocitos se expusie-
ron a una concentracion subletal del farmaco. Finalizada la exposicion se
estimaron diversos parametros bioquimicos para determinar cual/es de ellos
actuaban en los estadios tempranos de toxicidad. Uno de los pardmetros
cuantificados fue el nivel de Ca* intracelular mediante la sonda fluorescen-
te Fluo-3 (63, 68). Las células previamente tratadas con diclofenaco se in-
cubaron conjuntamente con Fluo-3 y con el detergente F-127 que media su
internalizaciéon. Una vez en el citoplasma, Fluo-3 es hidrolizado por las es-
terasas celulares dando lugar a la forma acidica capaz de unir Ca*". La fluo-
rescencia total (F) se cuantificé a 485 nm (excitacién) y 530 nm (emision),
tras el lavado de las monocapas con tampon Krebs-Ringer/BSA al 1%. Pos-
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teriormente, las células se lisaron con digitonina en un medio que contenia
CaCl, 2mM vy se midié nuevamente la fluorescencia (Fmax). Una dltima lec-
tura (Fmin) se realizo tras afiadir al medio EGTA, un quelante del Ca®* li-
bre. Los niveles de Ca* intracelular fueron el resultado de aplicar la siguiente
ecuacion:

(Ca*)i = Kd x (F-Fmin)/ (Fmax-F), siendo Kd = 400 nM para los complejos
Fluo3- Ca*

Tal como muestra la figura 5, no se incrementaron los niveles de Ca**

después de exponer las células al diclofenaco durante periodos cortos de
tiempo. Solo tiempos largos de exposicioén al farmaco fueron capaces de in-
crementar la concentraciéon de Ca*'intracelular. Esto ocurria, simultidnea-
mente, con la liberacion de enzimas citoplasmaticos, un marcador indiscuti-
ble de un efecto téxico tardio. Por el contrario, el tratamiento de hepatocitos
con ¢-butilhidroperéxido si produjo cambios tempranos en los niveles de Ca**
intracelular, tal como muestra la figura y de acuerdo a lo descrito en la li-
teratura (68).

—o— t-BH 250 uM--e— Diclofenaco 500 uM
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FIGURA 5. Efecto del diclofenaco sobre los niveles de Ca** intracelular.
La concentracion del calcio intracelular se midié fluorimétricamente a periodos de tiempo
regulares en hepatocitos de rata incubados con diclofenac o t-butilhidroperoéxido (t-BH).
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3.5. Proteinas plasmaticas

Los hepatocitos en cultivo retienen su capacidad de sintetizar y secretar protei-
nas plasmaticas al medio de cultivo, como por ejemplo, o, -antitripsina, o.,-antiqui-
motripsina, o,-macroglobulina, fibronectina, fibrinégeno, albiimina, etc (15). Estas
proteinas se producen en cantidades importantes, y en el caso de la albimina, su
produccién es comparable a la del higado humano (69). La tasa de sintesis de las
proteinas plasmaticas se ve alterada en procesos fisioldgicos como la regeneracion
hepitica (70, 71) o la inflamacién (72-74), y modificada por la accién de farmacos
(hepatotoxicidad) (75, 76) e incluso durante el proceso de optimizacién de modelos
celulares en cultivo (77, 78). Esto motiva que la cuantificacion de las sintesis de
las proteinas plasmatica se emplee como un indicador de la respuesta celular ante
las causas referenciadas. Un ejemplo de la accion de los farmacos sobre la sinte-
sis de las proteinas plasmaticas es el de un grupo de farmacos administrados en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas: ibuprofeno, butibufeno y flur-
biprofeno (27). Este estudio realizado en nuestro laboratorio, utilizé la valoracién
de la sintesis de albiimina como un marcador del potencial efecto adverso de estos
farmacos en el higado. Para ello, cultivos primarios de hepatocitos se incubaron en
ausencia o en presencia de concentraciones crecientes de estos farmacos a distintos
tiempos. La velocidad de la sintesis de albimina para cada condicién experimen-
tal se cuantificé mediante un ELISA indirecto competitivo desarrollado en nuestro
laboratorio. Tal como muestra la figura 6, solo el butibufeno disminuyé significa-
tivamente la produccién de albimina, a concentraciones terapéuticas.

—0— No tratadas —e— |buprofeno 2x10“M

—a— Flurbiprofeno 10“M  —a— Butibufeno 4x10“M

5.
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Ficura 6. Sintesis y secreciéon de albiimina en hepatocitos tratados con ibuprofeno,
flurbiprofeno y butibufeno. Hepatocitos en cultivo fueron tratados durante 6 horas con ibuprofe-
no 2x10°M , flurbiprofeno 10*M y butibufeno 4x10*M (2x la concentracién terapéutica de los
farmacos). Finalizada la incubacion se determiné la velocidad de la sintesis de albiimina para
cada condicion experimental mediante un ELISA indirecto competitivo.
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3.6. Metabolismo de carbohidratos

El higado juega un papel muy importante en el mantenimiento de la ho-
meostasis de la glucosa en sangre, siendo el almacenamiento de glucosa en
forma de glucdgeno una de sus funciones principales. Esta funcién se man-
tiene, en hepatocitos en cultivo, motivo por el cual se los considera un buen
modelo celular para estudiar las alteraciones que sufre el metabolismo de
carbohidratos (15). Se ha descrito que el contenido de glucégeno intracelu-
lar en hepatocitos humanos es muy comparable al descrito in vivo en el hi-
gado humano alimentado (1980 nmoles glucosa/mg proteina) (15, 79). La
movilizacién del glucégeno almacenado en hepatocitos humanos no se rea-
liza espontaneamente sino que es necesaria la accidn del glucagén para que
esto ocurra. Del mismo modo, la recarga de las reservas de glucégeno tam-
bién necesita de la acciéon de una hormona, la insulina. Ademas de su capa-
cidad de almacenar y movilizar glucégeno los hepatocitos en cultivo tam-
bién sintetizan glucosa a partir de sustratos gluconeogénicos, siendo su
capacidad de hidrolizar glucosa superior a la estimada para el higado hu-
mano in vivo.

Son diversas las causas que pueden alterar la homeostasis de la glucosa en
humanos. Ademds de un grupo de enfermedades conocidas como la Diabetes
Mellitus (80), existen otros factores o agentes capaces de interferir en este equi-
librio. Un ejemplo de ello son los compuestos quimicos o farmacéuticos. La li-
teratura ha descrito numerosos casos en los que se correlaciona la administra-
cion de compuestos con el sindrome metabdlico, es decir con alteraciones en la
homeostasis de la glucosa, la hipertrigliceridemia, el colesterol, etc (81, 82). Asi
mismo, se han descrito efectos colaterales que ocurren sobre el metabolismo de
carbohidratos en pacientes tratados con farmacos antipsicéticos (83). Otros far-
macos que también provocan este tipo de alteraciones son los analgésicos an-
tiinflamatorios no esteroideos (AAINES) siendo algunos de los mds conocidos
el paracetamol, la aspirina, el naproxeno, el diclofenaco, el ibuprofeno o el bu-
tibufeno (84-86).

Las compaiias farmacéuticas emplean enormes esfuerzos en identificar
farmacos capaces de bloquear estos efectos adversos, que como hemos des-
crito, se producen por causas endogenas o inducidas. A continuacién se des-
cribe un estudio realizado en nuestro laboratorio, a peticion de una compaifiia
especializada en el desarrollo de antidiabéticos, en el que se demuestra como
la accién del farmaco ADV0077 disminuye los niveles de glucosa favoreciendo
el almacenamiento de glucégeno y la glucdlisis. Para ello, hepatocitos huma-
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Ficura 7. Valoracion del efecto del compuesto ADVOO77 sobre la glucdlisis y la sintesis de glucogeno.
Hepatocitos humanos en cultivo, no deplecionados con glucagon, se incubaron con concentraciones cre-
cientes (C,-C;) del farmaco ADVO077 durante 4 h. Finalizado el tiempo de incubacion se cuantifico el
glucogeno intracelular (Panel A) y la produccion de lactato (Panel B), mediante la reaccion de la glu-
cosa oxidasa y el método de conversion de lactato a piruvato por el enzima lactato deshidrogenasa,
respectivamente.

Células no tratadas se utilizaron para determinar el glucégeno y el lactato basal.

Células tratadas con Insulina/Dexametasona se corresponden con los niveles de glucogeno
y lactato inducido.

nos no deplecionados con glucagén, se incubaron con concentraciones cre-
cientes del fairmaco ADV0077, en ausencia de insulina y dexametasona. Tras
un corto periodo de exposicion, se valoré el glucégeno almacenado en las cé-
lulas y la liberacién de lactato al medio de cultivo. Se utilizaron como con-
troles, células no tratadas o tratadas conjuntamente con insulina/dexametaso-
na. El contenido de glucdgeno se determind mediante la reaccion colorimétrica
de la glucosa oxidasa previa hidrdlisis con amiloglucosidasa. La producciéon
de lactato se cuantific6 de acuerdo al método descrito por Gutmann y Wahle-
feld (87) basado en la conversioén de lactato a piruvato por el enzima lactato
deshidrogenasa.

La figura 7; Panel A, demuestra que existi6 una respuesta dosis dependiente
del farmaco relativa al incremento en el almacenamiento de glucégeno. De he-
cho esta respuesta duplicd, a la concentracién mds elevada, el efecto sinérgico
que sobre el glucégeno producen la insulina y la dexametasona (88). La pro-
duccién de lactato (figura 7; Panel B) correlacion6 con los datos anteriores, aun-
que aqui el lactato liberado a concentraciones bajas del fairmaco fue compara-
bles a las obtenidas en células tratadas con insulina/dexametasona. Sélo las dos
concentraciones més elevadas incrementaron la glucélisis que se produjo en el
control positivo.
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4. ALTERACIONES A NIVEL MITOCONDRIAL

En células eucariotas diferenciadas, las mitocondrias son los organulos celula-
res encargados de suministrar la mayor parte de la energia necesaria para la activi-
dad celular, actian por tanto, como centrales energéticas. Gran parte de la energia
quimica se genera en forma de ATP a expensas de carburantes metabdlicos (gluco-
sa, acidos grasos y proteinas). Segun la teoria quimiosmoética de Mitchell, los pro-
tones (HY) son bombeados de la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembra-
na, a medida que los electrones se mueven a través de la cadena transportadora,
localizada en la membrana mitocondrial interna. Cada par de electrones cruza la
membrana tres veces, transportando en cada una de ellas dos protones hacia el es-
pacio intermembrana. Se genera de este modo un gradiente de protones (provoca
diferencia de pH) y una diferencia de potencial eléctrico (PMM), efectos que origi-
nan un movimiento inverso de protones hacia la matriz mitocondrial. Este retorno
de protones tiene lugar a través de canales de difusion formados por la ATPasa (ATP
sintetasa). A medida que los protones pasan a través de la ATP sintetasa, la energia
libre liberada potencia la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato (Pi).

Una disfuncién en la producciéon de ATP causa la alteracion de las funcio-
nes celulares dependientes de energia y por tanto puede originar la muerte ce-
lular (89, 90). Se han descrito diferentes situaciones que pueden conducir a un
deterioro de la funcion mitocondrial (91), como son; la dieta o enfermedad, al-
teraciones genéticas, o la induccién quimica (firmacos). Estas situaciones des-
encadenan la disfuncién fundamentalmente por tres procesos, 1) por la pérdida
de la produccién de ATP, 2) por la alteracion del potencial de membrana (PMM)
y la estabilidad osmédtica, 3) por la pérdida de la transferencia electrénica y del
consumo de oxigeno. A lo largo del tiempo, se han descrito un gran nimero de
interacciones especificas entre agentes quimicos (incluidos los fairmacos) y la
mitocondria. Algunos ejemplos incluyen compuestos que pueden actuar como
sustratos suicidas (oligomicinas), como inhibidores de algunos enzimas mito-
condriales (piericidina A), como ionéforos, o desacopladores (gramicidina) o
aquellos que interaccionan directamente con proteinas transportadoras (91).

4.1. Medidas del Potencial de Membrana Mitocondrial y Niveles de ATP
como Indicadores de Toxicidad

La utilizacién de hepatocitos en cultivo primario ha demostrado ser un sis-
tema modelo in vitro adecuado para el estudio de los mecanismos de hepatoto-
xicidad, que generan tanto algunos farmacos como sus metabolitos (63). Den-
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tro del hepatocito, la mitocondria es con frecuencia una diana de éstos, lo que
provoca una alteracion de la funcién mitocondrial. El efecto inmediato de esta
accion es un desequilibrio del balance energético de las células, lo que consti-
tuye un fenémeno clave en el inicio de la necrosis hepdtica. Se puede estable-
cer una relacién entre la integridad mitocondrial, por tanto la funcionalidad ce-
lular, y parametros adecuados como son el PMM vy los niveles de ATP (92). A
continuacion se explica de un modo general como llevar a cabo la valoracién
de ATP y PMM, en cultivos primarios de hepatocitos, como indicadores de dis-
funcién mitocondrial (93).

Medida de los Niveles de ATP

Los niveles de ATP producidos por la mitocondria se miden después de ex-
poner los hepatocitos a distintas concentraciones de un fairmaco durante uno o
varios periodos de tiempo. Las incubaciones se llevan a cabo en Hepes salino
que contiene glucosa como unica fuente de energia. Finalizada la exposicion,
las monocapas de hepatocitos son homogeneizadas con 4cido percldrico (extrae
el ATP), y tras su neutralizacién con KOH se centrifugan, para recuperar los so-
brenadantes. El contenido en ATP se mide con un luminémetro utilizando el sis-
tema enzima/sustrato (luciferasa/ luciferina). Este sistema se basa en una reac-
cién quimica que necesita la concurrencia de cuatro elementos que son; oxigeno,
luciferina; luciferasa y ATP. El mecanismo de reaccion es el siguiente, el oxi-
geno oxida la luciferina, la luciferasa acelera la reaccién y el ATP proporciona
la energia para que esta se convierta en una nueva sustancia (luciferina oxida-
da), capaz de descomponerse para volver a su estado inicial. En este dltimo pro-
ceso se libera el exceso de energia captado, esta vez, en forma de luz (94, 95).
Como control positivo se utiliza CCCP (carbonil cianida m-clorofenilhidrazona)
un desacoplador de la fosforilaciéon oxidativa y por tanto de la sintesis de ATP
que viene por esta via, pero no del ATP que viene de la glucdlisis anaerdbica
de la glucosa que se produce en el citosol. En la figura 8 se muestra un esque-
ma general del disefio experimental que se utiliza para medir los niveles de ATP
mitocondrial (97).

Potencial de Membrana Mitocondrial

El PMM se puede cuantificar indirectamente en cultivos primarios de he-
patocitos, mediante la valoracién de la distribucién de un colorante catiénico
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Ficura 8.  Esquema general para la cuantificacion de ATP en cultivo primario de hepatocitos
mediante el sistema luciferinalluciferasa.

fluorescente (rodamina-123), este fluoréforo se acumula de modo selectivo en
el interior de las mitocondrias activas, atraido por el potencial de membrana mi-
tocondrial (98-100). Después de exponer los hepatocitos a diferentes concen-
traciones de farmaco por un determinado periodo de tiempo se afiade rodami-
na-123 y se incuba durante 30 min. A continuacién, se toma una alicuota de
sobrenadante con el fin de medir la fluorescencia no capturada por las células.
Posteriormente, se lavan las células y se permeabiliza la membrana plasmaética
con digitonina/succinato, se recoge una alicuota y se mide la fluorescencia en
el citosol (F.). Por ultimo se vuelven a lavar las células y se tratan con Hepes
que contiene el detergente Triton X-100 (permeabiliza las membranas de los or-
ganulos subcelulares). La lectura de la fluorescencia de una alicuota de dicho
tampon corresponde a la fluorescencia intramitocondrial (F, ). E1 PMM se cal-
cula por medio de una aproximacion de la ecuacién de Nerst’s (1 = -59 log (F, /
F.), donde (1 representa el potencial de membrana (figura 9). Las uniones no
especificas de la rodamina 123 se determina incubando para cada experimento
células muertas en presencia del fluor6foro catiénico.

Un ejemplo tipo de estos estudios fue el llevado a cabo en nuestro labora-
torio por Bort y col. (63), donde utilizaron cultivos primarios de hepatocitos,
con el fin de estudiar los posibles mecanismos de toxicidad del diclofenaco. Para
ello tras la incubacién de los hepatocitos con el firmaco midieron los niveles
de ATP, PMM vy en paralelo, la viabilidad celular a partir de la liberacién al me-
dio del enzima lactato-deshidrogenasa (101). Los resultados obtenidos indica-
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FIGurRA 9. Esquema general para la cuantificacion del PMM en cultivo primario de hepatocitos
mediante la utilizacion de un colorante cationico fluorescente (Rodamina-123).

ron que la depleciéon de ATP y los cambios del PMM preceden al dafio irrever-
sible de la célula, ya que la variacién de ambos no correlaciona en el tiempo
con la liberacién de LDH, un pardmetro que indica muerte celular (figura 10).
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Ficura 10.  Efecto del Diclofenaco sobre la funcionalidad mitocondrial. Medida de ATP y PMM
como indicadores de disfuncion mitocondrial, en correlacién con la viabilidad celular.
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5. UNION COVALENTE DE FARMACOS A PROTEINAS Y ACIDOS
NUCLEICOS

Un tema que preocupa a la industria farmacéutica y al que cada vez dedi-
ca mds esfuerzos es al estudio de la capacidad que tienen determinados farma-
cos per se o sus metabolitos de interaccionar con las macromoléculas presentes
en su entorno (proteinas y acidos nucleicos), quizds, uniéndose a ellas. Estas
uniones pueden ser de tipo reversible (no-covalente) o irreversible (covalente),
ocasionando en el dltimo caso un efecto permanente sobre la funcionalidad de
las moléculas a las que se une, llegando incluso a conducir a la muerte celular.
A pesar de todo, la biotransformacién de un firmaco no siempre va ligada a
efectos nocivos, un ejemplo de ello es la conversién de un pro-farmaco inacti-
vo en su forma activa o la aplicacién terapéutica que tienen algunos agentes an-
titumorales, los cuales actian a través de su union covalente al ADN (102). Sin
embargo, en esta seccion revisaremos como estudiar las uniones de tipo cova-
lente como un efecto colateral no deseado (103).

Aductos farmaco-proteina

Debido a las caracteristicas quimicas de los grupos funcionales que se en-
cuentran en las proteinas, estas macromoléculas son la diana mds frecuente para
farmacos y sus metabolitos. Las reacciones mds frecuentes son con grupos -SH
de la cisteina o metionina, -NH, de la lisina o arginina, y -NH- de la histidina,
que pertenecen a las proteinas. Dependiendo del lugar donde se forme y de la
naturaleza de la especie reactiva el aducto farmaco-proteina puede encontrarse
en distintas localizaciones subcelulares. Por ejemplo, es frecuente encontrar es-
tos aductos en el reticulo endoplasmético ya que es el lugar donde se localiza
el CYP450, y por tanto donde se produce la biotransformacién de los farmacos
(104). En alguna ocasion, estos aductos han sido detectados en la membrana
plasmaética, hecho que puede ser consecuencia de una bioactivacién en la mem-
brana o debido a un transporte de esta proteina modificada a la membrana. La
formacion de aductos farmaco-proteina juega un papel importante en la funcio-
nalidad de la célula, en tanto que el firmaco o su metabolito pueden unirse a
proteinas que desempefian funciones vitales para el correcto funcionamiento ce-
lular. En este sentido, se han identificado pocas proteinas como dianas especi-
ficas de farmacos o metabolitos, las mas frecuentes, como hemos mencionado
antes, son los CYP/450 (105), aunque también se han descrito como dianas es-
pecificas otras enzimas como la Ca*>-ATPasa, carboxil esterasa, GSH transfera-
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sa, etc (106, 107). Por otro lado, se sabe que la unién farmaco-proteina, es con
frecuencia un prerrequisito en el disparo inmunolégico y puede provocar la apa-
ricién de una respuesta de tipo alérgico (108).

Aductos farmaco-dcidos nucleicos

Como se ha mencionado anteriormente los acidos nucleicos (DNA, RNA)
también constituyen una diana para firmacos y metabolitos, no en vano gran
parte de los antitumorales basan su funcionalidad terapéutica en su unién cova-
lente al ADN. Un ejemplo prototipo es la mitomicina C, compuesto que para
ser activo necesita la reduccion de sus grupos —oxo, liberando metanol y unién-
dose posteriormente al ADN. Los acidos nucleicos son moléculas susceptibles
de sufrir ataques nucleofilicos, que reaccionan con ciertos carbonos, como los
C5 y C6 de las bases, también pueden reaccionar con los grupos amino de las
bases puricas (109). La interaccién con estas macromoléculas es de gran im-
portancia ya que puede interferir en la transcripcion (expresion de genes y sin-
tesis de proteinas), en la replicacion del DNA y por tanto en el funcionamiento
celular. El dafio inmediato esta ligado a la muerte celular y a posibles efectos
carcinégenos, aunque también puede provocar efectos teratdgenos cuando los
cambios afectan a futuras generaciones celulares. En este sentido, aquellos teji-
dos que presentan una mayor relevancia son los que tienen un mayor recambio
celular, como la mucosa intestinal o la médula dsea.

5.1. Modelos experimentales para determinar la union covalente
a macromoléculas

Clasicamente, la deteccion de la union covalente de farmacos a macromolé-
culas se ha llevado a cabo por métodos radioquimicos (que implican la utiliza-
cién de farmacos marcados) o inmunoldgicos (uso de anticuerpos especificos).
Como es natural, cada método tiene sus ventajas y sus desventajas. Los métodos
radioquimicos presentan ciertas desventajas como, la dificultad en diferenciar si
quien queda unido a la macromolécula es el farmaco o el metabolito de éste, ade-
mas no aportan informacién estructural de los aductos formados. Por el contra-
rio, la desventaja fundamental de las técnicas inmunolégicas es que debido a la
especificidad de los anticuerpos, con un solo anticuerpo resulta dificil cuantifi-
car la totalidad de los aductos que pueden llegar a formarse si el firmaco se une
por distintos lugares a la macromolécula, ya que si sucediese esto el epitopo que
queda accesible al anticuerpo es diferente en cada caso (110-112).
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Monitorizacion de aductos mediante la utilizacion de farmacos marcados

El uso de farmacos marcados permite valorar en cultivos primarios de he-
patocitos la marca incorporada de forma irreversible a macromoléculas. Para
ello lo que se hace es medir la radioactividad no extraible de las células que
previamente han sido expuestas al firmaco marcado. Normalmente se utilizan
farmacos marcados con "“C o "H y con una radioactividad especifica que se en-
cuentra entre 50-100 MBgmmol™. Una vez incubadas las células con el farma-
co durante un determinado periodo de tiempo, se lavan las monocapas con PBS,
con el fin de eliminar el farmaco no unido, es decir la radiactividad libre. A con-
tinuacion, las células se rascan, se sonican, y se mide la radioactividad de una
alicuota del homogenado que corresponde con la radioactividad total unida (co-
valente y no covalente). Posteriormente se precipitan las proteinas, se centrifu-
ga las muestras y los pellets obtenidos son sometidos a distintos lavados con di-
solventes de distinta polaridad (serie eluotropica). La radioactividad extraida en
estos lavados corresponde al farmaco o metabolito que no esta unido covalen-
temente y que por tanto puede ser extraido. Posteriormente los pellets se di-
suelven en tampo6n solubilizador de donde tomamos una alicuota para medir la
radioactividad y otra para determinar el contenido en proteina. De este modo fi-
nalmente obtenemos un resultado que podemos expresar en cpm /mg de prote-
ina (farmaco unido/mg proteina).

Una variante del ensayo anterior permite determinar si el foirmaco se une a
acidos nucleicos o lo hace a proteinas nucleares. Para ello se incuba el farma-
co en presencia de las células como se ha descrito anteriormente. Una vez que
se obtiene el homogenado celular en solucién hipoténica se somete a una cen-
trifugacién en gradiente de densidad de sacarosa, de este modo separamos los
nucleos (114), del citosol y de los restos celulares. A continuacién se mide la
radioactividad en ambas fracciones. Una vez que hemos separado los nucleos
se les aflade una solucién fenol/cloroformo (1:1), con el fin de separar los aci-
dos nucleicos de las proteinas nucleares, después de la centrifugacién se forman
dos fases. En la fase superior se encuentran los dcidos nucleicos y en la fase in-
ferior (orgdnica) las proteinas (115). Por ultimo, se mide la radioactividad de
estas fases y se establece una correlaciéon marca/fase y por tanto unién farma-
co/macromolécula. En la figura 11 se muestra un esquema general del ensayo.

Como se ha comentado anteriormente una de las limitaciones que presenta
esta técnica que usa farmacos marcados es que no aporta informacién concreta de
si se trata del formaco o de un metabolito de este, quien en Ultima instancia que-
da unido a la macromolécula. Con el fin de abordar este problema se pueden re-
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Ficura 11.  Esquema general de la valoracion de la union de farmacos a macromoléculas en
cultivos celulares, mediante la utilizacion de farmacos marcados.

alizar incubaciones en paralelo en cultivos primarios de hepatocitos y con células
de origen hepatico que tengan mermada su capacidad metabdlica (por ejemplo la
linea celular HepG2). Aplicando la técnica descrita anteriormente y con una sen-
cilla comparacién de los resultados puede establecerse una aproximacion de si es
el farmaco o su metabolito el que queda unido preferentemente a la macromolé-
cula. En la figura 12 se representan los valores obtenidos en un estudio de este
tipo, llevado a cabo en nuestro laboratorio, para una compafiia farmacéutica. En
este estudio se demostré que el farmaco (Ad-0315) se unia a hepatocitos huma-
nos y de rata. También pudimos deducir que la unién tenia lugar a través de un
mecanismo de biotransformacion, ya que la marca se perdia cuando incubdbamos
con células sin capacidad metabdlica. Por tltimo, se pudo demostrar que este com-
puesto se unia de forma preferente a los acidos nucleicos.

Deteccion de aductos por métodos inmunolégicos

El uso de anticuerpos especificos puede ayudar a detectar la formacién de
aductos farmaco-proteina. Ello requiere la utilizacién de técnicas muy sensibles
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FiGura 12. A) Unién de Ad-0315 a hepatocitos y a la linea celular de hepatoma humano (HepG2),
después de incubar estas células durante 8 horas con el farmaco. El hecho de que se una a he-
patocitos y no a células sin capacidad metabolica (HepG2), pone de manifiesto que se produce
la biotransformacion del farmaco antes de su union a las células. B) El farmaco tiende a acu-
mularse en el niicleo, presentando una union preferente a los dcidos nucleicos.

y anticuerpos especificos capaces de reconocer epitopos del farmaco una vez uni-
do a la proteina (116). Obviamente, resulta importante conocer el mecanismo de
unién del farmaco o metabolito a la proteina. Un ejemplo ilustrativo, es el que
fue llevado a cabo con el diclofenaco por Hargus y colaboradores (figura 13),

Kd
‘|- 208

- 121
- 86

-50.7

-27.8

-19.4

C D100 D200 D300

Ficura 13.  Unién del Diclofenaco a proteinas de hepatocitos de rata incubados con el farma-

co durante 24h. La fraccion S9 fue separada por un SDS-PAGE. Las proteinas transferidas a

una membrana de nitrocelulosa e incubadas con 1gG anti-Diclofenaco y con IgG marcada con

peroxidasa de cabra anti conejo I1gG. La incubacion de los blots con luminol y la exposicion a
papel fotogrdfico permitié la visualizacion de los adutos farmaco-proteina.
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donde el uso de técnicas inmunolégicas y de cultivo primarios de hepatocitos
permiti6 identificar los aductos farmaco-proteina. En este caso la unién a las pro-
teinas ocurre por un lado, a través de la formacién de un enlace amida con la
proteina y por otro a través de la formacién de bases de Schiff entre el conjuga-
do con dcido glucurénico y los grupos amino de la proteina (117, 118). En am-
bos casos la identificacion de los aductos diclofenaco-proteina fue llevada a cabo
usando anticuerpos que reconocian epitopos especificos. Esta técnica consiste en
incubar cultivos primarios de hepatocitos con el farmaco en estudio, obtener la
fraccion S9 que contiene los microsomas. A continuacion, se separan las protei-
nas por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS, 2-mercaptoetanol) y se
transfieren a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente y previo bloqueo
de la membrana para evitar la unién no especifica, ésta se incuba con el anti-
cuerpo especifico contra los distintos epitopos. Por ultimo y con el fin de detec-
tar el anticuerpo primario unido a proteina, se incuba con un segundo anticuer-
po que a su vez se halla unido a enzimas u otros marcadores, que permiten (tras
incubacién con los sustratos adecuados) identificar las proteinas que han queda-
do unidas al farmaco. Generalmente estos ensayos tanto de radioactividad como
inmunolégicos se llevan a cabo utilizando varias concentraciones de farmaco y
diferentes periodos de tiempo, de este modo, comprobamos si la unién es un pro-
ceso dependiente del tiempo y la concentracion.
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