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RESUMEN

El higado es el mayor érgano glandular del cuerpo, que desempefia una elevada cantidad de
funciones vitales.

Una de las principales alteraciones asociadas a dicho érgano es la hepatotoxicidad inducida por
farmacos (DILI), que se refiere a la lesidn hepatica resultante de la exposicién del organismo a un
medicamento o sustancia toxica. Concretamente el de tipo idiosincratico (iDILI) es la principal causa
de retirada de farmacos tanto en fases de desarrollo como ya comercializados, suponiendo un gran
impacto social y econémico.

Dicho problema ha sido abordado previamente a través de estudios preclinicos con animales de
experimentacién, pero estos presentan una baja predictividad debida, en parte, a las diferencias
metabdlicas entre las diferentes especies. Por ello, ha sido necesaria la busqueda de nuevos
modelos in vitro que permitan una mejor comprensién de los mecanismos que subyacen al iDILI
para reducir su impacto. La mayoria de los modelos clasicos propuestos estan basados en el cultivo
de hepatocitos, pero no permiten modelar sus interacciones con las células no parenquimaticas
como las células de Kupffer, que son macréfagos residentes en el higado que han demostrado estar
implicados en la hepatotoxicidad mediada a través del sistema inmunitario.

En el presente trabajo se ha optimizado y caracterizado un modelo de co-cultivo de hepatocitos y
macrdfagos proinflamatorios, derivados de lineas celulares inmortalizadas (HepG2 y THP-1,
respectivamente) para el estudio de la hepatotoxicidad idiosincratica. El modelo ha mostrado un
adecuado mantenimiento de la viabilidad celular, expresidn génica y funcionalidad hepatica.

Asimismo, la idoneidad del co-cultivo como plataforma de deteccién de farmacos que inducen iDILI
ha sido evaluada a través de su exposicion a dos medicamentos asociados con este, el trovafloxacino
y la troglitazona. Los resultados obtenidos han probado su mayor sensibilidad y activacion de las
rutas metabdlicas que conducen al iDILI, frente a los sistemas de monocultivo utilizados
tradicionalmente.

Palabras clave: higado, hepatotoxicidad, cultivo celular, macréfagos, modelos in vitro, fdrmacos,
viabilidad, expresion génica y funcionalidad celular.
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RESUM

El fetge és el major organ glandular del cos, que realitza una elevada quantitat de funcions vitals.

Una de les principals alteracions associades amb aquest organ és la hepatotoxicitat induida per
farmacs (DILI), que fa referéncia a la lesid hepatica resultant de I'exposicié de l'organisme a un
medicament o substancia toxica. Concretament, el de tipus idiosincratic (iDILI) és la principal causa
de retirada de farmacs tant en fases de desenvolupament com ja comercialitzats, suposant un gran
impacte social i economic.

Este problema ha sigut previament abordat a través d'estudis preclinics amb animals
d'experimentacid, perd aquests presenten una baixa capacitat predictiva deguda, en part, a les
diferencies metaboliques entre diferents espécies. Per aix0, ha sigut necessaria la cerca de nous
models in vitro que permeten una millor comprensié dels mecanismes que subjauen al iDILI per a
reduir el seu impacte. La majoria dels models classics proposats estan basats en el cultiu
d'hepatocits, perd no permeten modelar les seues interaccions amb les cél-lules
no parenquimatiques com les cél-lules de Kupffer, que sdn macrofags residents en el fetge que han
demostrat estar implicats en la hepatotoxicitat mediada a través del sistema immunitari.

En el present treball s’ha optimitzat i caracteritzat un model de co-cultiu d’hepatocits i macrofags
proinflamatoris, derivats de linies cel-lulars immortalitzades (HepG2 i THP-1, respectivament) per a
I'estudi de I'hepatotoxicitat idiosincratica. El model ha mostrat un manteniment adequat de la
viabilitat cel-lular, expressié genica i funcionalitat hepatica.

Aixi mateix, la idoneitat del co-cultiu com a plataforma d’identificacié de farmacs que indueixen al
iDILI ha estat avaluada per mitja de la seva exposicié a dos medicaments associats amb aquest, el
trovafloxacinoi la troglitazona. Els resultats obtinguts han provat la seua major sensibilitat i activacid
de les rutes metaboliques que condueixen a I'iDILI, front als sistemes de monocultiu utilitzats
tradicionalment.

Paraules clau: fetge, hepatotoxicitat, cultiu cel-lular, macrofags, models in vitro, farmacs, viabilitat,
expressio genica i funcionalitat cel-lular.
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ABSTRACT

The liver is the largest glandular organ in the body, which performs a large number of vital functions.

One of the main disorders associated with this organ is drug-induced hepatotoxicity (DILI), which
refers to liver injury resulting from exposure of the body to a drug or toxic substance. Specifically,
the idiosyncratic type (iDILI) is the main cause of drug withdrawal both in development phases and
already commercialised, which involves a profound social and economic impact.

This problem has previously been addressed through preclinical studies with experimental animals,
but they have low predictive capacity, in part, due to the metabolic variations between different
species. Therefore, it has been necessary the research of new in vitro models that supply a better
understanding of the mechanisms underlying iDILI to reduce its impact. Most of the proposed
classical models are based on the culture of hepatocytes, but they do not model their interactions
with non-parenchymal cells such as Kupffer cells, which are liver-resident macrophages that have
been shown to participate in hepatotoxicity mediated by the immune system.

In the present thesis, a model of co-culture of hepatocytes and proinflammatory macrophages,
derived from immortalized cell lines (HepG2 and THP-1, respectively) has been optimized and
characterized for the study of idiosyncratic hepatotoxicity. The model has demonstrated an
adequate maintenance of cell viability, gene expression and liver functionality.

Likewise, the suitability of co-culture as a detection platform for drugs that induce iDILI has been
evaluated through its exposure to two drugs associated with it, trovafloxacin and troglitazone. The
results obtained have proven its greater sensitivity and activation of the metabolic pathways that
lead to iDILI, compared to the hepatocyte monoculture traditionally used.

Keywords: liver, hepatotoxicity, cell culture, macrophages, in vitro models, drugs, viability, gene
expression and cell functionality.



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

INDICE GENERAL

DOCUMENTOS CONTENIDOS EN EL TFG
e Documento I: Memoria

e Documento Il: Presupuesto

iNDICE DEL DOCUMENTO I: MEMORIA

1. MOTIVACION

2. OBJETIVOS

3. ANTECEDENTES

4. JUSTIFICACION

5. NORMATIVA

6. MATERIALES Y METODOS
7. RESULTADOS

8. DISCUSION

9. CONCLUSIONES

10. BIBLIOGRAFIA

11. ANEXO

INDICE DEL DOCUMENTO II: PRESUPUESTO
1. INTRODUCCION
2. CUADRO DE PRECIOS DE MANO DE OBRA
3. CUADRO DE PRECIOS DE MATERIALES
4. CUADRO DE PRECIOS DE MAQUINARIA
5. CUADRO DE PRECIOS DESCOMPUESTOS
6. CUADRO DE PRESUPUESTOS PARCIALES

7. PRESUPUESTO DE BASE DE LICITACION



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

DOCUMENTO I:
MEMORIA




Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

INDICE DE LA MEMORIA

L. MOTIVACION ....cuciiiininiiiniinencttssssestsssssesetssssasse st sasas et ssssssssessssessssssnssssssssssnssssnns 16
7 © 121 | I Y0 17
3. ANTECEDENTES ..ottt s s s 18
 J S =Y I o1 T [ Y 18
3.1.1. Estructura anatémica y funcional del higado.......cccoecveviiicieiiice e, 19
3.1.2. FUNCIONES <.ttt 22

3.2. Dafio hepdtico inducido por fArMACOS ........ccccuiieeiiiiiieecciee et et eaaee e 22
3.2.1. 13 | OO PP PPTTO PP 24
3.2.2. MecaniSMOS AEIIDILE ......oeiuiiiieiieeieee ettt st st s 24

3.3. Modelos in vitro para el estudio del DILL........cc.ueeieiiiiieeiiiiee e 26
3.3.1. Principales modelos in vitro para el estudio del iDILI .......ccceeeveiieeiiciieeeiciee e, 27
ModeloS de MONOCUITIVO ......c..ooiueiiiiiiiiiieeee ettt s 27
MOAEIOS AE CO-CUITVO ...ttt ettt bbbt et abe e s neeesanee s 28
Modelos tridimeNSIONAIES .............cccoocueriiiiiiiiiiiiieece et 29

N (113 1 1. Yol o OO 34
5. NORMATIVA.....cuutetitettttttttttiitiiiiiieiesesasasaaasasasasssasasssasasssssasassssssssssssssssssssssssssne 35
6.  MATERIALES Y METODOS ......coeitruerreresessessesesessessessssessesssssssessessesessessessssessensesassessensesens 36
6.1, IMALEIIAIES ..ottt b e b e s et e bt e b e saeesaneea 36
6.2, IMBTOUOS ...ttt et r e r e ne e saee e 37
6.2.1. CUITIVOS CRIUIATES.....eiteeieeieetee ettt s 37
(00151 o X 2 11 C SRR 37
CUITTIVO THP-T ..ttt ettt sttt ettt st st s bbb e s be e sme e et e ebeenbeesreesanenas 38
Diferenciacion de los monocitos THP-1 @ macrofagos M1 ...............ccoucvveeeecviveeesciieeeeiieeeeaenns 38
CO-CUITTVOS ..ottt ettt et ettt ettt e st e st e s bee e s be e e be e e sseeesaneeesabeesareesneeesareeanne 39
6.2.2. INMUNOTTUOIESCENCIA...cutieiieieecieeete et s 40
6.2.3. Cuantificacion de albUimina.......c.ueiieeiiiiiieniere e 41
6.2.4. (07T oF-Tol [ Yo UL =ToT={=T o or- [FUN SR UURRUPURIRt 42
B.2.5.  GPCR et r e sr e e s na 43
6.2.6. Ensayo de viabilidad MTT......ooo it 45



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

LT T Yo =1 LY =Xy = o L1 (ol NPT

7. RESULTADOS ......iiiiiiiiieiiiiiiiniiiiiieeesiiisssssssseaesseissssetssassssssissseesssssssssssssssesssssssssssssssessnnns

7.1.  Caracterizacion del proceso de diferenciacion a macréfagos M1.......ooocvvevviiveeiincnnenenn.

7.2.  Co-cultivos HepG2 con células THP-1 diferenciadas a macréfagos M1 ..........ccceeeenneeen.

7.2.1.
7.2.2.

Caracterizacion del CO-CUITIVO ....uuuuuuurereriiiiiiiieiiiiiiiiiiiiriiireaaiereaasereraaasereseaeaaaeaaaaaaaanes

Evaluacion de la funcionalidad del cO-CUtiVO .......uueeiiiiiiiiieee e,

7.3. Hepatotoxicidad inducida por fArmMacos ........ccceeeeciiieieiiieee e e

8. DISCUSION ....eeiiieeeeieeeteeeeeeseeeeeesssseeseesstessessseasssssssessssssssesssssssessssssssessssssssesssssseessssnne

9. CONCLUSIONES. ......ccettmuueiiiiiiiiiiiieieinnittineeae e retsseaasestesssetsnaaasssssssssssarsnssssssesssesannns

10. BIBLIOGRAFIA ...ceoeeeeeeeieeeeeeeeeaeeeeeessseeseessssessesssstesssssssessssssssessssssssessssssseesssssssssssssssseens

11. ANEXO



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. ESQUEMA DEL SUMINISTRO ARTERIAL Y VENOSO EN EL HIGADO. ADAPTADO DE TERAPIA DE EMBOLIZACION
PARA EL  CANCER DE  HIGADO  HTTPS://WWW.CANCER.ORG/ES/CANCER/TIPOS/CANCER-DE-
HIGADO/TRATAMIENTO/TERAPIA-DE-EMBOLIZACION.HTML. ..vvvieeiiurrieeesirieesssnreeesssseeesssneeesssssaeesssnnenas 18

FIGURA 2. ANATOMIA MORFOLOGICA Y DIVISION FUNCIONAL O CRITERIO DE COUINAUD DEL HIGADO. ADAPTADO DE
LA FUENTE SIBULESKY, 2013, ...iiiiiiiiiiiiiieiiitieieeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeseeeeeeesesenenes 19

FIGURA 3. ESQUEMA DE LA ARQUITECTURA INTERNA DEL HiGADO, LAS “ZONIFICACION HEPATICA” Y LOS TIPOS
CELULARES QUE LO FORMAN. SE HA MARCADO CON FLECHAS EL SENTIDO DE LA CIRCULACION DE LA BILIS Y DE LA
SANGRE. ADAPTADO DE MAY OTROS, 2023ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 20

FIGURA 4. ESQUEMA DE LOS PRINCIPALES MECANISMOS QUE CONDUCEN AL DARO HEPATICO INDUCIDO POR
FARMACOS IDIOSINCRATICO. (DAMP: PATRONES MOLECULARES ASOCIADOS AL DANO; APC: CELULAS
PRESENTADORAS DE ANTIGENOS; ROS: ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO; GSH: GLUTATION REDUCIDO).
ELABORACION PROPIA MEDIANTE BIORENDER (GOMEZ-LECHON Y OTROS, 2007; HOLT Y JU, 2006; SEGOVIA-
ZAFRA Y OTROS, 2021; JEE Y OTROS, 2021). cuvcvviuierierieeieteieeeteeeeeeeseeseeseeteeteeseesessessessessesseseesseseseens 26

FIGURA 5. ESQUEMA DEL PROCESO DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS THP-1 A MoNocCITOS MO Y MACROFAGOS
M1. EXPERIMENTO PARA LA COMPROBACION DE LA DESDIFERENCIACION DE LOS MACROFAGOS M1. FUENTE
PROPIA CREADA MEDIANTE BIORENDER. ...cceettririrereiirereiereeereeeteeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeerererererererererererenenes 39

FIGURA 6. PROCESO SEGUIDO EN LA ELABORACION DE LOS CO-CULTIVOS. FUENTE PROPIA CREADA MEDIANTE
BIORENDER. ..ccetttttttetitiieteieieieteteteteteee ettt et ettt t e ettt ettt te et e e ee et e et et et et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e s enenenererenenes 40

FIGURA 7. CRONOLOGIA SEGUIDA PARA LA OPTIMIZACION DEL MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS THP-1
DIFERENCIADAS A MACROFAGOS M 1. EN COLOR MORADO SE EXPONEN LAS MUESTRAS QUE SE HAN ANALIZADO
POSTERIORMENTE MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA, QPCR Y MTT. ELABORACION PROPIA MEDIANTE
BIORENDER. ..ccetettteteteteteteteteteietetetete ettt ettt et ettt et te et et e e ee et e e e e e et et e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enerenenenenenenenenes 47

FIGURA 8. IMAGENES DE INMUNOFLUORESCENCIA OBTENIDAS DURANTE EL PROCESO DE ACTIVACION DE LAS CELULAS
THP-1 A MACROFAGOS DE FENOTIPO M1. EL MARCADOR CD68 APARECE EN COLOR ROJO, MIENTRAS QUE EL
MARCAJE VERDE SE CORRESPONDE CON EL CD163 Y EL AZUL IDENTIFICA LOS NUCLEOS CELULARES. A) CELULAS
THP-1 TRATADAS CON PMA DURANTE 72 HORAS Y NO TRATADAS DURANTE LAS 24 HORAS SIGUIENTES. B)
CELULAS THP-1 TRATADAS CON PMA DURANTE 72 HORAS Y CON LPS LAS 24 HORAS SIGUIENTES. C) CELULAS
THP-1 TRATADAS CON PMA DURANTE 72 HORAS Y CON LPS E IFN-y LAS 24 HORAS SIGUIENTES. LA BARRA DE
ESCALA REPRESENTA UNA DIMENSION DE 100 uM EN TODAS LAS IMAGENES. .......veeeeerreeeerireeeeeveeeeenanenas 48

FIGURA 9. EXPRESION DE LOS GENES CARACTERISTICOS CXCL10, TNF-a, IL-1B Y CD206 EN MUESTRAS DE CELULAS
THP-1 DIFERENCIADAS A MACROFAGOS M1, PASADAS 72 HORAS SIN ESTIMULACION (M1 72 H), CON
ESTIMULACION DE 1 uG/ML DE LPS (M1 72H + LPS) Y CON 1 uG/ML DE LPS Y 20 NG/ML DE IFN-y (M1 72H
+LPS + IFN-y). SE REPRESENTA LA INTENSIDAD RELATIVA (I.R.) CON RESPECTO A LA EXPRESION DE LOS MISMOS
EN LOS MACROFAGOS DE FENOTIPO MO, NO ACTIVADOS A M1. SE HA INDICADO CON * LAS DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS, CON *P <0.05; **p< 0.01; ***p<0.001Y ****p<0.0001 (N=3, TEST
ONE-WAY ANOVA JUNTO CON EL POST-TEST TUKEY) RESPECTO LOS MACROFAGOS M1 TRAS 24 HORAS SIN
EXPOSICION A LPS NI TFN-Y. o iiiiiee ettt ceitee ettt e e ettt e e e ette e e e etae e e e eabae e s s enbaeesesnbaeeeensaeesennsaeesenasenas 49

10


file:///C:/Users/NEUS/Documents/UPV/4t%20curs/TFG/borradores/Entregas%20provisionales/22.05.2023/TFG_Neus_borrador_final%20-%2022.05.2023.docx%23_Toc135647469
file:///C:/Users/NEUS/Documents/UPV/4t%20curs/TFG/borradores/Entregas%20provisionales/22.05.2023/TFG_Neus_borrador_final%20-%2022.05.2023.docx%23_Toc135647469

Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

FIGURA 10. ENSAYO MTT REALIZADO SOBRE MONOCULTIVOS DE HEPG2 Y M1 TRATADOS CON 1 pG/ML DE LPS Y 20
NG/ML DE IFN-y. NO SE HAN IDENTIFICADO DIFERENCIAS ESTADISITICAMENTE SIGNIFICATIVAS DE LOS CULTIVOS
TRATADOS CON RESPECTO A LOS NO TRATADOS (N=5, TEST TWO-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY). ........... 50

FIGURA 11. VIABILIDAD DE LOS CO-CULTIVOS, PASADAS 24 HORAS DE ESTIMULARLAS CON LPS 0 LPS+IFN-y DESDE
LA SIEMBRA DE LOS HEPG2, A LAS TRES PROPORCIONES CELULARES PREVIAMENTE DESCRITAS. NO SE HAN
IDENTIFICADO DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS DE LOS CULTIVOS ESTIMULADOS CON
CITOQUINAS RESPECTO A LOS NO ESTIMULADOS (N=5, TEST TWO-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY)........... 51

FIGURA 12. IMAGENES DE INMUNOFLUORESCENCIA REALIZADAS SOBRE LOS CO-CULTIVOS A LAS PROPORCIONES DE:
A) 1:10 (M1:HepG2), B) 1:5 (M1:HEPG2), ¥ C) 1:2 (M1:HEPG2). LA ALBUMINA SE EXPRESA EN LAS
CELULAS HEPG2 EN COLOR VERDE, MIENTRAS QUE EL MARCADOR CD68 APARECE EN ROJO E IDENTIFICA LOS
MACROFAGOS. EL COLOR AZUL TINE LOS NUCLEOS CELULARES. LA BARRA DE ESCALA REPRESENTA UNA
DIMENSION DE 100 M EN TODAS LAS IMAGENES. ......veeeiteeeereeeeteeestreeseteeeetseesseesesesessessssesssssessasesenns 51

FIGURA 13. EXPRESION (I.R.) DE LOS MARCADORES ALB, AFP Y HNF-4 DE HEPATOCITO TRAS EL MANTENIMIENTO DE
LOS MONOCULTIVOS Y LOS CO-CULTIVOS CON EL MEDIO DE CULTIVO ESTIMULADOR DURANTE 24 HORAS. SE HA
INDICADO MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS CON RESPECTO AL MONOCULTIVO
DE HEPG2, CON *pP < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Y ****p < 0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA,
POST-TEST TUKEY ). 1uttteeietieeeieitieeeeeitteeeeetaeeeeeteeeesebeeeeseaseeaeeansaeeeeansasessansaseeesnsaseeeanseneseanssneesnnsens 52

FIGURA 14. EXPRESION (I.R.) DE LOS MARCADORES CXCL10, IL-1B Y TNF-at DE MACROFAGOS PROINFLAMATORIOS
TRAS EL MANTENIMIENTO DE LOS MONOCULTIVOS Y LOS CO-CULTIVOS CON EL MEDIO DE CULTIVO ESTIMULADOR
DURANTE 24 HORAS. SE HA INDICADO MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS CON
RESPECTO AL MONOCULTIVO DE M1, cON *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vy ****p < 0.0001 (N=4,
TEST ONE-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY ). eeeeeeuvrereeirreeeeiireeeeeitreeeeisreeeeessseeeeesssesessssssesesssseesssssnens 52

FIGURA 15. EXPRESION (I.R.) DE LOS CITOCROMOS CYP1A2 v CYP3A5 TRAS EL MANTENIMIENTO DE LOS
MONOCULTIVOS Y LOS CO-CULTIVOS CON EL MEDIO DE CULTIVO ESTIMULADOR DURANTE 24 HORAS. SE HA
INDICADO MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS CON RESPECTO AL MONOCULTIVO
DE HEPG2, CON *P < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 v ****p < 0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA,
POST-TEST TUKEY ). uvveeeieireeeeieiteeeeeeiteeeeeeteeeeesteeeeeeteeeessseeeeeaseseseasasesssssesesesseseessssseeessssseeessnsees 53

FIGURA 16. EXPRESION (I.R.) DE LAS ENZIMAS DE METABOLISMO DE FASE Il HEPATICAS, UGT1A1, UGT2B7, GSTT1
Y GSTT2, TRAS EL MANTENIMIENTO DE LOS MONOCULTIVOS Y LOS CO-CULTIVOS CON EL MEDIO DE CULTIVO
ESTIMULADOR DURANTE 24 HORAS. SE HA INDICADO MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE
SIGNIFICATIVAS CON RESPECTO AL MONOCULTIVO DE HEPG2, CON *P < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Y
**%%p < 0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY)...cectieeeeerieeeeciieeeeeveeeeeevteeeeeneeas 53

FIGURA 17. GRAFICA DE SECRECION DE ALBUMINA (NG EN 24 HORAS/uG RNA) POR LOS CO-CULTIVOS DE CELULAS
HEPG2 Y THP-1 DIFERENCIADAS A MACROFAGOS. LOS * REPRESENTAN LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE
SIGNIFICATIVAS ENTRE LA PRODUCCION MEDIA DE ALBUMINA DE CADA TIPO DE CO-CULTIVO Y EL MONOCULTIVO
DE HEPG2 SEMBRADAS A 150000 CELULAS/POCILLO, CON *P < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Y ****p <
0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY). ..eeereeeirreeereeesireesreeetreesreeessneesareessneesanes 54

FIGURA 18. CAPACIDAD UREOGENICA (NG UREA/uG RNA/HORA) DE LOS MONOCULTIVOS SEMBRADOS UNICAMENTE
CON CELULAS HEPG2, Y DE LOS CO:CULTIVOS CON PROPORCIONES 1:10, 1:5Y 1:2. SE HA INDICADO CON * LAS
DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE LA UROGENESIS MEDIA POR HORA DE CADA TIPO DE CO-
CULTIVO Y EL MONOCULTIVO DE HEPG2 SEMBRADAS A 150000 CELULAS/POCILLO, CON *P < 0.05; **p<0.01;
***p<0.001Y ****p<0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY)...vvvrveeeeeererrrrrennnn. 55



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

FIGURA 19. ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS CO-CULTIVOS TRATADOS CON TVX (IZQUIERDA) Y CON SU
ANALOGO NO HEPATOTOXICO LVX (DERECHA). SE HA SENALADO MEDIANTE EL SIMBOLO “*” LA DISMINUCION
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA DE LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS CO-CULTIVOS CON RESPECTO AL
MONOCULTIVO DE HEPG2, CON *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Y ****p < 0.0001 (N=2, TEST TWO-
WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY). ASIMISMO, SE OBSERVARON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS TAMBIEN ENTRE
LOS CO-CULTIVOS A LA PROPORCION 1:2 ¥ 1:10 (P=0,0076) EN EL CASO DEL TVX; Y ENTRE LOS CO-CULTIVOS
1:10v 1:5 (P=0,0061), Asi com0 1:5Y 1:2 (P=0,0008) AL SER TRATADOS CON LVX......eevvvveeiereerrnnnns 55

FIGURA 20. ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS CO-CULTIVOS TRATADOS CON TGZ (IzZQUIERDA) Y SU
MEDICAMENTO ANALOGO NO HEPATOTOXICO RGZ (DERECHA). SE HA INDICADO CON * LAS DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS CO-CULTIVOS CON RESPECTO AL
MONOCULTIVO DE CELULAS HEPG2, CON *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vy ****p < 0.0001 (N=3,
TEST TWO-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY). TAMBIEN EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAMENTE
ESTADISTICAS ENTRE LOS CO-CULTIVOS 1:10 Y 1:2 AL SER TRATADOS CON TGZ (P=0,0041). ......ccuveeeenn..... 56

FIGURA 21. EXPRESION DE LOS GENES CHOP, ATF6, ATF4, CAT, SOD1, SOD2, NRF2, GCLC Y GCLM EN LOS
MONOCULTIVOS DE HEPG2 Y LOS CO-CULTIVOS M1:HEPG2 TRATADOS DURANTE 24 HORAS CON 25 uM DE
TVX Y LVX . SE HA INDICADO MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS DE CADA
CULTIVO CON RESPECTO SU ANALOGO NO TRATADO CON FARMACO (CONTROL), CON *P < 0.05; **p < 0.01;
**%¥p<0.001Y ****p<0.0001 (N=2, TEST TWO-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY). ..cvvvrreeeenrrreeennnen. 58

FIGURA 22. EXPRESION DE LOS GENES CHOP, ATF6, ATF4, CAT, SOD1, SOD2, NRF2, GCLC Y GCLM EN LOS
MONOCULTIVOS DE HEPG2 Y LOS CO-CULTIVOS M1:HEPG2 DESPUES DEL TRATAMIENTO CON LOS FARMACOS
TGZ Y RGZ A LA CONCENTRACION DE 100 uM DURANTE 24 HORAS. SE HA INDICADO MEDIANTE * LAS
DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS DE CADA CULTIVO CON RESPECTO SU ANALOGO NO TRATADO
CON FARMACO (CONTROL), CON *P < 0.05; **p <0.01; ***p<0.001Y ****p<(0.0001 (N=2, TEST TWO-
WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY). cuvvveeeeeureeeeeireeeeeireeeeesrreeesaseesessssesessssesesssssesesssssesesssssssessssnssesns 59

12



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

INDICE DE TABLAS

TABLA 1. PRINCIPALES CELULAS DEL HiGADO, SU LOCALIZACION Y SU FUNCION. ELABORACION PROPIA (ARZUMANIAN
Y OTROS, 2021; GODOY Y OTROS, 2013). w.vevieiieiieiieeieeeete e eeeeteetesese e eseeresreseesaessesaessenseseeneereseens 21

TABLA 2. CLASIFICACION DEL DILI EN FUNCION DEL AUMENTO DE AMINOTRANSFERASA (ALT) Y FOSFATASA ALCALINA
(ALP), EN RELACION AL LIMITE SUPERIOR DE LA NORMALIDAD (LSN) (HUSSAINI Y FARRINGTON, 2007)...... 23

TABLA 3. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS PRINCIPALES MODELOS IN VITRO PARA EL ESTUDIO DEL IDILI,
ORDENADOS DE MENOR A MAYOR COMPLEJIDAD. LOS MODELOS CON MENOR COMPLEJIDAD SE ASOCIAN CON UN
MENOR COSTE, UNA MAYOR FACILIDAD EN SU PRODUCCION Y MAYOR REPRODUCIBILIDAD, PERO PRESENTAN
MENOR EFECTIVIDAD. 11euiiuiiiiiiiiiiiiiiii ittt sa s e st s s sa s b s s saaeaesasaasaasasanssssasenssnsansansnses 30

TABLA 4. MATERIALES NECESARIOS PARA EL CULTIVO DE LA LINEA CELULAR HEPG2 Y LA LINEA MONOCITICA THP-1.

TABLA 5. ANTICUERPOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS UTILIZADOS EN EL PROTOCOLO DE INMUNOFLUORESCENCIA. 41
TABLA 6. VOLUMENES DE PATRON Y H,0 UTILIZADOS PARA LA PREPARACION DE LA CURVA PATRON. ......oeeeernnneen. 42
TABLA 7. CEBADORES UTILIZADOS EN LA QPCR. ...eeiiiiiiiei ittt ettt ettt e e e e e e e e e e e sneeee 44

TABLA 8. INFORMACION DETALLADA DE LOS FARMACOS DE REFERENCIA UTILIZADOS EN EL ESTUDIO (GRANITZNY Y
L1100 T L0 i 1 TR 45

INDICE DE ECUACIONES

ECUACION 1. FORMULA PARA CALCULAR LA CONCENTRACION CELULAR MEDIANTE LA CAMARA DE NEUBAUER. .... 38

13



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

INDICE DE ABREVIATURAS

2D: Bidimensional

3D: Tridimensional

AFP: Alfafetoproteina

ALB: Albdmina

ATF4: factor de transcripcion activador 4

ATF6: factor de transcripcion activador 6

BSA: Albumina de suero bovino (del inglés bovine serum albumin)

cDNA: acido desoxirribonucleico complementario

CNP: células no parenquimaticas

CT: umbral de ciclos (del inglés cycle threshold)

CXCL10: quimiocina C-X-C ligando 10

CYP: citocromo P-450

DILI: dafio hepatico inducido por farmacos (del inglés drug induced liver injury)
DMSO: dimetilsulfoxido (del inglés dimethyl sulfoxide)

dNTP’s: desoxirribonucledtido trifosfato (del inglés deoxyribonucleotide triphosphat)
DTT: Ditiotreitol (del inglés dithiothreitol)

ECM: Matriz extracelular (del inglés extracellular matrix)

GCLC: Glutamato-cisteina ligasa catalitica

GCLM: Glutamato-cisteina ligasa moduladora

GST: glutation S transferasa

HNF-4: Factor nuclear de hepatocito 4

iDILI: dafio hepatico inducido por farmacos de tipo idiosincratico

IFN-y: interferén gamma humano

IIS La Fe: Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe

IL-1B: interleuquina 1B

KC: células de Kupffer (del inglés Kupffer cells)

LPS: lipopolisacarido

LVX: Levofloxacino

M-MLV RT: por sus siglas en inglés moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
MRNA: acido ribonucleico mensajero

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

14



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

NRF2: Factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (del inglés nuclear factor etthroid 2-
related factor 2)

P/S: Pen-Strep Penicillin y Streptomicin

PBS: tampdn fosfato salino (del inglés phosphate buffer saline)

PFA: paraformaldehido

PHH: hepatocitos humanos primarios (del inglés primary human hepatocytes)

PMA: forbol-12 miristato-13-acetato

gPCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

RGZ: rosiglitazona

RNA: acido ribonucleico (del inglés ribonucleic acid)

Rpm: revoluciones por minuto

RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute (del inglés Roswell Park Memorial Institute médium)

RT-PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real (del inglés
real-time reverse transcription PCR).

SBF: suero bovino fetal

SOD: superoxido dismutasa

TGZ: Troglitazona

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a (del inglés tumor necrosis factor)
TVX: Trovafloxacino

Tween: polietilenglicol sorbitano monolaurato

UGT: UDP-glucuronosiltransferasa

15



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

1. MOTIVACION

La realizacion del Trabajo Final de Grado (TFG) en el ambito de la ingenieria tisular fue motivado por
mi inquietud por conocer y aprender mas sobre el campo y acerca de las soluciones que éste puede
generar a los problemas de salud actuales. Mi motivacién por la ingenieria siempre ha ido
acompanada de un importante componente biolégico, por lo que en cuanto supe de la posibilidad
de seguir por dicho camino, no lo dudé y contacté con Gloria, tutora del presente TFG, quien me
acogid con los brazos abiertos para realizar el proyecto en el Centro de Biomateriales e Ingenieria
Tisular (CBIT) en colaboracién con el Instituto de Investigacion Sanitaria de La Fe (IIS La Fe).

Ha sido una experiencia muy enriquecedora durante la cual he adquirido gran cantidad de
habilidades y conocimientos, gracias a todos los integrantes de la Unidad Mixta en Hepatologia
Experimental del IIS La Fe, que me seran de gran utilidad en mi futuro profesional:

e Busqueda de informacién en la literatura cientifica.
e Cultivos celulares.

e Andlisis de expresion génica.

e Andlisis de hepatotoxicidad inducida por farmacos.
e Andlisis de viabilidad.

e Caracterizacion funcional de cultivos.

e Analisis estadistico de datos.

El presente trabajo ha sido focalizado en un drgano esencial, el higado, que realiza una elevada
cantidad de funciones vitales, entre las cuales destacan la filtracién de la sangre y el metabolismo
de los xenobidticos.

El dafio hepatico puede producirse por multiples factores, siendo uno de los mas comunes la
hepatotoxicidad inducida por farmacos, que puede resultar en insuficiencia hepatica aguda y la
necesidad de trasplante hepatico. Especialmente la hepatotoxicidad de cardacter idiosincratico, que
no puede ser predicha a través de los modelos animales ni durante los ensayos clinicos, ha
ocasionado la retirada de multiples medicamentos del mercado.

Por esta razon, se han desarrollado numerosos modelos celulares in vitro con la finalidad de simular
el comportamiento hepatico humano y poder detectar la hepatotoxicidad de los farmacos
previamente a su comercializacidn, con una rapidez y coste factibles. No obstante, no existe ninguno
qgue haya sido totalmente establecido para su uso en la prediccién de la hepatotoxicidad
idiosincratica. Esta es la motivacidn que ha conllevado al desarrollo del proyecto en cuestion.
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2. OBJETIVOS

Debido a la ausencia de modelos apropiados capaces de predecir eficientemente la hepatotoxicidad
idiosincratica inducida por fdrmacos, surge la necesidad de desarrollar e investigar un nuevo sistema
que reproduzca la fisiologia del higado y que pueda servir de fundamento para el desarrollo de
futuros modelos mdas complejos.

Por ello, el objetivo principal del presente trabajo es el desarrollo y caracterizaciéon de un modelo
de estudio del dafio hepatico inducido por farmacos de tipo idiosincratico, haciendo uso del co-
cultivo de células de la linea celular de hepatoma humano HepG2, en contacto directo con
macréfagos diferenciados a partir de la linea celular monocitica THP-1.

Los objetivos concretos del proyecto son los siguientes:

e Optimizar y evaluar el mantenimiento del co-cultivo, utilizando diferentes estimulos
proinflamatorios centrando especial atencidn en evitar la desdiferenciacion del fenotipo de
macrofago M1 durante todo el periodo de tiempo experimental.

e Evaluar la funcionalidad de los co-cultivos que mimeticen una situacién fisioldgica o
inflamatoria.

e Comprobar la idoneidad del modelo in vitro desarrollado para estudiar la hepatotoxicidad
inducida por farmacos (iDILI).
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3. ANTECEDENTES

3.1. Elhigado

El higado es un érgano multicelular y dinamico, localizado en la parte superior derecha de la cavidad
abdominal, debajo de los pulmones y protegido por las costillas inferiores de la caja toracica, cuyo
peso se corresponde con aproximadamente el 2% del peso corporal del individuo adulto (Johns
Hopkins Medicine). Su crucial importancia queda patente por la gran cantidad de funciones
metabdlicas que éste realiza y/o controla, entre las cuales destacan la filtracion de la totalidad de la
sangre corporal para su detoxificacion y la produccidn de la bilis, que participa en el proceso de la
digestion de las grasas en el intestino delgado (Kostadinova y otros, 2013).

Por una parte, el suministro de sangre se caracteriza por ser dual, dado que ésta es suministrada al
higado por la arteria hepdtica, que proporciona el 80% de la sangre, y la vena porta, que aporta el
20% restante (Godoy y otros, 2013). La primera provee esencialmente oxigeno, mientras que la
segunda proporciona los nutrientes y las sustancias téxicas que seran metabolizadas, provenientes
de la vena esplénica y el tracto gastrointestinal. Dicho fluido discurre a través de los capilares
hepaticos o sinusoides donde es filtrado, y finalmente drena a las diferentes venas centrales que se
unen formando las venas hepaticas izquierda, media y derecha, las cuales a su vez se fusionan con
la vena hepatica, que extrae la sangre del drgano (Kaplan y otros, 2017).

Por otra parte, por lo que respecta a la bilis secretada, ésta abandona el higado por medio del
conducto hepdatico comun situado en el hilio hepatico, el cual recauda la bilis secretada a través de
los canaliculos biliares localizados entre los hepatocitos, para ser almacenada en la vesicula biliar.
Tanto la arteria hepatica y la vena porta, como el conducto biliar, se ramifican hasta alcanzar el
parénquima hepatocelular formando estructuras denominadas triadas portales, cada una de las
cuales presenta una rama de cada tipo de conducto. Esta organizacién permite una circulacién lenta
de la sangre por el interior hepatico, que hace posible el intercambio de sustancias mediado por las
células hepaticas (Figura 1) (Kaplan y otros, 2017; Godoy y otros, 2013).

hepaticas ‘ 1 Aorta

Rama de los
ductos biliares

Ramade la
vena porta

Rama de la
arteria hepdtica

Arterias hepaticas
derecha e izquierda

Anteria hepatica comiin

Conducto Conducto ‘Vena porta

cistico biliar comiin

FIGURA 1. ESQUEMA DEL SUMINISTRO ARTERIAL Y VENOSO EN EL HIGADO. ADAPTADO DE TERAPIA DE EMBOLIZACION PARA EL
CANCER DE  HIGADO  HTTPS://WWW.CANCER.ORG/ES/CANCER/TIPOS/CANCER-DE-HIGADO/TRATAMIENTO/TERAPIA-DE-
EMBOLIZACION.HTML.
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3.1.1. Estructura anatomica y funcional del higado

La estructura del higado se caracteriza por estar altamente organizada, y puede clasificarse de dos
formas diferentes: atendiendo a la anatomia morfoldgica de dicho érgano, o respecto a su anatomia
funcional. En términos generales, consta de cuatro Idbulos, los cuales a su vez se dividen en
segmentos en funcion del suministro sanguineo.

Segln su anatomia morfoldgica, se distinguen dos I6bulos principales separados por el ligamento
falciforme: el l6bulo derecho, de mayor tamafio, y el Iébulo izquierdo. Asimismo, se diferencian
otros dos lébulos de menor tamaiio, que son el I6bulo caudado, localizado entre la hendidura del
ligamento venoso y la vena cava inferior; y el I6bulo cuadrado, situado entre la fisura del ligamento
redondo vy la vesicula biliar.

En cuanto a la divisién funcional del érgano o clasificacién de Couinaud, divide al higado en ocho
segmentos funcionales independientes (Sibulesky, 2013), determinados por las primeras y segundas
divisiones de la arteria hepatica, la vena porta y el conducto biliar. Cada uno de ellos estd irrigado
por una rama de estos tres vasos principales. La vena hepatica derecha secciona el I6bulo derecho
en los segmentos anterior y posterior, mientras que la vena hepatica izquierda fracciona el I6bulo
izquierdo en los segmentos medial y lateral (Kaplan y otros, 2017; Sibulesky, 2013) (Figura 2).

LOBULO DERECHO LOBULO IZQUIERDO { st

[ POSTERIOR ) ( ANTERIOR | (MeDIAL) ( LATERAL )

Divisién funcional
(Couinaud)

FIGURA 2. ANATOMIA MORFOLOGICA Y DIVISION FUNCIONAL O CRITERIO DE COUINAUD DEL HIGADO. ADAPTADO DE LA FUENTE
SIBULESKY, 2013.

A nivel interno, el higado presenta dos constituyentes basicos: los lobulillos hepaticos y los acinos
hepaticos (Figura 3).
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FIGURA 3. ESQUEMA DE LA ARQUITECTURA INTERNA DEL HIGADO, LAS “ZONIFICACION HEPATICA” Y LOS TIPOS CELULARES QUE LO
FORMAN. SE HA MARCADO CON FLECHAS EL SENTIDO DE LA CIRCULACION DE LA BILIS Y DE LA SANGRE. ADAPTADO DE MA Y OTROS,
2023.

El lobulillo hepatico es una unidad estructural bien definida, presenta una morfologia hexagonal con
un didmetro aproximado de 1 mm y espesor de 2 mm (Godoy y otros, 2013). Cada lobulillo se
organiza alrededor de una vena central, desde la cual los hepatocitos se organizan en monocapa y
uniones estrechas formando las placas hepaticas hasta el exterior de los mismos, donde se localiza
la triada portal en cada uno de ellos, la cual, como ya se ha comentado, comprende una rama de la
arteria hepatica, la vena porta y el conducto biliar, separados por tejido conectivo. Entre las placas
hepaticas se localizan los sinusoides, revestidos de las células endoteliales sinusoidales, que son los
conductos a través de los cuales se produce la circulacién sanguinea y el intercambio de sustancias
gracias a los poros presentes en dichas placas de hepatocitos. Asimismo, entre el endotelio
sinusoidal hepatico y la placa hepatica se localiza el espacio de Disse o espacio perisinusoidal (Godoy
y otros, 2013; Lv y otros, 2022).

El acino hepatico es la unidad funcional microcirculatoria, que presenta una forma eliptica la cual
abarca los hepatocitos de dos I6bulos contiguos, siendo su eje corto la conexidn entre las dos triadas
portales y su eje largo el enlace entre las dos venas centrales. Se divide en tres zonas: la periportal,
la de transicidn y la perivenosa (Godoy y otros, 2013), cada una de las cuales presenta hepatocitos
con una expresion génica, metabdlica y funcidn ligeramente distintas, como consecuencia de la
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“zonificacién metabdlica” (Trefts y otros, 2017). Dicha particion es resultado de los gradientes de
oxigeno, nutrientes y deshechos que se establecen en las células del higado en funcién de su
ubicacién cuando la sangre circula a través de cada lobulillo, dado que la sangre se desoxigena y
capta los subproductos metabdlicos a medida que avanza hacia la vena central. Dicha
heterogeneidad funcional queda justificada por el hecho que permite al érgano optimizar la energia
para poder abarcar la totalidad de las funciones anabdlicas y catabdlicas que realiza.

Por otra parte, la matriz extracelular (ECM, del inglés extracellular matrix) resulta crucial para la
regulacién de la homeostasis, la remodelacién y la regeneracidn tisular, ademas de proporcionarle
al érgano la forma y estructura dptimas, a pesar de no ser abundante. Los principales componentes
de la ECM son el coldgeno de tipo |, Ill, IV y V; algunas glicoproteinas como la laminina y la
fibronectina; y proteoglicanos como el heparan sulfato, dermatan sulfato, o el acido hialurénico (Lv
y otros, 2022).

En cuanto a las células presentes en el higado, estas son mayoritariamente hepatocitos dispuestos
en trabéculas interconectadas, es decir, células parenquimaticas, en un 80% (Godoy y otros, 2013),
que realizan la mayoria de las funciones; y el 20% restante son células no parenquimaticas (CNP)
que sirven de soporte a las anteriores y son las células de Kupffer (KC, del inglés Kuffer cells), las
células endoteliales sinusoidales y biliares, y las células estrelladas o células de Ito (Tabla 1). La
interaccidn y actuacion conjunta de todos los tipos celulares regula la funcién hepatica.

TABLA 1. PRINCIPALES CELULAS DEL HIGADO, SU LOCALIZACION Y SU FUNCION. ELABORACION PROPIA (ARZUMANIAN Y OTROS,
2021; Goboy Y OTROS, 2013).

Secrecion de albumina y otras proteinas.
Delimitan los sinusoides

Hepatocitos (80%) hepaticos formando monocapas Control de la homeostasis de los triglicéridos

R R TS G e, de glucosa o glucégeno, los acidos biliares, el

colesterol, asi como las vitaminas Ay D.

Recubren los sinusoides
Células endoteliales  hepaticos, separando las células Dan soporte funcional y estructural a los
sinusoidales (3%) sanguineas de los hepatocitos y hepatocitos.
las células de Ito.

Colangiocitos o
i . Recubren los conductos que .. .
células endoteliales o Formacidn de los conductos biliares.
. forman el tracto biliar.
biliares (5%)

Células estrelladas . o . . Metabolismo de la vitamina A,
L. ; Espacio perisinusoidal o espacio . ..
hepaticas o células de Di almacenamiento de la grasa y produccién de
e Disse.
de Ito (10%) ECM.

i Son los macréfagos residentes o . . .

Células de Kupffer i . Eliminacion de sustancias nocivas gracias a su
en el higado, adsorbidos a las . .
(15%) capacidad fagocitica.

células endoteliales.
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Son activadas tras el dafio hepatico, como
consecuencia, entre otros factores, de la
unién a compuestos como el LPS o el IFN-y.

Secretan citoquinas proinflamatorias (p.ej.
TNF-a e IL-1B), las cuales, a su vez, atraen las
células inmunes presentes.

3.1.2. Funciones

Las funciones primordiales del higado se enumeran a continuacion.
e Metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas.
e Secrecion de factores de coagulacidn.

e Sintesis y secrecién de proteinas como albumina (60 pg/dia) (Khalil y otros, 2001);
fibrindgeno (6-14 pg/dia) y transferrina (5,2-8,78 pg/dia) (Acharya y Dimichele, 2008; Bates
y McClain, 1981).

e Ureogénesis para la eliminacion de las moléculas nitrogenadas reactivas dafinas (Khalil y
otros, 2001; Rudman y otros, 1973).

e Detoxificacion de xenobidticos.

e Almacenamiento de glucdgeno y vitaminas.
e Procesamiento y secrecion de bilis.

e Soporte al sistema inmunolégico.

Dichas funciones se alteran cuando se produce alguna lesidn sobre alguna de las tres estructuras
principales, es decir, los hepatocitos, los vasos sanguineos o los conductos biliares. A pesar de ello,
se trata de un érgano con elevada reserva funcional y gran capacidad regenerativa, resultando en
insuficiencia hepdtica cuando la capacidad funcional erosionada alcanza entre el 80% y 90%.
Generalmente, el dafio inicial afecta a los hepatocitos, pero posteriormente se produce una
respuesta por parte de las CNP y las del sistema inmune, empeorando asi la situacidn.

3.2. Daifo hepatico inducido por farmacos

Una de las principales dificultades a las que se enfrentan tanto la salud publica como las agencias
reguladoras y las empresas farmacéuticas es la prediccion de las reacciones adversas a
medicamentos durante el desarrollo de farmacos, y previamente a que éstos sean incorporados en
el mercado (Shaw y otros, 2010). A pesar de que estas reacciones pueden afectar a diferentes
tejidos, el tejido hepatico es normalmente de los mas recurrentes (Kaitin, 2005), en cuyo caso la
afeccion recibe el nombre de dafio hepatico inducido por farmacos (DILI, del inglés drug induced
liver injury).

El DILI ha sido designado como la causa principal de trasplantes e insuficiencia hepatica aguda, ya
que ha provocado aproximadamente el 50% del total de casos de dicha patologia (Ostapowicz y
otros, 2002), dando lugar de esta manera a una mortalidad significativa. En consecuencia, es
actualmente el motivo mas frecuente de la retirada de farmacos del mercado después de su

22



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

comercializacidn, ya sea por parte de las agencias reguladoras de alimentos y medicamentos o por
parte de las companiias farmacéuticas (Temple y Himmel, 2002); asi como de la difusién de avisos
de advertencia contra ciertos productos (Lasser y otros, 2002).

En funcidn de su origen, el DILI puede clasificarse en intrinseco e idiosincratico. El primero se
caracteriza por desencadenar la minoria de las reacciones hepaticas adversas, dado que estas son
dependientes de la dosis y, por lo tanto, predecibles y evitables. Este daifo ocurre cuando el farmaco
es administrado en altas dosis, es resultado del dafio directo a los hepatocitos inducido por el propio
mecanismo toéxico del farmaco y tiene lugar pasado un periodo de latencia corto. Normalmente, el
DILI intrinseco es revelado durante los ensayos clinicos, por lo que el impacto clinico es minimo. El
medicamento mas conocido que puede provocar DILI intrinseco es el paracetamol (Yamashita y
otros, 2017). Sin embargo, el DILI idiosincratico (iDILI) es impredecible, multifactorial y puede ocurrir
pasado un periodo de latencia prolongado y variable, de semanas a meses. Este hecho, sumado a
su dependencia con diferentes factores de susceptibilidad individual, tales como la edad, el sexo,
diferentes factores genéticos y ambientales, asi como las enfermedades hepaticas preexistentes
(Kaplowitz, 2005; Hussaini y Farrington, 2007), dificultan su deteccidon durante las pruebas
preclinicas y convierten este problema en una dificultad importante para el desarrollo farmacéutico
(Hussaini y Farrington, 2007; Gomez-Lechdn y otros, 2007; Corsini y otros, 2012; Segovia-Zafra y
otros, 2021). Una de las principales diferencias entre ambos tipos es la dosis a la cual se produce el
dano hepatico, siendo en el primer caso muy superior al rango terapéutico del mismo, mientras que
en el segundo caso los valores suelen estar situados dentro de este rango (Jee y otros, 2021).

En la clinica, segun el aumento de la alanina aminotransferasa y la fosfatasa alcalina, el DILI se puede
dividir en tres patrones: hepatocelular, colestasico y dafio hepdtico mixto. Cada categoria estd
determinada por un “valor R” propio, que se define tal y como muestra la Tabla 2. El patrén
colestdsico normalmente necesita un mayor periodo de tiempo para resolverse tras la privacion del
farmaco, pudiendo desarrollar una colestasis progresiva crénica; pero es menos grave que la lesidn
hepatocelular, que suele generar necrosis hepatocelular. El patron mixto expresa propiedades tanto
del DILI hepatocelular como del colestasico (Hussaini y Farrington, 2007; Holt y Ju, 2006). No
obstante, un mismo farmaco puede exhibir valores de R y caracteristicas clinicas variables en
diferentes sujetos con iDILI (Yamashita y otros, 2017).

TABLA 2. CLASIFICACION DEL DILI EN FUNCION DEL AUMENTO DE AMINOTRANSFERASA (ALT) Y FOSFATASA ALCALINA (ALP), EN
RELACION AL LIMITE SUPERIOR DE LA NORMALIDAD (LSN) (HUSSAINI Y FARRINGTON, 2007).

Hepatocelular >5
Colestasico <2
Mixto €[2,5]
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3.2.1. iDILI

La lesiédn hepatica idiosincratica inducida por farmacos sucede Unicamente en una minoria de
pacientes, pero explica la mayor parte de las restricciones de uso de los medicamentos
comercializados (Shaw y otros, 2010). Las patologias clinicas que genera incluyen desde anomalias
bioquimicas minimas hasta la insuficiencia hepatica aguda (Ostapowicz,y otros, 2002; Bjornsson y
Olsson, 2006). En cuanto a la incidencia de la iDILI, se situa en valores muy bajos y alrededor de 19
casos anualmente de cada 100.000 habitantes. Por consiguiente, puesto que los ensayos clinicos
previos a la salida de los farmacos al mercado solamente incluyen un rango de entre 1000 y 3000
individuos, resulta practicamente imposible identificar el iDILI durante dichas pruebas (Roth y
Ganey, 2010).

Existe una elevada cantidad de farmacos que han sido eliminados del mercado debido a su
asociacién con el iDILI, como son la troglitazona (Graham y otros, 2003; Murphy y otros, 2000) o el
bromofenaco (Huntery otros, 1999); y otros que han dado lugar a advertencias en su uso, como por
ejemplo el trovafloxacino (Lazarczyk y otros, 2001). En general, el 60% de los casos de iDILI son
debidos a medicamentos antiepilépticos y antibidticos, pero se ha detectado una incidencia
creciente del iDILI asociado con los suplementos herbales y dietéticos (Yamashita y otros, 2017).

La mayor parte de las reacciones idiosincraticas suceden entre los 5 y 90 dias posteriores a la ingesta
del fdrmaco, pero puede extenderse mds tiempo. Es por ello por lo que el iDILI es conocido por
presentar una relacidon temporal inconsistente con la exposicion al medicamento (Shaw vy otros,
2010; Hussaini y Farrington, 2007). Normalmente los sintomas que aparecen son inespecificos,
como nauseas, fatiga o dolor abdominal; pero pueden producirse sintomas de mayor importancia
como la ictericia, la encefalopatia y la ascitis.

El diagndstico del iDILI es complejo dado que se obtiene a través del analisis riguroso del historial
clinico correspondiente a un periodo de tiempo de minimo un afo, incluyendo los medicamentos
recetados y de venta libre, asi como los suplementos dietéticos; y la exclusidon del resto de
enfermedades hepaticas que pueden causar la disfunciéon de éste (Hussaini y Farrington, 2007).
Concretamente se emplea la “Regla de Hy”, segun la cual un valor de aminotransferasa superior a 3
veces el limite superior de la normalidad se considera como un marcador de lesiéon hepatica y un
riesgo de mortalidad del 10%. Por tanto, el principal marcador del iDILI son los niveles de enzimas
hepaticas (Holt y Ju, 2006; Yamashita y otros, 2017).

Una vez detectado el iDILI, dado que no hay ningln tratamiento definitivo, la toma de
medicamentos es suspendida, y posteriormente a ello, menos del 10% de los pacientes desarrollan
insuficiencia hepdtica aguda. Estos generalmente presentan sintomas graves tales como
encefalopatia o ictericia, esto es, niveles altos de bilirrubina; y pueden llegar a necesitar un
trasplante de higado (Yamashita y otros, 2017). La reexposicion al farmaco tras dicha afeccion puede
dar lugar al dafio hepatico o ser incluso mortal.

3.2.2. Mecanismos del iDILI

Los mecanismos subyacentes al iDILI aun no se conocen de manera clara a pesar de su impacto
(Shaw y otros, 2010). Aunque se ha postulado cémo diferentes mecanismos pueden estar
implicados en el iDILI (Figura 4), probablemente no existe un Unico mecanismo, y multiples factores
pueden contribuir a su desencadenamiento.
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Por una parte, el iDILI inmunomediado relaciona la patogénesis con la participacion del sistema
inmune innato y adaptativo (Holt y Ju, 2006). Para su adecuada comprensidn, debe tenerse en
cuenta el papel activo del higado en el metabolismo de xenobidticos. A través de una primera fase
(Fase 1), este 6rgano modifica quimicamente estas moléculas por medio de reacciones de oxidacion-
reduccion catalizadas por enzimas de la familia del citocromo P-450 (CYP) o la enzima
monooxigenasa flavina, hasta obtener metabolitos mas polares, los cuales pueden ser excretados
directamente o unidos a moléculas endégenas para aumentar su solubilidad y poder ser eliminadas
a través de la orina o la bilis (reacciones de Fase Il) (Gomez-Lechdn y otros, 2007).

Sin embargo, este proceso puede verse modificado en presencia de determinados farmacos, cuya
estructura quimica provoca la bioactivacion metabdlica de sus moléculas (normalmente
compuestos carbonilicos insaturados, epdxidos, aldehidos, conjugados de sulfato y glucordnidos)
en metabolitos reactivos a través de la Fase |. Dichos metabolitos se conjugan covalentemente con
proteinas, como el CYP u otras enzimas, o con moléculas de ADN, que pueden modificar el
funcionamiento celular provocando asi toxicidad. En concreto, la unién del metabolito reactivo al
CYP forma un neoantigeno y en consecuencia se inicia una respuesta inmunitaria (Gémez-Lechdny
otros, 2007; Hussaini y Farrington, 2007).

Asimismo, el estrés y/o dafio hepatico generado, asi como la formacién del neoantigeno, puede
resultar en la activacién de las células del sistema inmune, tanto innato como adaptativo, como
consecuencia de la liberacién al espacio intercelular de patrones moleculares asociados al dafio. En
el primer caso, las células de Kupffer y otros tipos celulares, ademds de reclutar otras células del
sistema inmune, secretan citoquinas y otros factores que, en el caso de las citoquinas inflamatorias
(el factor de cirrosis tumoral, TNF-o; el interferdn y (IFN-y); y la interleuquina 1B (IL-1B)) conllevaran

al dafio hepatico y a la activacidn y proliferacion de las células T CD4* (iniciando la respuesta del
sistema inmune adaptativo), mientras que la liberacion de las interleuquinas IL-10, IL-6 y algunas
prostaglandinas, resolveran el dafio y el tejido sera reparado (Holt y Ju, 2006; Segovia-Zafra y otros,
2021). En el segundo caso, el sistema inmune adaptativo también puede iniciar su actividad tal y
como indica la “hipétesis del hapteno”, aunque sera necesaria la liberacion de patrones moleculares
asociados al dafio para que ello se produzca. Segun dicho mecanismo, el neoantigeno producido es
o bien reconocido por las células B o bien presentado a las células T por medio de las células
presentadoras de antigenos. A continuacion, se produce la activacion y proliferacion de las células
T CD4*, que daran lugar o bien a la limitacidn de la lesién hepatica o bien al inicio del iDILI (Jee y

otros, 2021; Segovia-Zafra y otros, 2021; Holt y Ju, 2006).

Ill

Por otra parte, en la ruta metabdlica del “estrés oxidativo”, la interaccion del metabolito reactivo
con moléculas de oxigeno (O2) puede dar lugar a la generacidn de especies reactivas de oxigeno
provocando el estrés oxidativo debido a la disminucion del glutatidon reducido y el aumento de la
actividad del CYP. Estas especies pueden interrumpir los gradientes idnicos y alterar las reservas
intracelulares de calcio, dando lugar a la disfuncion mitocondrial, peroxidacion lipidica, y a la
consecuente muerte celular por apoptosis citotoxica y posible insuficiencia hepatica (Holt y Ju,

2006, Gémez-Lechdn y otros, 2007).
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FIGURA 4. ESQUEMA DE LOS PRINCIPALES MECANISMOS QUE CONDUCEN AL DANO HEPATICO INDUCIDO POR FARMACOS
IDIOSINCRATICO. (DAMP: PATRONES MOLECULARES ASOCIADOS AL DARO; APC: CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENOS; ROS:
ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO; GSH: GLUTATION REDUCIDO). ELABORACION PROPIA MEDIANTE BIORENDER (GOMEZ-LECHON Y
OTROS, 2007; HOLT Y Ju, 2006; SEGOVIA-ZAFRA Y OTROS, 2021; JEE Y OTROS, 2021).

3.3.  Modelos in vitro para el estudio del DILI

Tradicionalmente, los modelos empleados para el estudio del DILI han sido tres especies animales,
el roedory el perro o mono. No obstante, los resultados obtenidos con estos modelos in vivo no son
extrapolables al DILI en humanos, debido a las diferencias en las rutas metabdlicas entre ambas
especies. Ademas, dado que el iDILI ocurre con una incidencia muy baja y extensa en el tiempo, se
requiere un alto nimero de animales de experimentacion, lo que también conlleva un elevado coste
econdémico. Todo ello sumado al creciente interés en la aplicacion del “Principio de las tres R:
Reemplazo, Reduccién y Refinamiento de la experimentacion animal”, que busca reducir el uso de
animales en investigacion, mediante la sustitucién de los mismos por otros modelos in vitro
(Guillouzo y Guguen-Guillouzo, 2008; Corsini y otros, 2012; Shaw y otros, 2010; Tasnim y otros,
2021), ha generado la necesidad de establecer modelos celulares de origen humano capaces de
determinar el riesgo de ingerir un determinado medicamento previamente a la comercializacién del
mismo (Guillouzo y Guguen-Guillouzo, 2008).
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Los modelos in vitro son sistemas, normalmente formados por células dispuestas bidimensional
(2D) o tridimensionalmente (3D), especialmente Utiles para analizar la hepatotoxicidad y los
mecanismos que la subyacen (Segovia-Zafra y otros, 2021).

Sin embargo, actualmente no se conoce ningin modelo in vitro o in silico que permita detectar la
hepatotoxicidad inducida por farmacos en las fases preclinicas de su desarrollo, y que haya sido
aceptado por las agencias reguladoras de medicamentos, ya que, entre otras razones, no son
capaces de mantener su funcionalidad en el tiempo (Segovia-Zafra y otros, 2021; Pelecha y otros,
2017).

En el caso del iDILI, debido a la ausencia de biomarcadores que permitan su adecuada predicciony
diagnodstico, resulta de especial interés la busqueda y/o fabricacién de modelos para estudiar sus
mecanismos, de manera que su identificacion en pacientes reales sea facilitada y se evite la
administracion de medicamentos que puedan provocarlo (Segovia-Zafra y otros, 2021).

3.3.1. Principales modelos in vitro para el estudio del iDILI

Los sistemas empleados para el estudio del iDILI in vitro abarcan desde cultivos de uno o varios tipos
celulares en monocapa, hasta complejas estructuras tridimensionales. Un cultivo es un sistema
formado por células y tejido en el cual se mimetiza in vitro el ambiente que esta presente en el
organismo in vivo, permitiendo asi la manipulacion y evaluacién de las células que incorpora bajo
unas condiciones concretas (LeCluyse y otros, 2012). Existe una extensa variedad de configuraciones
posibles de cultivo desarrolladas en los uUltimos afios para la obtencion de los modelos in vitro
hepatotdéxicos, cuyas principales caracteristicas e inconvenientes se resumen en la Tabla 3.

Modelos de monocultivo

Los modelos mas simples son los monocultivos, es decir, aquellos en los que se cultiva un Unico tipo
celular, ya sea mediante una configuracién 2D o 3D.

El cultivo de hepatocitos humanos primarios (PHH, del inglés primary human hepatocytes) ha sido
el mas estudiado durante los dltimos afos y es considerado el modelo in vitro mas adecuado, dado
gue estas son las principales células del higado y son capaces de formar metabolitos similares a los
formados in vivo cuando son expuestos a determinados farmacos (Maurel, 2010; Guillouzo y
Guguen-Guillouzo, 2008). Los PHH pueden obtenerse a partir de biopsias o secciones de higado
(Segovia-Zafra y otros, 2021), los cuales poseen la estructura y la mayoria de las funciones de los
hepatocitos in vivo. Sin embargo, presentan multiples desventajas, entre las cuales destaca la gran
variabilidad inherente de células de distintos donantes humanos, su escasa disponibilidad, la
desdiferenciacion rapida que sufren a las pocas horas de ser cultivados, que da lugar a cambios en
su estructura, polaridad y morfologia, asi como su corta supervivencia, que es de aproximadamente
una hora cuando estdn en suspension y unos pocos dias cuando crecen en forma de monocultivo
(Guillouzo y Guguen-Guillouzo, 2008; Segovia-Zafra y otros, 2021).

Por dichas razones, ha sido indispensable la busqueda de fuentes celulares alternativas (Ramboery
otros, 2015). En este sentido, por una parte, se pueden obtener hepatocitos derivados de lineas
celulares de hepatoma, que son células de linaje inmortal aisladas de tumores, capaces de proliferar
de manera indefinida bajo las condiciones adecuadas (LeCluyse y otros, 2012). Si bien es cierto que
presentan una alta disponibilidad, facil manejo y un fenotipo estable durante largos periodos de
tiempo independiente del donante; su genotipo suele ser inestable y expresan menos funciones
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metabdlicas que los PHH, ya que no contienen la totalidad de las enzimas que si poseen los
hepatocitos (Guillouzo y Guguen-Guillouzo, 2008; Donato y otros, 2015; LeCluyse y otros, 2012;
Segovia-Zafra y otros, 2021; Guillouzo, 1998). Las principales lineas celulares disponibles de
hepatocitos son HepG2, HepaRG, Huh7 y Fa2N-4. Por otra parte, existe una tercera via para la
obtencidn de hepatocitos, basada en la diferenciacién de células madre embrionarias pluripotentes
o células madre adultas multipotentes, ya sea hepaticas o extrahepdticas, tales como las células
madre mesenquimales de la médula ésea o las células madre pluripotentes inducidas humanas.
Poseen un potencial de propagacion ilimitado, asi como capacidad de autorrenovacidn. Pueden
diferenciarse a células similares a hepatocitos, aunque los protocolos actuales sélo permiten
obtener un fenotipo inmaduro (Guillouzo, 1998; Guillauzo y Guguen-Guillouzo, 2008; Segovia-Zafra
y otros, 2021).

La principal desventaja de los monocultivos es que estos no mimetizan las interacciones dindmicas
y complejas entre los hepatocitos y las células no parenquimaticas, especialmente con las KC, por
lo que no permiten la evaluacion de la hepatotoxicidad mediada por el sistema inmune (Rose y
otros, 2016). Asimismo, algunos estudios han evidenciado que dichas interacciones heterotipicas y
homotipicas, ademads, contribuyen en el aumento de la supervivencia de los hepatocitos cultivados
(Guguen-Guillouzo, 1986). Consecuentemente, debido su limitado rendimiento predictivo, los
monocultivos centrados en un Unico tipo celular no son modelos apropiados para el estudio del
iDILI (Kostadinova y otros, 2013; Segovia-Zafra y otros, 2021).

Modelos de co-cultivo

Con el objetivo de optimizar los sistemas, se ha trabajado en el desarrollo de co-cultivos in vitro de
hepatocitos con CNP, siendo las KC el centro de interés dada su abundancia en el higado y papel en
la hepatotoxicidad. Numerosos estudios han demostrado mayor competencia metabdlica y
estabilidad de estos modelos frente a los monocultivos (Rose y otros, 2016; Kostadinova y otros,
2013). Cabe destacar la relevancia de conseguir un contacto directo entre los hepatocitos y las KC
en los co-cultivos ya que, tal y como demostraron Hoebe y otros (2001), dichas uniones simulan las
extensiones citoplasmaticas presentes in vivo, favoreciendo asi la produccién de citoquinas por
parte de las KC asi como la viabilidad de ambos tipos celulares.

Ademas, también se ha propuesto el uso de otro tipo de células no parenquimaticas, como las
células endoteliales sinusoidales, de forma que el co-cultivo de hepatocitos, KC y células
endoteliales sinusoidales hepaticas ha demostrado una mejor mimetizacion de la estructura
hepatica y, por tanto, una mayor funcionalidad del sistema para el analisis del iDILI (Ahmed y otros,
2017). Asimismo, el cultivo de hepatocitos junto con células estrelladas hepaticas ha resultado util
para el estudio de la fibrosis hepatica que en ocasiones es resultado del estrés oxidativo producido
durante el iDILI (Urtasun y Nieto, 2007; Ahamet y otros, 2017).

Al igual que en los monocultivos con hepatocitos primarios, el reto actual al que se enfrentan este
tipo de sistemas es la ausencia de una fuente celular funcional y relativamente ilimitada, por lo que
la disponibilidad de células primarias es muy reducida (Segovia-Zafra y otros, 2021; Tasnim y otros,
2021). Por esta razén, las investigaciones mas recientes se han centrado también en el uso de células
no parenquimaticas procedentes de lineas celulares inmortalizadas, las cuales proporcionan una
mayor preservacion y estabilidad de las funciones realizadas por los hepatocitos in vitro. En el caso
de la KC, se pueden generar a partir de la diferenciaciéon a macréfagos de la linea celular monocitica
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de leucemia humana THP-1 (Dixon y otros, 2013; Rose y otros, 2016; Chanput y otros, 2014;
Ramboer y otros, 2015).

Modelos tridimensionales

Finalmente, con el objetivo de mimetizar con mayor precisién la estructura hepatica, y dadas las
dificultades de los sistemas bidimensionales de mantener la configuracién fisioldgica y
supervivencia de los hepatocitos, se han propuesto algunos modelos tridimensionales (Tabla 3).
Estos han demostrado una actividad metabdlica mas prolongada en el tiempo y una reproduccién
mas fiel de la arquitectura del higado, exhibiendo una mejor capacidad predictiva del iDILI, pero
ninguno de ellos ha sido implementado debido a su elevada complejidad (Guillouzo, 1998; Segovia-
Zafra y otros, 2021; Ma y otros, 2023). Para simular el entorno extracelular real de los hepatocitos
se han empleado tanto hidrogeles naturales y biocompatibles, tales como alginato, acido
hialurdnico, gelatina, colageno y la ECM descelularizada, como materiales sintéticos (Lv y otros,
2022).
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TABLA 3. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS PRINCIPALES MODELOS /N VITRO PARA EL ESTUDIO DEL IDILI, ORDENADOS DE MENOR A MAYOR COMPLEJIDAD. LOS MODELOS CON MENOR COMPLEJIDAD SE ASOCIAN
CON UN MENOR COSTE, UNA MAYOR FACILIDAD EN SU PRODUCCION Y MAYOR REPRODUCIBILIDAD, PERO PRESENTAN MENOR EFECTIVIDAD.

Modelos

Suspension PHH

Cultivo de PHH en
inmersién en un medio
liquido

Monocultivos 2D

Cultivo en monocapa de
PHH

Crecimiento de los
hepatocitos adheridos a un
sustrato

Cultivo en monocapa de
HepG2

Linea celular inmortal
proveniente de un
carcinoma hepatocelular
diferenciado

Caracteristicas/Ventajas

Facilidad de uso

Inicialmente presentan funciones similares a las de los hepatocitos in
vivo

Posible criopreservacion

Mayor viabilidad de los hepatocitos que cuando se cultivan en
suspension

Posible induccidn o inhibicion de las enzimas metabdlicas

Facilidad de uso

Secrecion de proteinas plasmaticas hepdaticas
Soporte a la transduccién de CYP mediada por adenovirus
Morfologia epitelial al ser cultivadas en una superficie

Su polarizacion permite la estructuracion de las células en canaliculos
biliares

Es la linea celular mas empleada y mejor caracterizada

Metabolismo del colesterol, triglicéridos, lipoproteinas

Desventajas

Rapida desdiferenciacion
Corto periodo de vida (2-4 horas)

No se reproducen las interacciones de los hepatocitos con
las CNP

Dificultad de obtencion y alta variabilidad

Ausencia de formacion de canaliculos biliares

No se reproducen las interacciones de los hepatocitos con
las CNP

Dificultad de obtencion y alta variabilidad
Rapidos cambios fenotipicos con el tiempo de cultivo

Canaliculos biliares alterados

Niveles de expresion y actividad reducida de las enzimas y
transportadores para el metabolismo de farmacos

Diferencias sustanciales en la expresidn génica respecto
PHH

Ref.

(Guillouzo y Guguen-
Guillouzo, 2008)

(Guillouzo, 1998)

(Segovia-Zafray
otros, 2021)

(Segovia-Zafray
otros, 2021)

(Guillouzo, 1998)

(Guillauzo y Guguen-
Guillouzo, 2008)

(Donato y otros,
2015)

(LeCluyse y otros,
2012)

(Segovia-Zafra 'y
otros, 2021)
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Cultivo en monocapa de
HepaRG

Linea celular inmortal
proveniente de un tumor
hepatico con hepatitis C
crénica

Configuracion en Sandwich

Células incrustadas sobre
una matriz formada por
Colageno |, y recubrimiento
del sistema con una capa
de ECM gelificada

Co-cultivos 2D

Co-cultivos de hepatocitos
y células no parenquimales

Sintesis de acidos biliares, glucdgeno y senalizacidn de la insulina

Facil mantenimiento

Alta expresion de las enzimas de CYP
. . L L Son derivadas de un solo individuo, por lo que pueden
Adecuadas para estudios de metabolismo y toxicidad hepaticas . .
verse alteradas por los polimorfismos

Mantenimiento adecuado de su polaridad .
Origen tumoral

Reproducible

Aumento de la actividad enzimatica de CYP

Viabilidad, diferenciacion y capacidad funcional celular prolongada o . L
Organizacidn tridimensional limitada

Formacién gradual de canaliculos biliares
Degradable

Posibilidad de emplear células primarias, diferenciadas de células . . .
. ) . . Consistencia variable
madre o provenientes de lineas celulares inmortalizadas

Interacciones celulares con la ECM circundante

Dificultad para expandir las células in vitro
Mayor mimetizacién del fenotipo y condiciones hepaticas Distribucion aleatoria de las células
Interacciones célula-célula Mayor mortalidad celular

Ausencia de protocolos estandarizados y validados

Co-cultivo hepatocitos y KC

Buena competencia metabdlica y elevada estabilidad Baja disponibilidad de las células humanas primarias

(Guillauzo y Guguen-
Guillouzo, 2008)

(Marion y otros,
2010)

(LeCluyse y otros,
2012)

(Segovia-Zafray
otros, 2021)

(Kostadinova y otros,
2013)

(Guillouzo, 1998)

(Keemink y otros,
2015)

(Godoy y otros, 2013)

(Segovia-Zafray
otros, 2021)

(Rose y otros, 2016)

(Tasnim y otros,
2021)

(Rose y otros, 2016)
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Apropiado para el estudio de las reacciones inmunomediadas
inducidas por farmacos

Co-cultivo de hepatocitos y fibroblastos

Mayor duracién de la viabilidad y funcion celular (hasta 6 semanas)

No permiten un estudio apropiado de la hepatotoxicidad

Co-cultivo de HepG2 y THP-1

Modelo potencial para el estudio del iDILI: aumento de la sensibilidad
en presencia de THP-1 diferenciadas a macréfagos

Presentan la arquitectura tridimensional del higado
Cortes de higado Mantenimiento de las interacciones células-célula y célula-ECM

Apropiado para estudios a corto plazo

Mayor viabilidad celular y mantenimiento de las funciones hepaticas

Esferoides Establecimiento de interacciones célula-célula

Autoagregacion de células Facilidad de obtencion

Pueden emplearse con distintos tipos celulares
Mimetizan la ECM nativa

Scaffolds Buenas interacciones célula-célula

Aumentan la viabilidad celular y mantienen las funciones hepaticas

No es un modelo eficiente cuando las células THP-1 estan

en fenotipo monocitico

Las funciones metabdlicas no se mantienen estables en el

tiempo (uso limitado a 1 o 2 dias)
Baja viabilidad
Requiere de cirugia o sacrificio de muestras
No puede analizarse el flujo biliar por separado
Disponibilidad reducida

No aplicables al cribado de alto rendimiento

Fusion de los esferoides con el tiempo

Muerte celular en la regién central por el limitado
suministro de nutrientes y oxigeno

Variabilidad en tamafios

La amplia variedad de materiales dificulta el
establecimiento de un protocolo reproducible

Problemas en la recuperacion de las células

(Nguyen y otros,
2015)

(Khetaniy Bhatia,
2008)

(Granitzny y otros,
2017)

(Guillouzo, 1998)

(Segovia-Zafra 'y
otros, 2021)

(Guillouzo y Guguen-
Guillouzo, 2008)

(Kostadinova y otros,
2013)

(Guillouzo, 1998)

(Segovia-Zafray
otros, 2021)

(Segovia-Zafra 'y
otros, 2021)

32



Nuevos modelos multicelulares para la prediccién de la hepatotoxicidad idiosincratica

Biorreactores

Higado en un chip

Simulacién del entorno
hepatico

Higado bioimpreso en 3D
Impresion de células
hepaticas parenquimaticas
y CNP sobre scaffolds 3D

Pueden emplearse con distintos tipos celulares
Buen control de la porosidad
Permiten simular la zonificacién hepatica proporcionando un flujo de
nutrientes e intercambio metabdlico
Fenotipo diferenciado de los hepatocitos durante varias semanas
Formacidn de interacciones celulares y canaliculos biliares

Intercambio molecular continuo de nutrientes y oxigeno entre los

diferentes compartimentos

Recrean el esfuerzo cortante fisiologico al que esta sometido el higado

Mantenimiento de la funcién normal de hepatocitos y viabilidad
durante periodos de tiempo largos

Reproduccidn de la estructura hepatica

Consistencia variable

Dificultades asociadas con la perfusion continua inherente
al modelo

Posible estrés mecanico que puede alterar la dinamica
fisioldgica de los hepatocitos

Su potencial de prediccién de iDILI no esta validado

Elevada complejidad
Baja porosidad
Dificultad para controlar los cambios de medio

No reproduce la anisotropia del higado

(Olsavsky y otros,
2010)

(Kostadinova y otros,
2013)
(Segovia-Zafray
otros, 2021)

(Ma vy otros, 2023)

(Segovia-Zafray
otros, 2021)
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4. JUSTIFICACION

El desarrollo de la tecnologia durante los Ultimos afios ha permitido el avance de la medicina a
velocidad vertiginosa y ha tenido un efecto notable en la investigacién biomédica, haciendo posible
la obtencidn de nuevas sustancias farmacoldgicas y dietéticas. Una de las principales consecuencias
gue ello conlleva es el aumento de la esperanza de vida, por lo que cada vez es mayor la poblaciéon
envejecida, y hay un aumento creciente en la demanda de medicamentos.

El dafio hepatico idiosincratico inducido por farmacos es un problema grave que estd en aumento
en la sociedad actual. Dada la dificultad de ser detectado durante el cribado de farmacos en los
ensayos preclinicos, sumado a las crecientes iniciativas por reducir la experimentacién animal, se
han desarrollado diferentes sistemas de cultivo celular in vitro, tanto 2D como 3D, que permiten
mimetizar las condiciones in vivo y servir de modelos para el estudio de la hepatotoxicidad
provocada por los medicamentos en humanos.

En este sentido, el propdsito del trabajo ha sido proporcionar un modelo in vitro basandose en el
co-cultivo de hepatocitos junto con las células no parenquimaticas inmunoldgicas del higado, es
decir, las células de Kupffer. Sin embargo, debido al alto coste y a la falta de disponibilidad de estas
células primarias, se ha optado por la utilizacion de dos lineas celulares alternativas: las células
HepG2, que son derivadas a hepatocitos; junto con las células THP-1, que son diferenciadas a
macrdfagos polarizados o pro-inflamatorios para mimetizar las KC.

El objetivo es conseguir un sistema fisioldgicamente equiparable al tejido hepatico, capaz de inducir
una respuesta mediada por las células inmunoldgicas al tratarlo con diferentes concentraciones de
farmacos, para analizar cdmo se comporta ante dichos estimulos y predecir, de esta manera, una
posible hepatotoxicidad.

El estudio se ha realizado en co-cultivos con diferentes proporciones de hepatocitos y macréfagos,
simulando tres situaciones hepaticas distintas. Por una parte, el ratio 1:10 (THP-1:HepG2) contiene
un 9% de células THP-1 diferenciadas a macréfagos proinflamatorios y representa el estado
fisiolégico del higado. Por otra parte, el co-cultivo 1:5, en el cual el 17% de células son THP-1
diferenciadas a macréfagos, reproduce un estado intermedio de transicion hacia el estado de
inflamacidn. Este Ultimo es imitado co-cultivando las células a la proporcién 1:2, de forma que se
tiene la mitad de macréfagos M1 que de hepatocitos simulando el estado inflamatorio.

La validacién del modelo se ha llevado a cabo estudiando la toxicidad inducida por dos farmacos
conocidos por causar iDILI (la troglitazona y el trovafloxacino) y dos analogos que no producen iDILI
(la rosiglitazona y el levofloxacino, respectivamente).

Pese al notable avance de la investigacion en este dmbito, el principal interés del presente proyecto
reside en el establecimiento de un co-cultivo bidimensional capaz de reproducir la fisiologia
hepatica y desencadenar los mecanismos presentes en el iDILI. Se considera que, partiendo de un
adecuado afianzamiento de los sistemas “base” bidimensionales, sera posible el desarrollo e
implementacién de modelos 3D de mayor complejidad que representen de forma dptima el
comportamiento hepatico ante la presencia de un farmaco.
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5. NORMATIVA

La normativa que engloba el presente trabajo es la recogida por el Instituto Nacional de Seguridad
y Salud en el Trabajo (INSST), englobada dentro de la Normativa de Prevencidn de Riesgos Laborales.
Concretamente, se ha asegurado el cumplimiento de las normas relacionadas con la manipulacién
de sustancias y residuos quimicos y bioldgicos. Asi mismo, el Instituto proporciona multiples guias
técnicas de prevencidn relacionadas con este ambito que ha sido conveniente tener en cuenta.

e Ley31/1995, de 8 de noviembre, de prevencion de Riesgos Laborales («BOE» nim. 269, de
10 de noviembre de 1995, paginas 32590 a 32611).

e Ley33/2011, de 4 de octubre, General de Salud Publica («BOE» niim. 240, de 5 de octubre
de 2011, paginas 104593 a 104626).

e Real Decreto 374/2001, de 6 de abril, sobre la proteccion de la salud y seguridad de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con los agentes quimicos durante el trabajo
(«BOE» num. 104, de 1 de mayo de 2001, paginas 15893 a 15899).

e Real Decreto 39/1997, de 17 de enero, sobre el Reglamento de los Servicios de Prevencidn
(«BOE» numero 27, de 31 de enero de 1997).

e Real Decreto 486/1997, de 14 de abril, por el que se establecen las disposiciones minimas
de seguridad y salud en los lugares de trabajo («BOE» num. 97, de 23/04/1997).

e Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccion de los trabajadores contra los
riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo
(«BOE» num. 124, de 24 de mayo de 1997, paginas 16100 a 16111).

e Real Decreto 822/1993, de 28 de mayo, por el que se establecen los principios de buenas
practicas de laboratorio y su aplicacidon en la realizacién de estudios no clinicos sobre
sustancias y productos quimicos («BOE» num. 128, de 29/05/1993).

e Real Decreto 840/2015, de 21 de septiembre, por el que se aprueban medidas de control
de los riesgos inherentes a los accidentes graves en los que intervengan sustancias
peligrosas («BOE» nim. 251, de 20 de octubre de 2015, paginas 97531 a 97567).

e Real Decreto 952/1997, de 20 de junio, por el que se modifica el Reglamento para la
ejecucion de la Ley 20/1986, de 14 de mayo, Basica de Residuos Tdxicos y Peligrosos,
aprobado mediante Real Decreto 833/1988, de 20 de julio («<BOE» nim. 160, de 5 de julio
de 1997, paginas 20871 a 20880).

e UNE-CWA 16393:2014: Gestidon del riesgo bioldgico en el laboratorio. Guia para la aplicacidon
del CWA 15793:2008.

e UNE-ISO 35001:2021: Gestidn del riesgo biolégico en laboratorios y otras organizaciones
relacionadas
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

En el proceso de realizacidn de los cultivos celulares, se utilizaron medios de cultivo y complementos
adquiridos mayoritariamente de GIBCO (Gibco BRL, Paisley, UK) y otras casas comerciales (Tabla 4).

TABLA 4. MATERIALES NECESARIOS PARA EL CULTIVO DE LA LINEA CELULAR HEPG2 Y LA LINEA MONOCITICA THP-1.

Cultivo de la linea celular HepG2

Material Referencia
Medio de cultivo F12 Gibco Ref 21765-029
Medio de cultivo L15 Gibco Ref 11415-049
L-Glutamina Biochrom K0283
Suero Bovino Fetal (SBF) LINU-8460
Glucosa Sigma G7021
Albumina de suero bovino (BSA) Sigma A4503
Bicarbonato Comercial Grifols
Antibidtico Pen-Strep Penicillin y Streptomicin (P/S) Gibco 15140-122
Tripsina Gibco 0,25% Trypsin EDTA 1X
Tampdn fosfato salino (PBS) 1X Sigma Ref 806552
Linea celular HepG2 ATCC HB-8065
Linea celular THP-1 ATCC TIB-202

Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute

(RPMI) Glutama Gibco Ref 12027599
u X

Suero Bovino Fetal (SBF) LINU-8460

Antibiético Pen-Strep Penicillin y Streptomicin (P/S) Gibco 15140-122
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En cuanto al proceso para la diferenciacion de las células THP-1 desde su fase de monocitos, a su
estado de macrdofagos MO y posteriormente M1, se requirid de forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA) (Sigma P8139-1MG), asi como lipopolisacarido (LPS) (Sigma Ref L5293-2ML) e interferén
(IFN-y) (Peprotech Cat #300-02100UG).

En lo que concierne a los ensayos de caracterizacién, se empleé la inmunofluorescencia, para la cual
se dispuso de paraformaldehido (PFA), PBS, Triton X100, BSA, polietilenglicol sorbitano monolaurato
(Tween) (Sigma P1379) y la solucién Hoechst (Thermo Scientific™ 62249), asi como de los
anticuerpos primarios y secundarios necesarios, dispuestos en la Tabla 5. Tras la realizacién del
protocolo se adquirieron las imagenes mediante el microscopio Leica HMR del fabricante Leica
Microsystems.

Para el analisis de la viabilidad celular se empled el reactivo MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide) (Sigma M2128-1G), el cual se diluy6 en PBS 1X hasta 5 mg/mL, asi como dimetilsulféxido
(DMSOQ). Se utilizaron los farmacos trovafloxacino (TVX) (Sigma Ref. PZ0015-5MG), levofloxacino
(LVX) (Sigma T2573-5MG), troglitazona (TGZ) (Sigma Ref. 40922-100MG) y rosiglitazona (RGZ)
(Sigma Ref. R2408-10 MG), y el lector de placas Synergy H1 (BioTek) para la lectura de la
absorbancia.

Por lo que respecta a las pruebas de urea, se realizaron empleando el protocolo comercial
QuantiChrom™ Urea Assay Kit adquirido del fabricante Bioassays Systems y una placa de 96 pocillos
proporcionada por el mismo. La incubacion en este caso se hizo empleando medio DMEM sin rojo
fenol (Gibco Ref. 21063-029). La prueba de albimina se realizd mediante el protocolo ELISA
utilizando el kit Human Albumin ELISA kit (BETHYL E88-129). Ambas pruebas requirieron del uso del
lector de absorbancia Synergy H1 (BioTek).

Para la extraccién de RNA se dispuso del RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Madrid, Spain) y se cuantificd
en el espectofotometro UV-Vis Nanodrop 2000 de Thermo Scientific. Para la posterior RT-PCR se
utilizaron los reactivos M-MLV (Sigma Aldrich), RNase Out (Invitrogen), desoxirribonucledtido
trifosfato (dNTP's), el 5X buffer, el ditiotreitol (DTT), el primer oligo dT14 y H,O destilada.

Por ultimo, para la PCR se necesitaron los reactivos PCR SYBR Green Master (LightCycler® 480 SYBR®
Green | Master 04887352001), el colorante QY amarillo, TE, el colorante XC azul (Xilene Cyanole) y
los primers especificos para cada gen, los cuales se exponen en la Tabla 7. Se utilizé el termociclador
LigthCycler 480 Real-Time PCR System de la casa comercial Roche Applied Sciences para obtener los
resultados.

6.2. Métodos

6.2.1. Cultivos celulares

Todos los procedimientos relacionados con el cultivo celular y el tratamiento de las células se
desarrollaron en una cdmara de flujo laminar, la cual asegura trabajar con las condiciones de
esterilidad tanto de los materiales como de las células.

Cultivo HepG2

La linea celular HepG2 es una linea de células hepaticas inmortalizadas que crecen en monocapa,
derivada a partir del tejido hepatico de un hepatoma humano, la cual imita el comportamiento de
los hepatocitos humanos.
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Las células se almacenaron criopreservadas en el medio de congelacion (SBF + 10% v/v DMSO) en
nitrégeno liquido, y fueron proporcionadas por el fabricante en forma de crio-viales. Tras su
descongelacién, se cultivaron a una densidad de aproximadamente 1.500.000 células en su medio
de cultivo. Dicho medio se prepard a partir de los medios comerciales F12 y L15 en proporcién 1:1
v/v, al cual se le afiadié L-Glutamina (concentracidn final 2,5 mM), 7% SBF, Glucosa (concentracion
5 mM), BSA (concentracion 2 mM), Bicarbonato (concentracidn final 12 mM) y el antibiético P/S
formado por 10000 U/mL Penicillin y 10000 pg/mL de Streptomicin. Las células se han mantenido
en el incubador a 372C y una concentracidn del 5% de CO,.

El mantenimiento celular se realizd aproximadamente 2 veces a la semana. Para el subcultivo, el
protocolo que se siguid consiste, en primer lugar, en la eliminacién del medio de cultivo y en el
posterior lavado de la monocapa con PBS para eliminar restos de medio y los restos celulares; en
segundo lugar, se afade la enzima Tripsina y se incuba a 372C entre 2 y 3 minutos, periodo de tiempo
durante el cual se rompen los enlaces de las células sobre la superficie del frasco. En tercer lugar, se
recogen las células en medio de cultivo completo de las HepG2 y se centrifuga durante 3 min a la
velocidad de 1500 rpm. Se retira el sobrenadante y el pellet obtenido es resuspendido en medio de
cultivo completo de las HepG2.

La concentracién celular presente en dicho volumen se calculé haciendo uso de la Cadmara de
Neubauer, sobre la cual se introdujeron por capilaridad 10 pL de la suspension celular obtenida en
el espacio entre la cdmara y el cubreobjetos, y se realizé el contaje utilizando el Microscopio Optico.
La férmula que ha sido empleada para realizar el contaje viene dada por la Ecuacion 1, la cual
permite calcular la cantidad de células presentes en cada mL. De esta manera ha sido posible
determinar el volumen de suspension necesario que debe ser sembrado para lograr la densidad
celular deseada.

Numero de células contadas * Diluciéon * 10*

Y Células _
Concentracion celular ( / mL) Numero total de cuadrados

ECUACION 1. FORMULA PARA CALCULAR LA CONCENTRACION CELULAR MEDIANTE LA CAMARA DE NEUBAUER.

Cultivo THP-1

A diferencia de las anteriores, que crecen formando una monocapa adherida al frasco, las células
THP-1 fueron cultivadas en suspensidn en el interior de un frasco vertical, con el medio comercial
RPMI Glutamax suplementado con un 10% de SBF y el antibidtico P/S formado por 10000 U/mL
Penicillin y 10000 ug/mL de Streptomicin y se mantuvieron en la incubadora a 37 2C con una
concentracion de CO, del 5%. Para mantener su viabilidad fue necesario realizar un subcultivo a la
semana, asi como afiadir medio de cultivo dos veces por semana.

Dicho subcultivo se realizd centrifugando la suspensidn de células a 1500 rpm durante 3 minutos.
Pasado este tiempo, se elimind el sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido en el medio de
cultivo. La concentracién celular en el subcultivo se pudo conocer a través de la Ecuacidon 1 haciendo
uso de la Camara de Neubauer.

Diferenciacion de los monocitos THP-1 a macrofagos M1

Inicialmente, las células THP-1 no diferenciadas presentaban un fenotipo monocitico. Por dicha
razén, fue necesaria su diferenciacion a un fenotipo equiparable al de los macréfagos. Para ello, se
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empled el protocolo que fue puesto a punto en el trabajo de fin de grado realizado por Colomer
Merino, L. (2022) y que consiste la siembra en una placa de 12 pocillos de una suspension de células
THP-1 a la densidad celular de 150.000 células/pocillo, con su medio de cultivo y 20 ng/mL de PMA,
el cual hace posible la diferenciacién de las células monociticas al fenotipo de macréfago MO, es
decir, macréfagos inactivos, con una morfologia estrellada y adheridos a la base del pocillo. Dicho
tratamiento se mantiene 72 horas. Pasado este tiempo, se sustituye el medio de cultivo de la linea
monocitoca THP-1 con PMA por el medio de cultivo de macréfagos estimulador de M1, preparado
afiadiendo al medio de cultivo estdndar de THP-1 la endotoxina LPS (1 pug/mL) y la citoquina IFN-y
(20 ng/mL), y se mantiene durante 24 horas. De esta manera, los MO fueron activados a macrofagos
proinflamatorios M1 cuya morfologia es mas estrellada.

Con el objetivo de realizar el seguimiento temporal de los macréfagos M1 para comprobar si se
mantenia su diferenciacidon durante el tiempo de experimentacién, se sembraron dichas células
especializadas bajo tres condiciones diferentes durante 48 horas: (1) la primera con el medio de
cultivo de las células THP-1, es decir, RPMI Glutamax suplementado con SBF y P/S; (2) la segunda
condicidn consistié en el cultivo de las células M1 con el medio previamente mencionado pero
ademas estimulado con 1pg/mL de LPS; (3) y finalmente una tercera condicion en la cual se empled
el medio inicial estimulado con 1ug/mL de LPS y 20 ng/mL de IFN-y. Con ello se pretendia estudiar
si el mantenimiento del LPS e IFN-y en el medio de las THP-1 evitaba la desdiferenciacién de las
células con fenotipo M1 durante un periodo de tiempo adecuado para realizar los posteriores
experimentos con co-cultivos. Se caracterizaron mediante PCR, MTT e inmunofluorescencia
tomando como referencia las células THP-1 diferenciadas a macréfagos MO. En la Figura 5 se ha
esquematizado el proceso seguido.

i, s
§ % Medio THP-1
Cls ————
Diferenciacién a e Y Diferenciacion a i P Medio THP-1
monocitos MO i % macrétagos M1 i 5, +1 pg/mL LPS
R | I | ey > qPCR
20 ng/mL PMA % & 1 pg/mL LPS
o \ = 20 ng/mL IFN-y - Innumofluorescencia
Cultivo de células Medio THP-1
de la linea celular MO M1 +1 pg/mL LPS
THP-1
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FIGURA 5. ESQUEMA DEL PROCESO DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS THP-1 A MoNocITos MO Y MACROFAGOS M1.
EXPERIMENTO PARA LA COMPROBACION DE LA DESDIFERENCIACION DE LOS MACROFAGOS M1. FUENTE PROPIA CREADA MEDIANTE
BIORENDER.

Co-cultivos

Los co-cultivos se efecturaron empleando células de tipo HepG2 y macrdfagos M1 obtenidos a partir
de la diferenciacion de las células THP-1, siguiendo el protocolo explicado anteriormente para dicho
fin.

Se utilizaron diferentes ratios de HepG2 y THP-1 para mimetizar diferentes condiciones. En primer

lugar, se sembraron las células THP-1 en diferentes placas de 12 pocillos cada una con la densidad
correspondientes a cada proporcidon celular, siendo el total de células del co-cultivo de 150.000
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células/pocillo, y se diferenciaron al fenotipo de macréfago M1, siguiendo el protocolo expuesto
para el cultivo de dicho tipo celular y su diferenciacién. En segundo lugar, una vez transcurrido el
tiempo de diferenciacion, se sembraron las células HepG2 sobre los macrdfagos ya adheridos a los
pocillos en la densidad apropiada para cada uno de ellos. El medio utilizado consistié en la mezcla
1:1 v/v de los medios de ambos tipos celulares, teniendo en cuenta, en base a los resultados
obtenidos en el primer experimento, que en el medio de cultivo de los macréfagos era necesario
mantener el estimulo pro-inflamatorio a través de la adicién de 1ug/mL de LPS y 20 ng/mL de IFN-
v. Finalmente, se requirieron 24 horas de incubacién a 372C y 5% de CO; para asegurar la correcta
estabilizacién del co-cultivo.

Asimismo, se realizaron dos cultivos de control: uno de ellos sembrando Unicamente hepatocitos, y
el otro solamente con células THP-1 diferenciadas a macréfagos M1, utilizando en ambos casos el
mismo medio de cultivo que para los co-cultivos.

El proceso de elaboracién de los co-cultivos se ha esquematizado en la Figura 6.
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FIGURA 6. PROCESO SEGUIDO EN LA ELABORACION DE LOS CO-CULTIVOS. FUENTE PROPIA CREADA MEDIANTE BIORENDER.

Las muestras obtenidas de los cultivos, una vez establecidos, se caracterizaron mediante pruebas
de viabilidad y funcionalidad celular, las cuales seran explicadas a continuacion.

6.2.2. Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia se fundamenta en el marcaje de determinadas moléculas de interés
mediante anticuerpos a través de un microscopio de fluorescencia.

Las células se sembraron previamente en placas de 12 pocillos a la densidad de 150.000
células/pocillo. Se utilizaron los anticuerpos especificos descritos en la Tabla 5.
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TABLA 5. ANTICUERPOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS UTILIZADOS EN EL PROTOCOLO DE INMUNOFLUORESCENCIA.

Goat anti-Human Albumin (A80-  Alexa fluor 488 donkey anti-Goat

HepG2 Albumina .
229A, Bethyl) (A11055, Invitrogen)
CD68 (marcador = Recombinant anti-CD68 mouse Alexa fluor 594 donkey anti-
de membrana) antibody (AB233172, ABCAM) mouse (R37115, Invitrogen)
THP-1 CD163 Recombinant Alexa anti-CD163 Alexa fluor 488 donk .
exa fluor onkey anti-
(marcador de rabbit antibody (AB218293, . y
rabbit IgG (A21206, Invitrogen)
membrana) ABCAM)

El protocolo que se utilizéd consta de cinco fases. La fijacién es la primera, que permite detener el
metabolismo celular, y se realiza lavando, primeramente, los pocillos con PBS 1X tras haber aspirado
el medio de cultivo; a continuacion, se afiade PFA al 4% diluido en PBS 1X en el interior de una
campana de extraccién y se deja incubar durante 20 minutos; para posteriormente retirarlo y lavar
tres veces con PBS 1X. La placa se puede almacenar a 49C cubierta con PBS 1X.

En segundo lugar, se aspira el PBS 1Xy se lleva a cabo la permeabilizacion de la membrana, mediante
la incubacién de la placa a temperatura ambiente durante 20 minutos con Tritén X100 al 0,5% en
PBS. Seguidamente, se lava tres veces con PBS 1X y se procede a la etapa de bloqueo, que consiste
en la incubacion de la placa con PBS/BSA 3% durante 1 hora a temperatura ambiente.

A continuacion, se afiaden los anticuerpos primarios diluidos en PBS/BSA 1% a una dilucion 1:200,
se incuba la placa over night en agitacién a 42C, y posteriormente se realizan tres lavados con
PBS/BSA 1%-Tween 1%. En la Ultima etapa se incorporan los anticuerpos secundarios conjugados a
las moléculas fluorescentes en PBS/BSA 1% y se incuba la placa durante 1 hora a temperatura
ambiente en oscuridad. Finalmente, se retiran los anticuerpos secundarios, se realiza un lavado con
PBS/BSA 1% con Hoechst (1:500) y dos lavados con PBS/BSA 1% con Tween 0,1%, y se cubren los
pocillos con PBS 1X. Las imagenes se adquirieron por medio del microscopio de fluorescencia Leica
HMR.

6.2.3. Cuantificacidon de albumina

La cuantificacién de albumina se realizé en los medios de cultivo de las diferentes condiciones de
estudio tras 24 horas de cultivo.

Se utilizd el Kit Human Albumin ELISA, que se basa en la union de la albimina humana a un
anticuerpo especifico previamente pre-adsorbido a la superficie de los pocillos de la placa de 96
pocillos, sobre el cual se afiade un anticuerpo de deteccidn que se vincula a la albimina capturada
en la muestra. A continuacidn, se produce una reaccién colorimétrica con el substrato cromogénico
3,3',5,5'-tetrametilbencidina catalizada por la enzima strepavidin-conjugated horseradish
peroxidase, que da lugar a un producto azul que se transforma a amarillo cuando se le afiade acido
sulfurico, cuya absorbancia se mide mediante el lector de placas.

Las muestras adquirieron finalmente una coloraciéon amarilla cuya absorbancia fue medida a la
longitud de onda de 450 nm mediante el lector de placas Synergy H1.
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La concentracién de albumina de cada muestra fue cuantificada posteriormente interpolando los
valores obtenidos a la curva patrén generada durante el proceso, teniendo en cuenta que los valores
de absorbancia duplicados no debian diferir en mas de un 10%. Por ultimo, los datos de albumina
obtenidos en unidades de masa obtenidos fueron normalizados con respecto a la cantidad de RNA
de cada muestra.

6.2.4. Capacidad ureogénica

Para medir la capacidad ureogénica de los cultivos, se utilizé el kit de urea de BioAssays Systems,
gue permite medir la urea directamente de las muestras biolégicas. Para ello, emplea un reactivo
cromogénico que se une especificamente a la urea, y cuya intensidad de color es directamente
proporcional a la concentracién de dicha substancia en la muestra.

Las muestras a valorar se sembraron en placas de 12 pocillos a 150.000 células/pocillo y se
incubaron, una vez establecido el co-cultivo, con 500 uL de medio de cultivo DMEM sin rojo fenol,
para que este componente no generase interferencias. Se realizé una primera incubacién durante
30 minutos y pasado este tiempo se tomd una primera muestra de 100 pL, correspondiente al
tiempo 0 (to). A continuacién, se incubd durante 5 horas mas, y posteriormente se obtuvo otra
muestra de los 400 pl restantes, el tiempo ts.

El protocolo seguido fue el proporcionado por el fabricante, pero adaptado por el laboratorio. En
primer lugar, se prepard la curva patrén, diluyendo el Standard proporcionado en H,0 destilada el
patrdn facilitado por el Kit, obteniendo una concentracién resultante de 0,1 mg/mL. Esta se pipeted
por duplicado en una placa de 96 pocillos siguiendo la distribucién de volimenes indicada en la
Tabla 6.

TABLA 6. VOLUMENES DE PATRON Y H20 UTILIZADOS PARA LA PREPARACION DE LA CURVA PATRON.

Volumen (uL) de

Standard de 50 0 3 6 12 18 24
mg/mL
Agua destilada (pL) 30 27 24 18 12 6

En segundo lugar, se descongelaron las muestras y fueron centrifugadas durante 3 minutos a 8000
rpm.

En tercer lugar, se pipetearon en puntos dobles 30 uL del sobrenadante, y el mismo volumen en
otros dos pocillos de medio de incubacién para determinar el blanco.

Se continud el protocolo segln las instrucciones de la casa comercial y finalmente se midié la
absorbancia de cada pocillo a la longitud de onda de 520 nm haciendo uso del lector Synergy H1.

Mediante los valores de absorbancia obtenidos se aproximo la cantidad de urea secretada por cada
muestra, a partir de la ecuacién de la recta patrén obtenida por el ajuste lineal de los valores de
absorbancia de los pocillos de patrén. Finalmente, se normalizé dicha cantidad de urea producida
por cada muestra respecto a la cantidad de RNA presente en ésta.
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6.2.5. gPCR

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) fue empleada para la caracterizacién
de la transcriptémica de las muestras tanto de los monocultivos con las células THP-1 diferenciadas
a macrofagos M1, como de los monocultivos de HepG2 y los co-cultivos establecidos no tratados
con farmaco y tratados durante 24 horas con 25 uM de TVX y LVX, y con 100 uM de TGZ y RGZ.

La extraccidon del acido ribonucleico mensajero (mRNA) se realizd6 con el Kit RNeasy Plus del
fabricante Qiagen, y el protocolo proporcionado por el mismo. Las muestras fueron lisadas
previamente mediante el Buffer de lisis RLT. De manera resumida, el procedimiento consta de una
serie de lavados con los Buffers incluidos en el Kit y centrifugados. Finalizado el protocolo, se
cuantificé el RNA adquirido utilizando el espectofotémetro UV-Vis Nanodrop 2000 de Thermo
Scientific.

A continuacién, se retrotranscribié el RNA con el objetivo de obtener acido desoxirribonucleico
complementario (cDNA), empleando el protocolo para la RT elaborado por el Laboratorio. Se tomd
de referencia o blanco la muestra de la que mayor cantidad de RNA se disponia. Primeramente, se
pipeted 1 ug de RNA en 10 uL de H,0, tanto de las muestras como del blanco. Seguidamente, se
preparé un tubo Eppendorf de pool con los reactivos necesarios para todas las reacciones, excepto
las enzimas, tal que para cada reaccion:

5,25 pL H,0

- 3,75 uL dNTP’s a la concentraciéon de 4 mM

- 6 puL de 5X buffer

- 3 uLdeDTT ala concentracion de 0,1 M

- 0,75 pL del primer oligo dT14 a la concentracién de 120 uM

Tras mezclarlo, se incorporaron 18,75 plL del pooly 1,25 uL de H,0 al tubo Eppendorf que contenia
el blanco. Posteriormente, las enzimas requeridas para el total de reacciones fueron afiadidas al
pool, es decir, para cada reaccion:

- 1 pL de M-MLV a la concentracion de 200 unidades/pL
- 0,25 pL de RNasaOUT a la concentracion de 20 unidades/ulL
Se incorporaron 20 uL de pool a cada tubo de muestra.

A continuacién, cada muestra se incubd durante 60 minutos a 422C y tras ello, 15 minutos a 702C
para inactivar la enzima.

Por ultimo, el cDNA se diluyd a la proporcidn 1/30 en TE 0,1X con 2X del colorante QY amarillo y se
procedio a la realizacién del protocolo de la gPCR. El protocolo utilizado fue proporcionado por el
laboratorio y consistid en, inicialmente, la preparacién de un tubo Eppendorf con los reactivos
necesarios para cada gen, tal que para cada reaccion se necesitaron:

- 2,5uLde DNA 1/30

- 1,6 uLde H;0

- 0,8 uL de Primer Forward a la concentracion de 6 mM
- 0,8 uL de Primer Reverse a la concentracion de 6 mM
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Las secuencias de primers especificas utilizadas para la deteccidn de cada gen se exponen en la
Tabla 7.

A continuacidn, se pipetearon 2,5 uL de DNA de cada muestra en una placa de 384 pocillos, se
incorporaron en cada pool 3,6 plL/reaccion de DNA master SYBR GREEN (2x) y 0,2 ulL/reaccién de
colorante XC azul previamente diluido 1/20 en SYBR, y se pipetearon 7 uL de cada pool en los pocillos
correspondientes. Tras ello, se sellé la placa y se centrifugd durante 2 minutos a 2500 rpm.

Finalmente, se hizo uso del termociclador para amplificar el cDNA y realizar la recogida de datos.

TABLA 7. CEBADORES UTILIZADOS EN LA QPCR.

PBGD
TBP AAAATGGTGTGCACAGGAGCC CACATCACAGCTCCCCACCAT
ACTIN CGTACCACTGGCATCGTGAT GTGTTGGCGTACAGGTCTTTG
RPLPO TGGTCATCCAGCAGGTGTTCGA ACAGACACTGGCAACATTGCGG
ALBUMIN CACAGAATCCTTGGTGAACAGG TGCGAAATCATCCATAACAGC
HNF4 GCCTACCTCAAAGCCATCAT GACCCTCCCAGCAGCATCTC
AFP GCTTGGTGGTGGATGAAACA TCCTCTGTTATTTGTGGCTTTTG
TNFa GCAACAAGACCACCACTTCG GATCAAAGCTGTAGGCCCCA
IL-18 GCAGAAGTACCTGAGCTCGC TCCATGGCCACAACAACTGA
CXCL10 GCTTCCAAGGATGGACCACA GCAGGGTCAGAACATCCACT
CD206 CGTTCCTTTGGACGGATGGA CCTCGTTTACTGTCGCAGGT
CYP1A2 CCTTCGCTACCTGCCTAACC CTCTAGGCCCCTTCTTGCTG
CYP3A5 CTCCTCTATCTATATGGGACCCG TGACCTTCATACGTTCCCCAC
UGT1A1 TGCGACGTGGTTTATTCCCC AGGCTTCAAATTCCTGGGATAGTG
uGT2B7 AGGAGCTAAACACCTTCGGG TGCTGGAATAAACTGAAGTAGTCTC
GSTT1 ACGGGGACTTCACCTTGAC GTACTCATCCACACGGGCAC
GSTT2 CGACGCTCAAGGATGGTGA CTCCTCCAGGGCCATGAGAT
CHOP ATGAACGGCTCAAGCAGGAA GGGAAAGGTGGGTAGTGTGG

CGGAAGAAAACAGCCCAAAGA

TGAAGCCAGGAGGAAGC CAGT
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ATF6 GTATCAGGAACTCAGGGAGTG GCAGGTGATCCCTTCGAAAT
ATF4 GAAGCGATTTAACGAGCGCC ATCTTGGTTCCTGCCACGTT
CAT TCAGGTGCGGGCATTCTATG TGATGAGCGGGTTACACGGA
SoD1 ACAAAGATGGTGTGGCCGAT CGACTTCCAGCGTTTCCTGT
soD2 CTCAGGTTGGGGTTGGCTTG TGCTCCCACACATCAATCCC
NFE2L2 GCGACGGAAAGAGTATGAGC TACAAACGGGAATGTCTGCG
GCLC TCAATGGGAAGGAAGGTGTGT TGGTTTGCGATAAACTCCCTCA
GCLM AATCTTGCCTCCTGCTGTGTG ACTCGTGCGCTTGAATGTCAG

El andlisis de los resultados de la PCR se llevo a cabo por medio del método delta delta Ct (AACt).
Este permite cuantificar la expresion génica a partir del umbral de ciclos (CT) obtenido en el lector
de placas, que es el nimero de ciclos a partir del cual la sefial fluorescente es detectada y, por tanto,
el nimero de ciclos a partir del cual se identifica la amplificacién del gen.

6.2.6. Ensayo de viabilidad MTT

La prueba MTT se realizd, en primer lugar, para comprobar el efecto sobre la viabilidad celular tanto
del protocolo de diferenciacion de células THP-1 a macréfagos M1 como de los co-cultivos realizados
con estas células junto con HepG2; asi como para el analisis de la hepatotoxicidad provocada por
farmacos sobre los co-cultivos propuestos, con el objetivo de evaluar la funcionalidad del modelo
in vitro planteado.

Los medicamentos seleccionados para la valoracidn de la hepatotoxicidad fueron el TVX, el LVX, la
TGZ y la RGZ.

Se prepard una solucién madre de cada farmaco disolviéndolo en DMSO y se realizaron las
diluciones seriadas a las concentraciones descritas en la Tabla 8 para evitar la toxicidad debida al
DMSO, rango que ha sido previamente descrito en la literatura para estudiar el efecto hepatotdxico
de dichos farmacos.

TABLA 8. INFORMACION DETALLADA DE LOS FARMACOS DE REFERENCIA UTILIZADOS EN EL ESTUDIO (GRANITZNY Y OTROS, 2017).

iDILI (noala 800-750-500-250-
TVX 160
venta) 125-75-50-25
Fluoroquinolonas
. 800-750-500-250-
LVvX No-iDILI 200

125-75-50-25
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iDILI (no a la 250-225-200-175-
TGZ 100
venta) 150-100-75-50
Tiazolidinedionas
250-225-200-175-

150-100-75-50

RGZ No-iDILI 100

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, a la densidad de 15.000 células/pocillo, y pasadas
24 horas desde su siembra fueron tratadas con el farmaco diluido en DMSO, tomando un conjunto
de muestras como control a las cuales solamente se les incorporé DMSO. Pasadas 24 horas de
incubacién a 379C, se llevd a cabo el ensayo MTT para analizar la viabilidad celular.

El ensayo se fundamenta en la reaccidn de reduccién de la sal de tetrazolio (MTT) soluble y amarilla,
en el precipitado insoluble de color azul intenso llamado formazan. Dicha reaccién tiene lugar en el
interior celular y es ejecutada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa.

El protocolo fue proporcionado por el laboratorio, y requirié de la preparacion del reactivo MTT
como una solucion stock a la concentracion de 5 mg/mL en PBS, que se esterilizo por filtracidn y fue
almacenado a 49C en una botella de vidrio opaco. Tras ello, la solucidn stock se diluyé a la
proporcion 1:10 con el medio de cultivo correspondiente a 372C.

Los cultivos previamente tratados con el farmaco fueron lavados con 100 pL de PBS 1X a 379C. A
continuacion, se pipetearon 100 pL a cada pocillo de la dilucién del reactivo MTT con el medio de
cultivo y se incubd la placa entre 2 y 3 horas a 372C.

Posteriormente, se aspird el medio de la placa y se incorporaron 100 uL de DMSO a cada pocillo,
para resuspender el formazan. La placa se incubd 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad
y finalmente se realizo la lectura de la absorbancia a la longitud de onda de 550 nm haciendo uso
del lector de placas Synergy H1.

En el caso del estudio de la viabilidad celular en el proceso de activacion de las células THP-1y en
el establecimiento de los co-cultivos, el protocolo seguido fue el mismo, pero en dicho caso los
cultivos no fueron tratados previamente con farmacos.

Los datos obtenidos fueron procesados y convertidos en porcentajes referidos al control de cada
placa, es decir, los pocillos de células que no tratadas con el farmaco y que solamente contenian
DMSO.

6.3. Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos en las diferentes pruebas fueron estudiados e interpretados haciendo uso del
analisis ANOVA One-way y Two-way, considerando como cierta la hipdtesis de homocesdasticidad.
El intervalo de confianza utilizado fue del 95% y se llevé a cabo por medio del Software GraphPad
Prism 8.0.2. Conjuntamente con dicho analisis, se realizé la prueba de Tukey como post-test, que
permite identificar los subconjuntos de datos con diferencias estadisticamente significativas.
También se utilizo el test de Dunnett para realizar comparaciones multiples. Dichas diferencias han
sido representadas mediante el simbolo “*” (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001).
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion del proceso de diferenciacion a macréfagos M1

El primer objetivo del presente proyecto consistié en el establecimiento de las condiciones
apropiadas para el mantenimiento de las células THP-1 diferenciadas a macrdfagos
proinflamatorios, es decir, de fenotipo M1, durante el tiempo de experimentacién. Para ello, en
primer lugar, posteriormente al tratamiento de las THP-1 con 20 ng/mL de PMA, se realizaron
inmunofluorescencias pasadas 24 horas, en diferentes condiciones. En segundo lugar, tras 48 horas
en esas mismas condiciones, se llevd a cabo la gPCR para estudiar la expresién genética y la MTT
para analizar la viabilidad celular pasado el periodo de tiempo de experimentacién. La Figura 7

ilustra la cronologia seguida.
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FIGURA 7. CRONOLOGIA SEGUIDA PARA LA OPTIMIZACION DEL MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS THP-1 DIFERENCIADAS A
MACROFAGOS M1. EN COLOR MORADO SE EXPONEN LAS MUESTRAS QUE SE HAN ANALIZADO POSTERIORMENTE MEDIANTE
INMUNOFLUORESCENCIA, QPCR Y MTT. ELABORACION PROPIA MEDIANTE BIORENDER.

El analisis de la expresion mediante inmunofluorescencia permitid valorar la expresidn de
marcadores de macréfagos (CD68 y CD163) en las diferentes condiciones analizadas (Figura 8).
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B)

FIGURA 8. IMAGENES DE INMUNOFLUORESCENCIA OBTENIDAS DURANTE EL PROCESO DE ACTIVACION DE LAS CELULAS THP-1 A
MACROFAGOS DE FENOTIPO M1. EL MARCADOR CD68 APARECE EN COLOR ROJO, MIENTRAS QUE EL MARCAJE VERDE SE
CORRESPONDE CON EL CD163 Y EL AZUL IDENTIFICA LOS NUCLEOS CELULARES. A) CELULAS THP-1 TRATADAS CON PMA DURANTE
72 HORAS Y NO TRATADAS DURANTE LAS 24 HORAS SIGUIENTES. B) CELULAS THP-1 TRATADAS CON PMA DURANTE 72 HORAS Y
CON LPS LAS 24 HORAS SIGUIENTES. C) CELULAS THP-1 TRATADAS CON PMA DURANTE 72 HORAS Y CON LPS E IFN-y LAS 24
HORAS SIGUIENTES. LA BARRA DE ESCALA REPRESENTA UNA DIMENSION DE 100 pM EN TODAS LAS IMAGENES.

Se observd que el tratamiento de las células THP-1 con PMA, hace que las células se adhieran al
fondo del pocillo y alcancen una morfologia estrellada caracteristica de los macréfagos M1. Este
hecho se magnificaba cuando se mantenia el estimulo de LPS o LPS junto con la citoquina IFN-y
(Figura 8, By C). Por lo que respecta a los marcadores de los macréfagos, se observéd que estos se
expresaban de manera homogénea en las tres condiciones.

Pasadas 48 horas desde la diferenciacion de las células THP-1 al fenotipo de macréfago M1, bajo
diferentes condiciones de tratamiento (Figura 9), se realizd el analisis de la expresién de genes
caracteristicos de macréfagos. Estos genes fueron el CXCL10, TNF-a y IL-16 para el fenotipo M1, y
CD206 para el fenotipo MO, y se emplearon como Housekeeping los genes PBGD, Actina y TBP para
realizar la normalizacién de su expresion.
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FIGURA 9. EXPRESION DE LOS GENES CARACTERISTICOS CXCL10, TNF-a, IL-16 Y CD206 EN MUESTRAS DE CELULAS THP-1
DIFERENCIADAS A MACROFAGOS M1, PASADAS 72 HORAS SIN ESTIMULACION (M1 72 H), CON ESTIMULACION DE 1 uG/ML DE LPS
(M1 72H + LPS) Y cON 1 uG/ML DE LPS Y 20 NG/ML DE IFN-y (M1 72H + LPS + IFN- y). SE REPRESENTA LA INTENSIDAD
RELATIVA (I.R.) CON RESPECTO A LA EXPRESION DE LOS MISMOS EN LOS MACROFAGOS DE FENOTIPO MO, NO ACTIVADOS A M1. SE
HA INDICADO CON * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS, CON *P < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Y ****p <
0.0001 (N=3, TeST ONE-WAY ANOVA JUNTO CON EL POST-TEST TUKEY) RESPECTO LOS MACROFAGOS M1 TRAS 24 HORAS SIN
EXPOSICION A LPS NI IFN-y.

Tanto la expresidn de los genes IL-16 como TNF-a se vio incrementada a las 72 horas de tratamiento
del cultivo de las THP-1 con LPS e IFN-y respecto a los macréfagos M1 sin este estimulo, siendo
estadisticamente significativa dicha diferencia cuando fue estimulado con LPS e IFN-y a la vez (p <
0,0001). En cambio, la expresién del gen CXCL10 disminuyd significativamente bajo las mismas
condiciones para todas las muestras en comparacion con los macrofagos M1 activados a las 24
horas. Cabe destacar que si se expresd en los macréfagos estimulados con LPS e IFN-y durante 72
horas, pero no cuando se analizé en las otras dos condiciones. Mientras que en el caso del gen
CD206, se observd un aumento significativo en su expresién cuando el cultivo no fue estimulado
con LPS ni IFN-y (p = 0,0469), y apenas se expresd en caso contrario.
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Por ultimo, se estudid el efecto de la estimulacion con la endotoxina LPS y la citoquina IFN-y de las
células HepG2 y THP-1 diferenciadas a macréfagos M1, ambas en monocultivo, sobre la viabilidad
celular con el fin de determinar si esta se ve comprometida bajo dichas condiciones (Figura 10). A
través del Test One-way ANOVA, y en un intervalo de confianza del 95%, utilizando conjuntamente
la prueba post-hoc de Tukey, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en ningln
caso.
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FIGURA 10. ENSAYO MTT REALIZADO SOBRE MONOCULTIVOS DE HEPG2 Y M1 TRATADOS CON 1 uG/ML DE LPS Y 20 NG/ML DE
IFN-y. NO SE HAN IDENTIFICADO DIFERENCIAS ESTADISITICAMENTE SIGNIFICATIVAS DE LOS CULTIVOS TRATADOS CON RESPECTO A LOS
NO TRATADOS (N=5, TEST TWO-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY).

7.2. Co-cultivos HepG2 con células THP-1 diferenciadas a macréfagos M1

7.2.1. Caracterizacion del co-cultivo

Analizada la viabilidad y mantenimiento de los macréfagos diferenciados a fenotipo M1 a partir de
las células THP-1 por medio del tratamiento con LPS e IFN-y, se realizaron los co-cultivos de dichas
células con HepG2. Estos se llevaron a cabo utilizando las tres proporciones celulares propuestas.
24 horas después de la siembra de las células HepG2 sobre los macréfagos M1, se llevaron a cabo
anadlisis de viabilidad, morfoldgicos y de expresidn génica, para determinar su correcto
establecimiento, por medio de la MTT, la inmunofluorescencia y la gPCR, respectivamente.

En primer lugar, el estudio de la viabilidad demostré que no habia diferencias estadisticamente
significativas en la viabilidad celular de los diferentes co-cultivos tratados con LPS e IFN-y respecto
a los no tratados (Figura 11), por lo que se decidié que era posible mantener el estimulo pro-
inflamatorio para tener macréfagos polarizados M1 sin afectar a las células HepG2.
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Viabilidad co-cultivos

150
mm 1:10 (M1:HepG2)

S = 1:5 (M1:HepG2)
= 100+ T T 1:2 (M1:HepG2)
3 1
©
]
2 50+
-]
8
>

0_

SIN CITOQUINAS  LPS LPS + IFN-y

Estimulo

FIGURA 11. VIABILIDAD DE LOS CO-CULTIVOS, PASADAS 24 HORAS DE ESTIMULARLAS CON LPS 0 LPS+IFN-y DESDE LA SIEMBRA DE
L0S HEPG2, A LAS TRES PROPORCIONES CELULARES PREVIAMENTE DESCRITAS. NO SE HAN IDENTIFICADO DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS DE LOS CULTIVOS ESTIMULADOS CON CITOQUINAS RESPECTO A LOS NO ESTIMULADOS (N=5, TEST
TWO-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY).

En segundo lugar, en los estudios de inmunofluorescencia se observé un aumento del marcaje CD68
en rojo, a medida que aumentaba la proporcidon de macréfagos en el co-cultivo, y una disminucion
en el marcaje de Albumina, que identifica las células HepG2 (Figura 12).

A)

B)

)

FIGURA 12. IMAGENES DE INMUNOFLUORESCENCIA REALIZADAS SOBRE LOS CO-CULTIVOS A LAS PROPORCIONES DE: A) 1:10
(M1:HepG2), B) 1:5 (M1:HerpG2), Y C) 1:2 (M1:HEPG2). LA ALBUMINA SE EXPRESA EN LAS CELULAS HEPG2 EN COLOR VERDE,
MIENTRAS QUE EL MARCADOR CD68 APARECE EN ROJO E IDENTIFICA LOS MACROFAGOS. EL COLOR AZUL TINE LOS NUCLEOS
CELULARES. LA BARRA DE ESCALA REPRESENTA UNA DIMENSION DE 100 uM EN TODAS LAS IMAGENES.
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En tercer lugar, en el analisis de la expresidn génica se estudiaron 4 grupos de genes:

- Marcadores génicos de hepatocitos: albimina (ALB), alfafetoproteina (AFP) y el factor
nuclear de hepatocito (HNF-4).

- Marcadores génicos de macrofagos proinflamatorios: factor de necrosis tumoral (TNF-a),
interleuquina 1 (/L-18) y la quimiocina C-X-C ligando 10 (CXCL10).

- Los citocromos de la familia P-450: CYP3A5y CYP1A2.

- Enzimas del metabolismo de Fase Il del higado: las enzimas UDP-glucuronosiltransferasa
1A1 y 2B7 (UGT1A1 y UGT2B7) y el glutatiéon S transferasa Theta-1 y Theta-2 (GSTT1 y
GSTT2).

Se emplearon los genes TBP y PBGD como Housekeeping para normalizar su expresién. La intensidad
relativa de la expresion de cada gen se muestra en las Figuras 13, 14, 15, y 16.
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FIGURA 13. EXPRESION (I.R.) DE LOS MARCADORES ALB, AFP Y HNF-4 DE HEPATOCITO TRAS EL MANTENIMIENTO DE LOS
MONOCULTIVOS Y LOS CO-CULTIVOS CON EL MEDIO DE CULTIVO ESTIMULADOR DURANTE 24 HORAS. SE HA INDICADO MEDIANTE *
LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS CON RESPECTO AL MONOCULTIVO DE HEPG2, CON *p < 0.05; **p < 0.01;
**%¥p < 0.001Y ****p <0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY).
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FIGURA 14. EXPRESION (I.R.) DE LOS MARCADORES CXCL10, IL-18 Y TNF-a DE MACROFAGOS PROINFLAMATORIOS TRAS EL
MANTENIMIENTO DE LOS MONOCULTIVOS Y LOS CO-CULTIVOS CON EL MEDIO DE CULTIVO ESTIMULADOR DURANTE 24 HORAS. SE HA
INDICADO MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS CON RESPECTO AL MONOCULTIVO DE M1, CON *P <
0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Yy ****p < 0.0001 (N=4, TEST ONE-wAY ANOVA, POST-TEST TUKEY).
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FIGURA 15. EXPRESION (I.R.) DE LOS CITOCROMOS CYPIA2 Y CYP3A5 TRAS EL MANTENIMIENTO DE LOS MONOCULTIVOS Y LOS
CO-CULTIVOS CON EL MEDIO DE CULTIVO ESTIMULADOR DURANTE 24 HORAS. SE HA INDICADO MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS CON RESPECTO AL MONOCULTIVO DE HEPG2, CON *P < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Y
***%*p <0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY).
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FIGURA 16. EXPRESION (I.R.) DE LAS ENZIMAS DE METABOLISMO DE FASE Il HEPATICAS, UGT1A1, UGT2B7, GSTT1Y GSTT2,
TRAS EL MANTENIMIENTO DE LOS MONOCULTIVOS Y LOS CO-CULTIVOS CON EL MEDIO DE CULTIVO ESTIMULADOR DURANTE 24 HORAS.
SE HA INDICADO MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS CON RESPECTO AL MONOCULTIVO DE HEPG2,
CON *P<0.05; **pP<0.01; ***p<0.001Y ****p < 0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY).

Se observé una disminucion significativa de los marcadores de hepatocitos ALB y AFP en los co-
cultivos con respecto al monocultivo HepG2, que se hace mds notable para mayor proporcion de
macrofago en el co-cultivo (Figura 13). En cambio, HNF-4 no mostrd variaciones de expresion
significativas en ningln co-cultivo con respecto al monocultivo de HepG2.

Los marcadores de macréfagos disminuyeron significativamente (Figura 14), aunque siguieron
expresandose, en los co-cultivos con respecto al monocultivo de macréfagos M1.

Por otra parte, los citocromos CYP1A2 y CYP3A5 (Figura 15), no sufrieron diferencias significativas
en su expresion con respecto a los monocultivos de HepG2, aunque en el caso de la CYP3A5 se

observé un ligero aumento en su expresion a medida que la proporcién de macréfagos en el co-
cultivo era mayor.
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En el caso de las enzimas de metabolismo (Figura 16), se identificd un aumento significativo en su
expresion respecto de los monocultivos de HepG2 en el caso de la UGT1A1 y la GSTT1, a medida
gue aumentaba la cantidad de macréfagos en el co-cultivo. Estas enzimas no se expresaron en el
monocultivo de M1. En cambio, los genes UGT2B7 y GSTT2, si que se expresaron ligeramente en el
monocultivo de M1, y sufrieron un ligero aumento en los co-cultivos, con la misma tendencia que
en el caso anterior, pero sin tener éste significancia estadistica.

7.2.2. Evaluacion de la funcionalidad del co-cultivo

Tras la caracterizacidn del co-cultivo, se procedio al andlisis de su funcionalidad. Para ello, en primer
lugar, se cuantificé la albumina producida por los cultivos a las tres proporciones (M1:HepG2)
estudiadas, durante un periodo temporal de 24 horas (Figura 17).
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FIGURA 17. GRAFICA DE SECRECION DE ALBUMINA (NG EN 24 HORAS/uG RNA) POR LOS CO-CULTIVOS DE CELULAS HEPG2 Y THP-
1 DIFERENCIADAS A MACROFAGOS. LOS * REPRESENTAN LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE LA PRODUCCION
MEDIA DE ALBUMINA DE CADA TIPO DE CO-CULTIVO Y EL MONOCULTIVO DE HEPG2 SEMBRADAS A 150000 CELULAS/POCILLO, CON
*p<0.05; **P<0.01; ***p<0.001Y ****p <0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY).

Aunqgue se observaron valores similares de produccidon de albimina en todas las condiciones
analizadas, en los co-cultivos 1:10 y 1:5, se observd una ligera disminucion significativa respecto a
los monocultivos de HepG2.

En segundo lugar, se cuantificé la produccion de urea de los co-cultivos (Figura 18). Se observé un
aumento de la capacidad ureogénica en los co-cultivos comparado con los monocultivos de HepG2,
aunque ese aumento sélo fue significativo en los co-cultivos con la mayor proporcion de M1 (1:2).
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FIGURA 18. CAPACIDAD UREOGENICA (NG UREA/uG RNA/HORA) DE LOS MONOCULTIVOS SEMBRADOS UNICAMENTE CON CELULAS
HEPG2, Y DE LOS CO:CULTIVOS CON PROPORCIONES 1:10, 1:5 Y 1:2. SE HA INDICADO CON * LAS DIFERENCIAS ESTAD{STICAMENTE
SIGNIFICATIVAS ENTRE LA UROGENESIS MEDIA POR HORA DE CADA TIPO DE CO-CULTIVO Y EL MONOCULTIVO DE HEPG2 SEMBRADAS
A 150000 CELULAS/POCILLO, CON *P < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Y ****p < 0.0001 (N=4, TEST ONE-WAY ANOVA,
POST-TEST TUKEY).

7.3. Hepatotoxicidad inducida por farmacos

Una vez establecido el co-cultivo y comprobada su funcionalidad, se evalud la idoneidad del modelo
in vitro propuesto para el estudio del iDILl. Los cultivos fueron tratados con los farmacos
trovafloxacino y levofloxacino, asi como troglitazona y rosiglitazona; siendo el primero de cada par
hepatotdxico y el segundo, su andlogo no hepatotoéxico. Posteriormente, se realizé el ensayo de la
MTT para analizar la viabilidad celular ante la exposicién a dichos farmacos (Figuras 19 y 20).
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FIGURA 19. ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS CO-CULTIVOS TRATADOS CON TVX (/ZQUIERDA) Y CON SU ANALOGO NO
HEPATOTOXICO LVX (DERECHA). SE HA SENALADO MEDIANTE EL SIMBOLO “*” LA DISMINUCION ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA
DE LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS CO-CULTIVOS CON RESPECTO AL MONOCULTIVO DE HEPG2, CON *pP < 0.05; **p < 0.01; ***p
< 0.001 vy ****p < 0.0001 (N=2, TEST TWO-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY). ASIMISMO, SE OBSERVARON DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS TAMBIEN ENTRE LOS CO-CULTIVOS A LA PROPORCION 1:2 Y 1:10 (P=0,0076) EN EL CASO DEL TVX; Y ENTRE LOS CO-
cuLTivos 1:10Y 1:5 (p=0,0061), Asicomo 1:5 1:2 (P=0,0008) AL SER TRATADOS CON LVX.

55



Nuevos modelos multicelulares para la prediccidn de la hepatotoxicidad idiosincratica

Viabilidad TGZ Viabilidad RGZ
120 120
100+ 100 -l —1

80 80

T
R=—N

60— 60

40 40

Viabilidad celular (%)
Viabilidad celular (%)

20 204

0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

TGZ [uM] RGZ [uM]
& 1:10 (M1:HepG2) = 1:10 (M1:HepG2)
* %k
= 1:2 (M1:HepG2) *xxx 1:2 (M1:HepG2)

FIGURA 20. ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS CO-CULTIVOS TRATADOS CON TGZ (/ZQUIERDA) Y SU MEDICAMENTO
ANALOGO NO HEPATOTOXICO RGZ (DERECHA). SE HA INDICADO CON * LAS DIFERENCIAS ESTAD{STICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS CO-CULTIVOS CON RESPECTO AL MONOCULTIVO DE CELULAS HEPG2, CON *P < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001 v ****p < 0.0001 (N=3, TEST TWO-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY). TAMBIEN EXISTEN DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAMENTE ESTADISTICAS ENTRE LOS CO-CULTIVOS 1:10 Y 1:2 AL SER TRATADOS CON TGZ (P=0,0041).

En el caso de los cultivos expuestos a TVX, se observd una disminucion de la viabilidad celular
dependiente de la concentracidn en todos los cultivos, siendo esta estadisticamente mas acusada
en el caso de los co-cultivos en comparacion con el monocultivo de HepG2, especialmente los de
ratio 1:5y 1:2, lo cual indica una mayor sensibilidad de estos al farmaco frente a los monocultivos.
En cambio, su homdlogo no hepatotdxico, el LVX, generd una disminucidn de la viabilidad menos
notable en todos los cultivos, siendo mdas acusada en el co-cultivo 1:5, aunque con menor
significancia estadistica que la causada por el TVX (Figura 19).

Por lo que respecta a las muestras tratadas con TGZ y su andlogo no hepatotdxico RGZ, las
diferencias en la viabilidad celular no fueron tan notables entre los diferentes tipos de cultivos en
comparacién el TVX (Figura 20). Pese a ello, si que se observé una disminucién de la viabilidad
celular provocada por la TGZ mdas acusada en los co-cultivo de proporcion 1:5 y 1:2, siendo este
ultimo el mas sensible dado que sufri6 una mayor mortalidad. La disminucién de la viabilidad
provocada por la RGZ fue similar en todos los cultivos.

Asimismo, se ejecutd el test de Dunnett, con a=0,05, para comparar la viabilidad celular observada,
para cada tipo de cultivo realizado, a las diferentes concentraciones de fdrmaco con respecto a los
cultivos no tratados, es decir, con concentraciéon cero (Anexo Tabla 1). De esta manera, se
identificaron disminuciones estadisticamente significativas en la viabilidad celular a partir de la
concentracion de 50 uM de TVX en los co-cultivos 1:10 (M1:HepG2) y 1:2 (M1:HepG2), y 25 uM de
TVX en el co-cultivo 1:5, frente a los 250 uM de TVX observados en el monocultivo HepG2 respecto
a sus andlogos de concentracién cero. Por el contrario, en el caso del LVX, fue a partir de 750 uM y
500 uM cuando se observaron disminuciones estadisticamente significativas en la viabilidad celular
para los cuatro tipos de cultivos en comparacién con sus analogos no tratados. Por lo que respecta
a los cultivos expuestos a TGZ y a RGZ, la concentracién minima a la cual se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad celular con respecto a las muestras sin tratar fue de
75 UM en los co-cultivos 1:5 y 1:2 tratados con TGZ, y de 100 uM en el caso del co-cultivo 1:10, al
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igual que en el monocultivo de células HepG2. En el caso de la RGZ, dicho valor fue 200 uM tanto
para los co-cultivos como para los monocultivos.

Finalmente, se analizd la expresion génica de los cultivos tratados durante 24 horas con una
concentracion de farmaco seleccionada, siendo ésta de 25 puM en el caso del TVX y el LVX, y de 100
MM para la TGZ y RGZ. La finalidad de este ultimo estudio fue poder dar una explicacion a la
diferencia observada en la sensibilidad de los diferentes co-cultivos para la deteccién de la toxicidad
hepatica inducida por el TVX y la TGZ. Para ello, se analizaron los siguientes genes implicados en
diferentes vias de sefializacidon que estan implicadas en el iDILI, tal y como se explicé en el apartado
3.2.2 del presente documento:

- Genes implicados en la apoptosis: CHOP, el factor de transcripcion activador 6 (ATF6) y el
factor de transcripcién activador 4 (ATF4).

- Genes implicados en la respuesta al estrés oxidativo: la catalasa (CAT), las enzimas
superdxido dismutasa 1y 2 (SOD1 y SOD?2), el factor 2 relacionado con el factor nuclear
eritroide 2 (NRF2) y las dos subunidades de la enzima glutamato cisteina ligasa, la catalitica
(GCLC) y la moduladora (GCLM).

Los resultados para los cultivos tratados con dichos farmacos se muestran en la Figura 21 en el caso
del TVX y LVX, y en la Figura 22 para los tratados con TGZ y RGZ. Se analizaron los dos pares de
farmacos de manera separada dado que su mecanismo metabdlico de acciéon no es necesariamente
el mismo.
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FIGURA 21. EXPRESION DE LOS GENES CHOP, ATF6, ATF4, CAT, SOD1, SOD2, NRF2, GCLC Yy GCLM EN LOS MONOCULTIVOS
DE HEPG2 Y LOS CO-CULTIVOS M 1:HEPG2 TRATADOS DURANTE 24 HORAS CON 25 uM DE TVX Y LVX . SE HA INDICADO MEDIANTE
* LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS DE CADA CULTIVO CON RESPECTO SU ANALOGO NO TRATADO CON FARMACO
(coNTROL), CON *P < 0.05; **P < 0.01; ***pP<0.001 Y ****p <0.0001 (N=2, TEST TWO-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY).

En los cultivos tratados con 25 uM de TVX y LVX, en cuanto a los genes implicados en el mecanismo
de apoptosis, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la expresién de los
genes CHOP y ATF6 en los cultivos tratados con dichos farmacos respecto a sus andlogos sin tratar.
En cambio, la expresion del gen ATF4 se incrementd de manera significativa en los cuatro cultivos
con respecto al control (p<0,01). Por lo que respecta a los genes y enzimas implicados en la
respuesta al estrés oxidativo, solamente se observé un aumento estadisticamente significativo del
factor nuclear NRF2 y de la enzima GCLC en todos los cultivos tratados con TVX con respecto a sus
andlogos no tratados con farmaco. Cabe destacar que en todos los casos descritos la expresion de
dichos genes en los cultivos tratados con LVX no fue significativa con respecto a sus analogos no
tratados.
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FIGURA 22. EXPRESION DE LOS GENES CHOP, ATF6, ATF4, CAT, SOD1, SOD2, NRF2, GCLC y GCLM EN LOS MONOCULTIVOS
DE HEPG2 Y LOS CO-CULTIVOS M1:HEPG2 DESPUES DEL TRATAMIENTO CON LOS FARMACOS TGZ Y RGZ A LA CONCENTRACION DE
100 puM DURANTE 24 HORAS. SE HA INDICADO MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS DE CADA CULTIVO
CON RESPECTO SU ANALOGO NO TRATADO CON FARMACO (CONTROL), CON *P < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 y ****p <
0.0001 (N=2, TEST TWOo-WAY ANOVA, POST-TEST TUKEY).

Por otra parte, en los cultivos tratados con 100 uM de TGZ, se observé un aumento estadisticamente
significativo en la expresidn del gen CHOP y ATF6 en todos los cultivos, pero ATF4 no sufrié cambios
significativos (Figura 22). En cuanto a los genes que participan en la respuesta al estrés oxidativo
celular, se identificd una disminucién estadisticamente significativa, en un intervalo de confianza del
95%, de la CAT y del SOD1 en los cultivos tratados con TGZ con respecto a sus analogos no tratados.
En cambio, el factor nuclear NRF2 y las enzimas GCLC y GLCM incrementaron de manera
estadisticamente significativa su expresidn en todos los cultivos tratados con TGZ con respecto a los
no expuestos a dicho farmaco. Asimismo, en los cultivos tratados con RGZ, en comparacién con los
no expuestos a dicho farmaco, se percibié una disminucidn estadisticamente significativa de la
expresion del gen SOD1; mientras que los genes NRF2 y GCLM aumentaron su expresion tanto en
los monocultivos como en los co-cultivos.
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8. DISCUSION

La aparicién de hepatotoxicidad idiosincratica inducida por ciertos medicamentos u otros productos
guimicos es un problema grave para el cual todavia no se ha hallado una solucién efectiva. En
consecuencia, gran cantidad de farmacos siguen siendo retirados del mercado después de su
comercializacién dado que su efecto dafiino sobre el higado, a pesar de ser administrados en dosis
terapéuticas, no es identificado durante los ensayos clinicos ya que es independiente de la dosis y
depende de diferentes factores especificos del paciente, como la edad, el sexo, la obesidad o la
enfermedad hepatica crénica subyacente. Ademas, no existen biomarcadores que hagan posible
tanto su prediccion, como su diagndstico y prondstico (Kaplowitz, 2005; Segovia-Zafra y otros, 2021;
Jee y otros, 2021).

Existe una evidente falta de conocimiento tanto en la deteccion como en el diagndstico del iDILI,
por lo tanto, se necesitan con urgencia nuevos modelos que permitan una mejor prediccion y
comprension de los mecanismos subyacentes para disminuir los riesgos en el proceso de desarrollo
de farmacos (Segovia-Zafra y otros, 2021). Aunque el sistema inmunitario se ha implicado en la
patogenia del iDILI, no existe un método estandar para identificar compuestos que puedan producir
iDILI inmunitario (Segovia-Zafra y otros, 2021). En el presente trabajo hemos caracterizado
completamente un sistema de co-cultivo directo para la deteccién de farmacos que producen iDILI
inmunomediados que podrian adaptarse facilmente como herramienta de deteccidn para ensayos
de alto rendimiento para la deteccidn temprana de compuestos causantes de iDILI.

Con la idea de mimetizar lo que ocurre in vivo, el sistema ideal seria cultivar de manera conjunta KC
con hepatocitos. No obstante, debido a la escasa disponibilidad y la elevada variabilidad detectada
en las células humanas primarias (Guillouzo y Guguen-Guillouzo, 2008), se optd por la utilizacién de
dos lineas celulares inmortales en sustitucidn de los tipos celulares primarios: las células HepG2,
gue poseen las principales caracteristicas de los hepatocitos; y las células monociticas THP-1, cuya
diferenciacion hacia macréfagos proinflamatorios, es decir, de fenotipo M1, permite reemplazar a
las células Kupffer primarias (Rose y otros, 2016; Guillouzo y Guguen-Guillouzo, 2008; Ramboer,
2015; Donato y otros, 2015). Se pretendia que dicho modelo permitiese estudiar la respuesta
inflamatoria mediada por los macréfagos.

El protocolo de diferenciacidn de las células monociticas THP-1 a macréfagos con fenotipo M1 fue
inicialmente probado por Colomer Merino, L. (2022) basandose en la literatura, en el cual los
monocitos son diferenciados mediante PMA a macrdfagos inactivos, es decir, de fenotipo MO, y
posteriormente estimulados con LPS e IFN-y para provocar su activacion a M1. Dicho fenotipo se
caracteriza por tener un comportamiento proinflamatorio, en contraposicién con el fenotipo de
macréfagos M2, que presenta caracteristicas antiinflamatorias y, en consecuencia, estd involucrado
en la resolucién de la inflamacidn y la curacion del tejido.

La satisfactoria activacién de las células THP-1 a macrdfagos quedd demostrada mediante el estudio
de la expresidn de sus marcadores especificos CD68 y CD163 en las tres condiciones probadas para
el mantenimiento del cultivo (Figura 8). La menor cantidad de marcaje CD163 en el cultivo
estimulado con LPS e IFN-y, dado que se ha observado que dicho marcador tiene una mayor
expresién en el fenotipo anti-inflamatorio (Kwiecien y otros, 2019), es un indicio que demuestra que
dichas condiciones de citoquinas en el medio de cultivo son necesarias para mantener los
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macrofagos especializados al tipo pro-inflamatorio. Por otra parte, se observd una notable
evolucion de la morfologia celular en los cultivos, siendo mas redondeada en ausencia de las
citoquinas, y mds alargada y con ramificaciones cuando las muestras son tratadas con LPS e IFN-y
durante 24 horas (Figura 8). Esta morfologia es caracteristica de los macréfagos con fenotipo M1
(Heinrich y otros, 2017).

El mantenimiento del fenotipo proinflamatorio (M1) de las células THP-1 durante el periodo de
experimentacidn se demostro a través de la mayor expresion de las citoquinas /L-18 (se expresa en
presencia de LPS), TNF-a y CXCL10, y de la menor expresion del gen CD206, en los cultivos de M1
tratados con LPS e IFN-y en comparacién con el cultivo de macréfagos M1 sin tratar (Figura 9). Los
tres primeros genes se expresan Unicamente en los macrdfagos proinflamatorios (Tasnim y otros,
2021), mientras que el gen CD206 es un marcador que identifica el fenotipo M2 anti-inflamatorio
(Xu y otros, 2019), por lo que no se expresa en los macréfagos proinflamatorios. De esta manera, se
confirmd que la presencia de LPS e IFN-y en el medio de cultivo evitaba la desdiferenciacién de los
macrdéfagos proinflamatorios, pero la ausencia de estos provocaba su desdiferenciacion a un estadio
anti-inflamatorio. Ademas, los resultados de los ensayos de viabilidad (Figura 10) mostraron un
efecto nulo del LPS e IFN-y sobre la viabilidad celular de los monocultivos tanto de HepG2 como de
células THP-1 diferenciadas a macréfagos M1.

Otros estudios han utilizado el co-cultivo indirecto (en el que diferentes tipos de células estan
separadas por una membrana permeable) para estudiar los efectos de factores como las citoquinas
liberadas por KC en los hepatocitos (Granitzny y otros, 2017; Yang y otros, 2022) o incluso el uso de
medios acondicionados de células promielociticas (Oda y otros, 2016). Sin embargo, el co-cultivo
directo de células HepG2 y macréfagos activados imitaria mejor las interacciones célula-célula que
se producen in vivo, razén por la cual se empled dicho tipo de cultivo en el presente estudio.

24 horas después de la siembra, los co-cultivos mantuvieron una adecuada viabilidad (Figura 11)y
la expresion tanto de los marcadores hepdticos como de los marcadores proinflamatorios de las
células THP-1 diferenciadas a macréfagos M1 (Figura 12). La disminucién en la expresion de los
genes exclusivos de hepatocitos ALB y AFP con el aumento de la proporcion de macréfagos en el co-
cultivo (Figura 13), asi como el aumento de la expresion de los marcadores de M1 CXCL10, IL-18 y
TNF-a en los co-cultivos confirmé la presencia de macrdfagos activados (proinflamatorios) en los
mismos. Asimismo, todos los cultivos expresaron las principales enzimas presentes en el
metabolismo de farmacos y otras sustancias quimicas. Por una parte, los citocromos CYP1A2 y
CYP3A5, que catalizan las reacciones REDOX durante la fase | del iDILI inmunomediado, por medio
de las cuales las moléculas de los xenobidticos son modificadas quimicamente y transformadas en
neoantigenos; su presencia en el co-cultivo demostrd la capacidad metabdlica del modelo
planteado, que es basica para poder estudiar la hepatotoxicidad (Gdmez-Lechon y otros, 2007;
Hussaini y Farrington, 2007). Por otra parte, la expresion de los genes UGT1A1, GSTT1, UGT2B7 y
GSTT2 en los co-cultivos, permitiéo comprobar que las enzimas de metabolismo de fase Il del higado,
las cuales se encargan de la detoxificacion y eliminacidn de los metabolitos toxicos obtenidos en la
fase | (Congiu y otros, 2002), estaban presentes en el modelo planteado.

Asimismo, las funciones hepaticas especificas estudiadas, concretamente la ureogénesis y la sintesis
de albimina, también se mantuvieron en los co-cultivos. Aunque diferentes estudios han
demostrado que la adicidon de células no parenquimaticas al cultivo de hepatocitos o células
similares a hepatocitos (p.ej. HepG2) aumenta la funcionalidad hepatica (Takebe y otros, 2013; Ware
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y Khetani, 2017), los sistemas desarrollados en el presente trabajo no mostraron una mejora en la
produccidn de albimina. Esto podria deberse al hecho de que la funcionalidad se evalué 24 horas
después de la siembra.

En cuanto a la capacidad ureogénica, funcién crucial del higado, el aumento en la cantidad de urea
producida en los co-cultivos con respecto al monocultivo de HepG2 (Figura 18), puede ser explicado
por la mayor cantidad de macréfagos presentes. Numerosos estudios han demostrado que la
proteina TNF-a, liberada por los macroéfagos activados, es un mediador responsable del aumento
de la produccién de urea por parte del higado (Thomsen y otros, 2013; Thomsen y otros, 2010). En
el presente trabajo, se demuestra la expresion del factor TNF-a en los co-cultivos en la Figura 14.
La reproduccion del efecto de la inflamacidn sobre la produccidon de urea en el higado es crucial
para mimetizar el funcionamiento del mismo en situaciones de dafo hepatico.

En definitiva, los resultados obtenidos mostraron la obtencidn de co-cultivos bien establecidos, con
funcionalidad hepatica mantenida, y con expresidn tanto de los genes y marcadores propios de los
hepatocitos y los macréfagos, como de las principales enzimas presentes en el metabolismo
hepatotdxico, proporcionando las interacciones celulares adecuadas para poder desarrollar el iDILI.

Cuando se estudié la idoneidad de los sistemas desarrollados para el estudio de la hepatotoxicidad
inducida por farmacos in vitro, se observd, a través del estudio de la viabilidad celular, una posible
actuacioén sinérgica del TVX junto con los macréfagos proinflamatorios M1 en los co-cultivos, ya que
la disminucidon de la viabilidad celular respecto a las muestras sin tratar dependiente de la
concentracion, se produjo a una concentracion mucho menor en el caso de los co-cultivos (los
cuales contienen macréfagos proinflamatorios) que en los monocultivos de HepG2 sin macréfagos
M1, siendo el de proporcion 1:2 el cultivo mds sensible. Este hecho no sucedié con su andlogo no
asociado con el iDILI, el LVX.

En el caso de la TGZ, se identificd su posible efecto sinérgico con los macréfagos activados M1 dado
que la concentracidn observada a la cual la diferencia en la viabilidad celular de cada cultivo
respecto a su andlogo sin tratar era estadisticamente significativa, fue menor en el caso de los co-
cultivos con mayor proporcion de macréfagos, hecho que explicaria que el co-cultivo de ratio 1:2
fuese el mas sensible. Al igual que en el caso anterior, este hecho no sucedié con la RGZ, su
medicamento andlogo no asociado con el iDILI.

La toxicologia mecanistica es actualmente fundamental en los estudios preclinicos de las compaiiias
farmacéuticas, ya que proporciona mejores predicciones, reduccién de efectos secundarios, asi
como el descubrimiento y aplicacion de nuevos biomarcadores DILI. El estudio de los posibles
mecanismos implicados en la toxicidad inducida por TVX revelé un aumento en todos los cultivos
del factor de transcripcién ATF4, cuya funcién es la translocacidn al nucleo y la posterior induccion
de los genes requeridos para poder restablecer la homeostasis celular y evitar la apoptosis (Szegezdi
y otros, 2006; Wortel y otros, 2017); asi como del factor nuclear NRF2, que es crucial para la
respuesta al estrés oxidativo y xenobidtico celular, dado que se activa en presencia de las especies
reactivas del oxigeno e induce la formacion de las subunidades GCLCy GCLM. Posteriormente, estas
sintetizan, con ayuda de la enzima glutatidn sintetasa, el glutatién, que tiene una funcidn
antioxidante dado que metaboliza las especies reactivas de oxigeno evitando asi el inicio de
determinadas patologias como el iDILI (He y otros, 2020; Carvajal, 2019). La enzima GCLC también
aumentd su expresion, pero no lo hizo la GCLM. Por ello, a pesar de que se intuye la activacién de
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la ruta del estrés oxidativo, no se ha podido explicar la falta de un aumento significativo en la
expresion de la GLCM.

En cuanto a la expresion génica en los cultivos tratados con TGZ, la activacion de la ruta apoptdtica
se identifico gracias al aumento en la expresién de los genes CHOP y ATF6 en estos cultivos, siendo
el primero pro-apoptdtico y el segundo una via de supervivencia frente a la apoptosis (Szegezdi y
otros, 2006). Por lo que respecta a la via del estrés oxidativo, también fue activada por la exposicion
de los cultivos a TGZ, lo cual se comprobé gracias a la expresidén en todos los cultivos de CATy SOD1,
implicadas en la degradacion de las especies reactivas de oxigeno (Takeuchi y otros, 2995; Younus y
otros, 2018); y a través del aumento estadisticamente significativo de la expresién de NRF2, GCLCy
GCLM, que actian conjuntamente en la respuesta al estrés oxidativo.

En definitiva, el modelo in vitro propuesto mostrod resultados prometedores para el estudio de la
hepatotoxicidad idiosincratica, dado que permite ver cambios en vias de sefializacién implicada en
el iDILI. Se ha podido demostrar una mayor sensibilidad de los co-cultivos a los farmacos asociados
con el iDILI (TVX y TGZ), en comparacion con los monocultivos de HepG2, y que es mayor cuanto
mayor es la proporcidon de macrdfagos proinflamatorios (M1) presentes en el sistema. Asimismo, se
ha demostrado que este fendmeno no sucede cuando el modelo es tratado con LVX y RGZ,
medicamentos no asociados con el iDILI.

No obstante, no se ha podido explicar la razdn por la cual los co-cultivos de ratio 1:2 presentan una
mayor sensibilidad frente a los co-cultivos de ratio 1:10 y 1:5, ya que se ha observado que tanto el
TVX como la TGZ ejercen una modulacidn de los genes implicados en los mecanismos subyacentes
al iDILI que es similar tanto para los monocultivos de HepG2 como para los co-cultivos. En cambio,
cabria esperar una mayor activacion de dichas vias en los co-cultivos mas sensibles, es decir, los de
ratio 1:2 (M1:HepG2).

Para resolverlo, seria conveniente llevar a cabo otros estudios modificando pardmetros como la
concentracion de fdrmaco a la cual se realiza el tratamiento de las células, o el tiempo durante el
cual se lleva a cabo la incubacién. Asimismo, seria favorable el establecimiento de modelos de
mayor complejidad, empezando por ejemplo por aquellos modelos tridimensionales mas simples
como son los esferoides. Con ello ya se estaria mejorando la mimetizacidn del entorno hepatico y
de su estructura, y en consecuencia posiblemente se obtendrian resultados mas concluyentes

Sin embargo, cabe destacar que el estudio de la activacion de las vias moleculares ante la generacion
de un estrés celular por la presencia de un fdrmaco es un problema de abordaje muy complejo,
dado que la respuesta de dichas células a la lesién depende de otros factores que van mas alla de
la interaccidon con otros tipos celulares, tales como los microambientes locales creados en el interior
del higado, y puede ser, por tanto, dinamica. Asimismo, la recreacién de las funciones hepaticas
clave sigue siendo un desafio (LeCluyse y otros, 2012).

Por dicha razdn, el satisfactorio establecimiento del modelo in vitro propuesto, que incorpora tanto
el componente celular parenquimatico como el inflamatorio, y que ha demostrado ser capaz de
simular la hepatotoxicidad inducida por los farmacos TVX y TGZ, asociados con el iDILI, es la base
para el desarrollo de sistemas mas completos que afiadan complejidad a través de la incorporacién
de nuevos componentes celulares y estructuras.
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9. CONCLUSIONES

El modelo in vitro propuesto para la evaluacion de la hepatotoxicidad ha sido caracterizado vy

evaluado durante el periodo de tiempo englobado por el presente Trabajo de Fin de Grado.

Concretamente, se analizd su correcto mantenimiento, funcionalidad y la prediccion de la

hepatotoxicidad inducida por dos fdrmacos asociados con el iDILI, el trovafloxacino y la troglitazona.

Las conclusiones que se pueden extraer a partir de los resultados son las siguientes:

1.

El co-cultivo de células HepG2 y células THP-1 diferenciadas a macréfagos de fenotipo
proinflamatorio, M1, se ha establecido correctamente y se ha optimizado su mantenimiento
durante el tiempo de experimentacion, gracias su estimulacién mediante la incorporacidn
de LPS e IFN-y en el medio de cultivo.

Los co-cultivos mantienen la expresién de los marcadores especificos de los hepatocitos y
de las KC, asi como la adecuada conservacién de la viabilidad celular y presentan capacidad
funcional (capacidad ureogénica y sintesis de albimina) propia del higado.

El sistema de co-cultivo desarrollado permite evaluar el papel del componente inmune en
iDILI, ya que al incubarlo con TVXy TGZ, se observé una mayor sensibilidad de los co-cultivos
frente a dichos farmacos.

Se ha demostrado la utilidad de un co-cultivo directo de hepatocitos y macréfagos activados
para explorar los mecanismos implicados en iDILI. La activacién de las rutas de apoptosis y
estrés oxidativo han sido identificadas en el modelo in vitro tras el tratamiento de éste con
los farmacos, mostrando asi una respuesta por parte del modelo similar a la que sucede en
el higado durante el inicio del iDILI.
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11. ANEXO

TABLA 1. RESULTADO DEL TEST DUNNETT SOBRE LOS RESULTADOS DE LA MTT DE LOS CO-CULTIVOS SE REPRESENTAN MEDIANTE * LAS DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE LA VIABILIDAD
CELULAR EN EL CULTIVO A CADA CONCENTRACION Y EL CONTROL, ES DECIR, SU CULTIVO ANALOGO NO TRATADO CON FARMACO (0 uM) (*¥P<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). SE IDENTIFICA DE
COLOR MORADO LA ESTADISTICA CORRESPONDIENTE AL FARMACO SUPERIOR, ASOCIADO CON EL IDILI, MIENTRAS QUE SU ANALOGO NO HEPATOTOXICO SE REPRESENTA DE COLOR ROJO.
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1. INTRODUCCION

En este documento se ha realizado el analisis econédmico del proyecto a través de una serie de
coOmputos que se muestran a continuacion. El objetivo ha sido calcular el presupuesto del presente
proyecto para poder estudiar su viabilidad econdmica.

Su realizacién se ha basado principalmente en los recursos empleados y mencionados en el
apartado 6, “Materiales y métodos” del primer documento del trabajo. En este sentido, estos han
sido clasificados en cuatro grupos, segun si forman parte de la mano de obra, los equipos de
proteccién individual, los materiales, o la maquinaria utilizada. Los cédigos asociados a cada tipo de
recurso se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1. TIPOS DE RECURSOS EMPLEADOS EN EL PROYECTO Y SUS CORRESPONDIENTES CODIGOS.

MoO. Mano de obra

MAT. Materiales

EPI. Equipos de proteccion individual
MAQ. Maquinaria

Se han elaborado tres cuadros de precios, correspondientes a la mano de obra, los materiales y la
magquinaria requerida, en cada uno de los cuales se ha especificado el precio de cada unidad, la
cantidad utilizada y el precio total de cada recurso.

Posteriormente, se ha elaborado el cuadro de precios descompuestos y a partir de ello se ha
calculado el presupuesto parcial para cada capitulo.

A continuacion, se ha obtenido el presupuesto de ejecucidén material, el presupuesto de ejecucion
por contrata y finalmente el presupuesto de base de licitacién necesario que ha sido necesario para
el proyecto.

2. CUADRO DE PRECIOS DE MANO DE OBRA

El precio de la mano de obra requerida para la realizacidn del proyecto se presenta en la Tabla 2.
Aunque a pesar de que la autora del trabajo ha sido incluida como estudiante de ingenieria
biomédica en calidad de ingeniera biomédica junior, no ha recibido remuneracion econémica
alguna por ello.

El célculo del coste por hora de cada trabajador se ha calculado en la Tabla 3 teniendo en cuenta el
sueldo bruto de cada uno de ellos, las pagas extra proporcionales a los 5 meses trabajados (de enero
de 2023 a mayo de 2023) y el porcentaje correspondiente a la Seguridad Social, que es del 30%
segln ha sido establecido por el Ministerio de Inclusién, Seguridad Social y Migraciones en el
Régimen General de la Seguridad Social de 2023. Se ha considerado una jornada laboral de 8 horas,
lo que conlleva un total de 1760 horas trabajadas al aino, descontando un mes de vacaciones, los
fines de semanay los dias no laborables.
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TABLA 2. CUADRO DE MANO DE OBRA.

Importe
N2  Cédigo Unidad Denominacion P|:eci<? . .
unitario Cantidad Precio total (€)
(€)
1 MO.BI Horas  'MgenieraBiomedica 12,00 395,50 4746,00
Junior
2 MOJP  Horas  Cotutorainvestigadora oo, a0 g, 5032,50
predoctoral
3 MOTL Horas CoOtutoraresponsabledel ..., 4545, 1548,00
proyecto
4  MOT2 Horas utoraresponsabledel ..., 45, 1332,00
proyecto
Total mano de obra (€): 12.659
TABLA 3. CALCULO DEL COSTE CADA MANO DE OBRA
Cédigo Salario bruto Pagos Soiii\gltr'::::ual Horas Coste
(€)/mes extra/mes (€) trabajadas/afio (€)/hora

MO.IBJ 1200 200 360 1760 12
MO.IP 1500 250 450 1760 15
MO.T1 3600 600 1080 1760 36
MO.T2 3600 600 1080 1760 36

3. CUADRO DE PRECIOS DE MATERIALES

En la Tabla 4 se han computado los costes asociados a los materiales y los equipos de proteccién

individual utilizados en el proyecto.

TABLA 4. CUADRO DE MATERIALES

Importe
Ne Cadigo Unidad Denominacion Pr'ecic.> . Precio
unitario Cantidad total (€)
(€)/unidad
Caja de guantes de nitrilo
1 EPI. 1,
PI.G ud (100 unidades) 6,45 8,00 51,60
2 EPI.B ud Bata de laboratorio 20,00 2,00 40,00
3 MAT.AD L Agua destilada 0,97 0,04 0,04
4  MATHEP  vial  CelulasHepG2 (ATCC HB- 595,00 1,00 595,00
8065)
5  MATTHP Vil Celules THZP 62)(ATCC TIB- 595,00 1,00 595,00
6  MAT.F12 L Medio de cultivo F12 88,08 0,58 51,32
(Gibco)
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Medio de cultivo L15

7 MAT.L15 L . 74,70 0,58 43,53
(Gibco)
8  MAT.RPM L Medio de cultivo RPMI 67,52 1,05 71,14
Glutamax (Gibco)
9 MATDMEM |  MedioDMEMsinrojofenol 5, g 0,024 0,83
(Gibco)
10 MAT.GLUT  mL L-Glutamina 0,21 3,00 0,63
11 MAT.GLUC  mL Glucosa 0,04 3,00 0,12
12 MAT.SBF mL  Suero Bovino Fetal (LINU- 1,20 11,77 14,13
8460)
13 MAT.BSA  mL /Mbumina de Suero Bovino 0,13 10,00 1,25
(Sigma)
14 MAT.BC mL Bicarbonato comercial 0,13 5,00 0,63
(Grifols)
Antibidtico Pen-Strep
15 MAT.PS mL Penicillin y Streptomicin 0,15 83,00 12,62
(Gibco)
16 MAT.TRI mL Tripsina 0,07 120,00 8,64
17 MAT.PBS L Tampodn fosfato salino 1X 18,70 1,74 32,54
Forbol-12-miristato-13-
18 MATPMA  mg acetato (Slgma, 1 MG) 126,00 1,00 126,00
19  MAT.LPS mL L'p°p°"saz‘::/lr$° (Sigma, 293,00 2,00 586,00
20 MAT.IFN mg Interferén (PeproTech) 1890,00 1,00 1890,00
21 MAT.PFA mL Paraformaldehido 18,00 10,00 180,00
22 MAT.TRIT mL Reactivo Triton X100 6,82 2,00 13,64
23 MAT.Hoe mL Hoechst (Thermo Scientific) 25,00 0,05 1,25
24 MAT.TW mL Tween (Sigma) 0,64 2,00 1,27
25 MAT.MTT g Reactivo MTT (1G) 102,00 1,50 153,00
26 MAT.DMSO L Dimetilsulfoxido 91,80 0,30 27,32
27  MATTVX  mg Trovafloxacino (Sigma, 23,00 5,00 115,00
5MG)
Levofloxacino (Sigma,
28 MAT.LVX mg SMG) 1,91 5,00 9,55
29 MATTGZ  mg Trog"tam:j C_(;?'gma' 100 53,20 5,00 266,00
30 MATRGZ  mg Ros'g"tazol\;aG)(s'gma' 10 0,62 5,00 3,12
31 MAT.UREA  uyd  QuantiChrommwUrea Assay 177,00 1,00 177,00
Kit (Byoassays Systems)
32 MAT.ALB ug  Human Albumin ELISA kit 590,81 1,00 590,81
(Bethyl)
33  MATRNA  ud Rneasy Plus Mini Kit 423,70 1,00 423,70
(Qiagen)
Kit Reactivo M-MLYV,
34 MATRT ud  RNease Out, DTTy Buffer 361,00 1,00 361,00
5X
35  MAT.NTP uL dNTP's 0,75 685,00 513,75
36 MAT.dT14 ug Primer oligo dT14 4,80 150,00 720,00
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Reactivo SYBR Green

37 MAT.SYBR mL 91,25 0,60 54,75
Master
38 MAT.QY mL Colorante QY amarillo 0,75 0,70 0,52
39 MAT.TE mL Buffer TE (trisacetato EDTA) 1,20 0,60 0,72
40 MAT.XC g Colorante XC azul 2,47 0,006 0,01
41 MAT.ET L Etanol 100% 25,43 0,042 1,07
Goat anti-Human Albumin
42  MAT.AALB Hg (Bethyl) 0,25 38,00 9,50
Alexa fluor 488 donkey
43 MAT.AALBg  ug anti-Goat (Invitrogen) 0,50 38,00 19,00
Recombinant anti-CD68
44  MAT.CD 22
68 He mouse antibody (ABCAM) 0,60 38,00 80
45 MAT.CD68r  pg Alexa fluor 594 donkey 0,32 38,00 12,16
anti-mouse (Invitrogen)
Recombinant Alexa anti-
46 MAT.CD163 Ug CD163 rabbit antibody 0,27 38,00 10,26
(ABCAM)
Alexa fluor 488 donkey
47 MAT.CD163g pg .o 1£G (Invitrogen) 0,21 38,00 7,98
48 MAT.PISW  ud Placa de cultivo de 96 3,60 30,00 108,00
pocillos transparente
49 MATPI2W  ud Placa de cultivo de 12 2,64 27,00 71,28
pocillos transparente
50 MAT.PRIM ud Primers especificos 6,00 26,00 156,00
51 MAT.FT75 ud Frasco T75 3,80 20,00 76,00
52 MAT.PP ud Pipeta Pasteur 0,30 96,00 28,80
53 MATEPOL  ud  |uposde Ef’npf”dorf de2 0,09 167,00 15,03
54 MAT.EPO2  ud  ubosde Epﬁ”dorf de 1,5 0,08 246,00 19,68
55 MAT.EPO3  ud  |uPosde Epﬁ”dorf de 0,5 0,07 132,00 9,24
56 MAT.P384 ud Placa de 384 pocillos 3,86 6,00 23,16
57 MAT.PIPO1 ud Pipeta multicanal 20-200 uL 852,00 1,00 852,00
58 MAT.PIPO2 ud Pipeta electrénica de 20 pL 402,00 1,00 402,00
59 MATPIPET  ud Pipeta “Fastpette 280,00 1,00 280,00
electrénica
60 MAT.PIPO3  ud  Micropipeta 100-1000 ul 195,00 1,00 195,00
(Thermo)
61 MAT.PIPO4  ud Micropipeta 20-200 ul 189,00 1,00 189,00
(Thermo)
62 MAT.PIPOS  ud Micropipeta 1-10 pl 207,00 1,00 207,00
(Thermo)
63 MAT.BV ud Botella de vidrio 500 mL 5,50 1,00 5,50
64  MAT.PO1 ug ~ CAjapuntasmicropipeta 66,10 2000  1322,00
1000 pL
65  MAT.PO2 ud G p“”tzagor':fmp'peta 37,50 18,00 675,00
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Caja puntas micropipeta 10

66 MAT.PO3 ud uL 57,00 2,00 114,00
67 MAT.ESP ud Espatula metalica 3,75 1,00 3,75
68 MAT.FO1 ud Tubo Falcon 50 mL 0,15 35,00 5,25
69 MAT.FO3 ud Tubo Falcon 15 mL 0,10 52,00 5,20
70 MAT.TC ud Tubo centrifuga 0,10 25,00 2,50
71 MAT.VP ug ~ /asodeprecipitados de 3L 2,00 4,00 8,00
plastico
72 MAT.GRADO1 ud Gradilla para tubos Falcon 5,00 1,00 5,00
73 MAT.GRADO2  ud Gradilla para tubos 4,80 1,00 4,80
Eppendorf
Filtro (Corning® 250 mL
74 MAT.FILT ud Vacuum Filter 431096) 115,00 1,00 115,00
75 MAT.ALU m Papel de aluminio 0,16 1,00 0,16

Total materiales (€): 12.714,55

4. CUADRO DE PRECIOS DE MAQUINARIA

En la Tabla 5 se ha estimado el coste asociado a cada equipo empleado en el proyecto. Para ello, se

ha calculado el factor de amortizacién asociado a cada uno, como el precio de compra (C) dividido

entre el producto del nimero aproximado de horas de uso al afio (T,) por el periodo de

amortizacién o afios de vida util (P,), que es de 10 afios para este tipo de equipos, tal y como dicta

la Agencia Tributaria para equipos electrdnicos (Ecuacion 1). Posteriormente, el calculo del coste

total de la maquina se obtiene multiplicando por el nimero de horas que se ha utilizado para el

presente trabajo.

Factor de amortizacion = A =

C

ECUACION 1. FACTOR DE AMORTIZACION

TABLA 5. CUADRO DE MAQUINARIA

TUSO * Pa

Importe
Ne Codigo  Unidad Denominacion Precio unitario . Precio
Cantidad
(€/hora) total (€)
Cabina de flujo laminar
1 MAQ.CFL Horas (Faster TWO30) 0,17 241,50 40,25
2 MAQ.INC  Horas Incubador de CO2 0,39 3720,00 1463,20
3 MAQCFO1 Horas  CentrifusaBiocen 22R. 0,31 1,30 0,41
OrtoArlesa
Centrifuga Thermo
.CF02 2,
4 MAQCFO Horas Scientific Megafuge 402 0,53 >,00 63
5 MAQCFO3 Horas Centrifugapara placas de 0,43 0,20 0,09
384 pocillos
6 MAQ.NEU Horas Camara de Neubauer 0,01 2,50 0,03
7 MAQ.CONG Horas Ultracongelador vertical 0,50 744,00 372,00
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Microscopio Leica HMR del

8 MAQ.HMR Horas fabricante Leica 0,11 3,00 0,34
Microsystems
Lector de absorbancia
9 MAQ.LAB Horas Synergy H1 de BioTek 0,29 19,50 5,72
10 MAQCEG Horas C2mPanadeextraccion de 0,23 9,60 2,24
gases
Espectofotometro UV-Vis
11 MAQ.ENT Horas Nanodrop 2000 de Thermo 0,30 3,00 0,90
Scientific
12 MAQMO Horas Microscopio Optico 0,10 2,50 0,25
Balanza de precision
13 MAQ.BP Horas Mettler Toledo (XS105 0,07 1,50 0,11
dualrange)
14 MAQAGIT Horas “8itadorde ;’;;anceO (DRS- 0,06 144,00 8,16
15 MAQ.NEV  Horas Nevera (Liebherr) 0,05 144,00 7,60
Termociclador LigthCycler
16 MAQ.TERM Horas 480 Real-Time PCR 0,64 9,00 5,76
Applied Biosystems™
17 MAQ.TRT Horas Veriti™ Thermal Cycler, 96- 0,33 7,50 2,50
Well
18 MAQ.BAN Horas Bafo de agua 5 Litros 0,05 241,50 12,75
Total maquinaria (€):  1.924,93

5. CUADRO DE PRECIOS DESCOMPUESTOS

Los precios descompuestos dividen el proyecto en capitulos y subcapitulos, de forma que dan a

conocer el coste de cada uno de los procedimientos realizados en el presente trabajo (Tabla 6). Los

capitulos han sido elaborados en funcién de los procedimientos explicados en el apartado de

“Métodos” del Documento I.

TABLA 6. CUADRO DE PRECIOS DESCOMPUESTOS

N¢ Cadigo Descripcion
Capitulo 1. Cultivos celulares
Cultivos THP-1. Siembra de las placas Precio/unida Precio
1.1 solo con THP-1 y mantenimiento de  Cantidad Unidad parcial
las mismas (ud) A, (€)
MAT.THP Células THP-1 0,08 Vial 595,00 49,58
MAT.RPM Medio de cultivo RPMI Glutamax 0,11 L 67,52 7,14
MAT.SBF Suero Bovino Fetal 3,52 mL 1,20 4,23
MAT.PS Antibidtico P/S 2,81 mL 0,15 0,43
MAQ.INC Incubador de CO2 354,29 Horas 0,39 139,35
MAQ.CF02 Centrifuga Megafuge 402 0,48 Horas 0,53 0,25
MAQ.NEU Camara de Neubauer 0,24 Horas 0,01 0,0027
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MAQ.MO Microscopio Optico 0,24 Horas 0,10 0,02
MAQ.BAN Bafio de agua 5 Litros 23,00 Horas 0,05 1,21
MAQ.CFL Cabina de flujo laminar 23,00 Horas 0,17 3,83
MAT.P12W Placa de cultivo de 12 pocillos 2,00 ud 2,64 5,28

MO.IBJ Ingeniera biomédica 23,00 Horas 12,00 276,00

MO.IP Investigadora predoctoral 23,00 Horas 15,00 345,00

Costes indirectos 3,00 % 832,33 24,97

Recursos auxiliares 3,00 % 857,30 25,72

Total del capitulo 1.1 (€) 883,02

. . . . Precio

1.2 Cultivos y c$::-lin(llc:;)de HepG2y Cantidad  Unidad Przc;gﬁg;da pa(r€c)ial

MAT.HEP Células HepG2 0,33 Vial 595,00 198,33

MAT.THP Células THP-1 0,25 Vial 595,00 148,75

MAT.F12 Medio comercial F12 0,17 L 88,08 14,68

MAT.L15 Medio comercial L15 0,17 L 74,70 12,45
MAT.GLUT L-Glutamina 0,83 mL 0,21 0,18
MAT.GLUC Glucosa 0,83 mL 0,04 0,03
MAT.SBF Suero Bovino Fetal 0,40 mL 1,20 0,48
MAT.BSA AlbUmina de Suero Bovino 1,33 mL 0,13 0,17
MAT.BC Bicarbonato 1,50 mL 0,13 0,19
MAT.PS Antibidtico P/S 23,86 mL 0,15 3,63
MAT.TRI Tripsina 40,00 mL 0,07 2,88
MAT.PBS PBS 1X 0,06 L 18,70 1,06

MAT.P12W Placa de cultivo de 12 pocillos 7,00 ud 2,64 18,48

MAT.P96W Placa de cultivo de 96 pocillos 10,00 ud 3,60 36,00

MAT.RPM Medio de cultivo RPMI Glutamax 0,19 L 67,52 12,49

MAQ.INC Incubador de CO2 354,29 Horas 0,39 139,35
MAQ.CF02 Centrifuga Megafuge 402 1,19 Horas 0,53 0,63
MAQ.NEU Camara de Neubauer 0,60 Horas 0,01 0,01
MAQ.MO Microscopio Optico 0,60 Horas 0,10 0,06
MAQ.BAN Bafio de agua 5 Litros 23,00 Horas 0,05 1,21
MAQ.CFL Cabina de flujo laminar 23,00 Horas 0,17 3,83

MO.IBJ Ingeniera biomédica 23,00 Horas 12,00 276,00

MO.IP Investigadora predoctoral 23,00 Horas 15,00 345,00

Costes indirectos 3,00 % 1215,88 36,48

Recursos auxiliares 3,00 % 1252,36 37,57

Total del capitulo 1.2 (€) 1';29’

Diferenciacion THP-1. Diferenciacion Precio/unida Precio

1.3 de las células THP-1 a macréfagos Cantidad Unidad parcial
proinflamatorios (ud) A, (€)

MAT.PMA PMA 0,33 mg 126,00 42,00

MAT.LPS Lipopolisacarido 0,67 mL 293,00 195,33

MAT.IFN Interferdon 0,33 mg 1890,00 630,00
MAQ.BAN Bafio de agua 5 Litros 11,50 Horas 0,05 0,61
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MAQ.CFL Cabina de flujo laminar 11,50 Horas 0,17 1,92
MAQ.INC Incubador de CO2 177,14 Horas 0,39 69,68
MO.IBJ Ingeniera biomédica 11,50 Horas 12,00 138,00
MO.IP Investigadora predoctoral 11,50 Horas 15,00 172,50
Costes indirectos 3,00 % 1250,03 37,50
Recursos auxiliares 3,00 % 1287,53 38,63
Total del capitulo 1.3 (€) 1"326’
Capitulo 2. Pruebas de viabilidad celular e incubaciones con farmacos
Incubaciones de los cultivos con los . . Precio/unida Prec‘io
2.1 famacos TVX, LVX, TGZ y RGZ (ud) e d (€;ud) pa(rg:;al
MAT.TVX Trovafloxacino 1,67 mg 23,00 38,33
MAT.LVX Levofloxacino 1,67 mg 1,91 3,18
MAT.TGZ Troglitazona 1,67 mg 53,20 88,67
MAT.RGZ Rosiglitazona 1,67 mg 0,62 1,04
MAT.DMSO Dimetilsulfoxido (DMSO) 3 0,000 L 91,80 0,07
MAT. RPM Medio de cultivo RPMI Glutamax 0,01 67,52 0,72
MAT.F12 Medio comercial F12 0,003 88,08 0,23
MAT.L15 Medio comercial L15 0,003 74,70 0,20
MAT.GLUT L-Glutamina 0,08 mL 0,21 0,02
MAT.GLUC Glucosa 0,08 mL 0,04 0,0033
MAT.SBF Suero Bovino Fetal 0,0005 mL 1,20 0,0006
MAT.BSA Albumina de Suero Bovino 0,17 mL 0,13 0,02
MAT.BC Bicarbonato 0,08 mL 0,13 0,01
MAT.PS Antibidtico P/S 0,50 mL 0,15 0,08
MAQ.BAN Bafo de agua 5 Litros 11,50 Horas 0,05 0,61
MAQ.CFL Cabina de flujo laminar 11,50 Horas 0,17 1,92
MAQ.INC Incubador de CO2 177,14 Horas 0,39 69,68
MAQ.BP Balanza de precision Mettler Toledo 0,50 Horas 0,07 0,04
MO.IBJ Ingeniera biomédica 11,50 Horas 12,00 138,00
MO.IP Investigadora predoctoral 11,50 Horas 15,00 172,50
Costes indirectos 3,00 % 515,32 15,46
Recursos auxiliares 3,00 % 530,77 15,92
Total del capitulo 2.1 (€) 546,70
I . . Precio/unida Prec.io
2.2 Ensayo de viabilidad MTT (ud) Cantidad Unidad parcial
d (€/ud)
(€)
MAT.DMSO Dimetilsulfoxido (DMSO) 0,10 L 91,80 9,03
MAT. RPM Medio de cultivo RPMI Glutamax 0,05 L 67,52 3,36
MAT.F12 Medio comercial F12 0,02 L 88,08 2,19
MAT.L15 Medio comercial L15 0,02 L 74,70 1,86
MAT.GLUT L-Glutamina 0,08 mL 0,21 0,02
MAT.GLUC Glucosa 0,08 mL 0,04 0,0033
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MAT.SBF Suero Bovino Fetal 0,0028 mL 1,20 0,0034
MAT.BSA Albumina de Suero Bovino 0,17 mL 0,13 0,02
MAT.BC Bicarbonato 0,08 mL 0,13 0,01
MAT.PS Antibiético P/S 0,50 mL 0,15 0,08
MAT.PBS PBS 1X 0,10 L 18,70 1,84
MAT.MTT Reactivo MTT (1G) 0,50 g 102,00 51,00
MAT.ALU Papel de aluminio 0,07 m 0,16 0,01
MAQ.BAN Bafio de agua 5 Litros 11,50 Horas 0,05 0,61
MAQ.CFL Cabina de flujo laminar 11,50 Horas 0,17 1,92
MAQ.LAB Lector de absorbancia 5,50 Horas 0,29 1,61
MAQ.INC Incubador de CO2 177,14 Horas 0,39 69,68
MO.IBJ Ingeniera biomédica 11,50 Horas 12,00 138,00
MO.IP Investigadora predoctoral 11,50 Horas 15,00 172,50
Costes indirectos 3,00 % 453,74 13,61
Recursos auxiliares 3,00 % 467,36 14,02
Total del capitulo 2.2 (€) 481,38
Capitulo 3. Estudios morfoldgicos
. . . Precio/unida Prec.io
3.1 Inmunofluorescencia (ud) Cantidad Unidad parcial
d (€/ud)
(€)
MAT.AALB  Goat anti-Human Albumin Antibody 6,33 ug 0,25 1,58
MAT.AALBg Alexa fluor 488 donkey anti-Goat 6,33 ug 0,50 3,17
MAT.CD68 Anti-CD68 mouse antibody 6,33 Ug 0,60 3,80
MAT.CD68r  Alexa fluor 594 donkey anti-mouse 6,33 ug 0,32 2,03
MAT.CD163 Alexa anti-CD163 rabbit antibody 6,33 ug 0,27 1,71
MAT'§D163 Alexa fluor 488 donkey anti-rabbit 6,33 ug 0,21 1,33
MAT.PBS Tampodn fosfato salino 1X 0,21 L 18,70 3,97
MAT.PFA Paraformaldehido 1,67 mL 18,00 30,00
MAT.TRIT Reactivo Triton X100 0,33 mL 6,82 2,27
MAT.Hoe Hoechst (Thermo Scientific) 0,01 mL 25,00 0,21
MAT.TW Tween (Sigma) 0,33 mL 0,64 0,21
MAT.BSA Albumina de Suero Bovino (Sigma) 0,83 mL 0,13 0,10
MAT.PP Pipeta Pasteur 16,00 ud 0,30 4,80
MAT.ALU Papel de aluminio 0,10 m 0,16 0,02
MAQ.CEG Campana de extraccion de gases 0,10 Horas 0,23 0,0233
MAQ.HMR Microscopio Leica HMR 0,50 Horas 0,11 0,06
MAQ.AGIT Agitador de balanceo (DRS-12) 24,00 Horas 0,06 1,36
MAQ.NEV Nevera (Liebherr) 24,00 Horas 0,05 1,27
MO.IBJ Ingeniera biomédica 2,00 Horas 12,00 24,00
MO.IP Investigadora predoctoral 2,00 Horas 15,00 30,00
Costes indirectos 3,00 % 111,91 3,36
Recursos auxiliares 3,00 % 115,27 3,46

Total del capitulo 3.1 (€) 118,73
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Capitulo 4. Estudios de expresion génica

.. . . Precio/unida Prec.io
4.1 Extraccion de RNA (ud) Cantidad Unidad parcial
d (€/ud)
(€)
MAT.RNA Rneasy Plus Mini Kit (Qiagen) 0,17 ud 423,70 70,62
MAT.ET Etanol 100% 0,01 L 25,43 0,18
Espectofotometro UV-Vis Nanodro
MAQENT P 2000 de Thermo Scientific 050 Horas 0,30 0,15
MAQ.CF01 Centrifuga OrtoArlesa 0,17 Horas 0,31 0,05
MAT.AD Agua destilada 0,0067 L 0,97 0,0065
MAQ.CEG Campana de extraccidn de gases 1,50 Horas 0,23 0,35
MO.IBJ Ingeniera biomédica 1,50 Horas 12,00 18,00
MO.IP Investigadora predoctoral 1,50 Horas 15,00 22,50
Costes indirectos 3,00 % 111,85 3,36
Recursos auxiliares 3,00 % 115,21 3,46
Total del capitulo 4.1 (€) 118,67
.. . . Precio/unida Prec.io
4.2 Retrotranscripcion RNA (ud) Cantidad Unidad parcial
d (€/ud)
(€)
MAT.AD Agua destilada 0,0002 L 0,97 0,0002
MAT RT Kit Reactivo M-MLV, RNease Out, DTT 0,17 ud 361,00 60,17
y Buffer 5X
MAT.NTP dNTP's 114,17 pL 0,75 85,63
MAT.dT14 Primer oligo dT14 25,00 Mg 4,80 120,00
MAQ.TRT Applied Biosystems™ Veriti™ Thermal 125 Horas 0,64 0,80
Cycler, 96-Well
MAQ.CONG Ultracongelador vertical 124,00 Horas 0,50 62,00
MO.IBJ Ingeniera biomédica 1,00 Horas 12,00 12,00
MO.IP Investigadora predoctoral 1,00 Horas 15,00 15,00
Costes indirectos 3,00 % 355,59 10,67
Recursos auxiliares 3,00 % 366,26 10,99
Total del capitulo 4.2 (€) 377,25
i , Precio/unida Prec.io
4.3 gPCR (ud) Cantidad Unidad parcial
d (€/ud)
(€)
MAT.SYBR Reactivo SYBR Green Master 0,10 mL 91,25 9,13
MAT.QY Colorante QY amarillo 0,12 mL 0,75 0,09
MAT.TE Buffer TE (trisacetato EDTA) 0,10 mL 1,20 0,12
MAT.XC Colorante XC azul 0,0010 g 2,47 0,002
MAT.PRIM Primers especificos 4,33 ud 6,00 26,00
MAT.AD Agua destilada 0,0004 L 0,97 0,0004
MAT.P384 Placa de 384 pocillos 1,00 ud 3,86 3,86
MAQ.CF03 Centrifuga placas 384 pocillos 0,0333 Horas 0,43 0,01
MAQ.TPCR Termociclador LigthCycler 1,50 Horas 0,64 0,96
MO.IBJ Ingeniera biomédica 2,00 Horas 12,00 24,00
MO.IP Investigadora predoctoral 2,00 Horas 15,00 30,00
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Costes indirectos 3,00 % 94,17 2,83
Recursos auxiliares 3,00 % 96,99 2,91
Total del capitulo 4.3 (€) 99,90
Capitulo 5. Pruebas de funcionalidad
g s i . . Precio/unida Prec.io
5.1 Cuantificacion de la albumina (ud) Cantidad Unidad parcial
d (€/ud)
(€)
MAT.ALB Human Albumin ELISA kit (Bethyl) 0,33 ud 590,81 196,94
MAT.DMEM  Medio DMEM sin rojo fenol (Gibco) 0,008 L 34,78 0,28
MAQ.CF01 Centrifuga OrtoArlesa 0,05 Horas 0,31 0,02
MAQ.LAB Lector de absorbancia 0,50 Horas 0,29 0,15
MAT.ALU Papel de aluminio 0,03 m 0,16 0,01
MO.IBJ Ingeniera biomédica 2,00 Horas 12,00 24,00
MO.IP Investigadora predoctoral 2,00 Horas 15,00 30,00
Costes indirectos 3,00 % 251,38 7,54
Recursos auxiliares 3,00 % 258,92 7,77
Total del capitulo 5.1 (€) 266,69
L. . , Precio/unida Prec‘io
5.2 Ureogénesis (ud) Cantidad Unidad parcial
d (€/ud)
(€)
MAT.UREA QuantiChromm Urea Assay Kit 0,33 ud 177,00 59,00
MAT.AD Agua destilada 0,0001 L 0,97 0,0001
MAT.ALU Papel de aluminio 0,03 m 0,16 0,01
MAQ.CF01 Centrifuga OrtoArlesa 0,05 Horas 0,31 0,02
MAQ.LAB Lector de absorbancia 0,50 Horas 0,29 0,15
MO.IBJ Ingeniera biomédica 2,00 Horas 12,00 24,00
MO.IP Investigadora predoctoral 2,00 Horas 15,00 30,00
Costes indirectos 3,00 % 113,17 3,40
Recursos auxiliares 3,00 % 116,56 3,50
Total del capitulo 5.2 (€) 120,06
Capitulo 6. Equipos de proteccion individual y seguridad
6.1 Materiales de proteccion individual Cantidad  Unidad Precio/unida E::CC;;
(ud) d (€/ud)
(€)
EPI.G Caja de guantes de nitrilo 4,00 ud 6,45 25,80
EPI.B Bata de laboratorio 1,00 ud 20,00 20,00
Costes indirectos 3 % 45,8 1,374
Total del capitulo 6.1 (€) 47,17
Capitulo 7. Material inventariable/fungible
. . . . . Precio/unida Prec‘io
7.1 Material inventariable/fungible (ud) Cantidad Unidad parcial

d (€/ud)

(€)
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MAT.EPO1 Tubos de Eppendorf de 2 mL 167,00 ud 0,09 15,03
MAT.EPO2 Tubos de Eppendorf de 1,5 mL 246,00 ud 0,08 19,68
MAT.EPO3 Tubos de Eppendorf de 0,5 mL 132,00 ud 0,07 9,24
MAT.PIPO1 Pipeta multicanal 20-200 pL 1,00 ud 852,00 852,00
MAT.PIPO2 Pipeta electrdnica de 20 pL 1,00 ud 402,00 402,00
MAT.PIPET Pipeta "Fastpette" electrdnica 1,00 ud 280,00 280,00
MAT.PIPO3  Micropipeta 100-1000 pL (Thermo) 1,00 ud 195,00 195,00
MAT.PIPO4 Micropipeta 20-200 pL (Thermo) 1,00 ud 189,00 189,00
MAT.PIPO5 Micropipeta 1-10 pL (Thermo) 1,00 ud 207,00 207,00
MAT.BV Botella de vidrio 500 mL 1,00 ud 5,50 5,50
MAT.PO1 Caja puntas micropipeta 1000 pL 20,00 ud 66,10 1322,0
MAT.P02 Caja puntas micropipeta 200 pL 18,00 ud 37,50 675,00
MAT.P03 Caja puntas micropipeta 10 uL 2,00 ud 57,00 114,00
MAT.ESP Espatula metalica 1,00 ud 3,75 3,75
MAT.FO1 Tubo Falcon 50 mL 35,00 ud 0,15 5,25
MAT.FO3 Tubo Falcon 15 mL 52,00 ud 0,10 5,20
MAT.TC Tubo centrifuga 25,00 ud 0,10 2,50
MAT.VP Vaso de precipitados de 3L plastico 4,00 ud 2,00 8,00
MAT'C;RADO Gradilla para tubos Falcon 1,00 ud 5,00 5,00
MAT'C;RADO Gradilla para tubos Eppendorf 1,00 ud 4,80 4,80
MAT.FT75 Frasco T75 20,00 ud 3,80 76,00
MAT.FILT Filtro (Corning®) 1,00 ud 115,00 115,00
Costes indirectos 3,00 % 4510,95 135,33
Total del capitulo 7.1 (€) 4'2;6’
Capitulo 8. Reuniones y elaboracion del documento
e ez . , Precio/unida Prec.io
8.1 Planificacion (h) Cantidad Unidad parcial
d (€/ud)
(€)
MO.IBJ Ingeniera Biomédica Junior 10,00 Horas 12,00 120,00
MO.IP Cotutora investigadora predoctoral 20,00 Horas 15,00 300,00
MO.T1 Cotutora responsable del proyecto 20,00 Horas 36,00 720,00
MO.T2 Tutora resposable del proyecto 20,00 Horas 36,00 720,00
Costes indirectos 3,00 % 1860,00 55,80
Recursos auxiliares 3,00 % 1915,80 57,47
Total del capitulo 8.1 (€) 1'2;3’
. i Precio/unida Prec‘io
8.2 Resultados (h) Cantidad Unidad parcial
d (€/ud)
(€)
MO.IBJ Ingeniera Biomédica Junior 8,00 Horas 12,00 96,00
MO.IP Cotutora investigadora predoctoral 15,00 Horas 15,00 225,00
MO.T1 Cotutora responsable del proyecto 15,00 Horas 36,00 540,00
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MO.T2 Tutora resposable del proyecto 15,00 Horas 36,00 540,00
Costes indirectos 3,00 % 1401,00 42,03

Recursos auxiliares 3,00 % 1443,03 43,29

Total del capitulo 8.2 (€) 1.31236,

Precio/unida Precio

8.3 Redaccidon y correccion (h) Cantidad Unidad parcial

d (€/ud)
(€)

MO.IBJ Ingeniera Biomédica Junior 85,00 Horas 12,00 1030'0
MO.IP Cotutora investigadora predoctoral 8,00 Horas 15,00 120,00
MO.T1 Cotutora responsable del proyecto 8,00 Horas 36,00 288,00
MO.T2 Tutora resposable del proyecto 2,00 Horas 36,00 72,00
Costes indirectos 3,00 % 1500,00 45,00

Recursos auxiliares 3,00 % 1545,00 46,35

Total del capitulo 8.3 (€) 1';?'1’

6. CUADRO DE PRESUPUESTOS PARCIALES

En la Tabla 7 se muestra el presupuesto parcial, calculado a partir del presupuesto parcial de cada

subcapitulo, y la cantidad de veces que se ha realizado cada uno de ellos.

TABLA 7. CUADRO DE PRESUPUESTOS PARCIALES

Capitulo 1. Cultivos celulares

Precio
Cadigo Descripcion Unidad Cantidad unitario Total (€)
(€/ud)
1.1 Cultivos THP-1 ud 3 883,02 € 2.649,07
12 Cultivos y co-cultivos de HepG2 y ud 3 1.289.93 € 3.869,79
THP-1
1.2 Diferenciacién THP-1 ud 3 1326,160153 3.978,48
Presupuesto parcial del Capitulo1  10.497,34 €
Capitulo 2. Pruebas de viabilidad celular e incubaciones con farmacos
Precio
Cddigo Descripcion Unidad Cantidad  unitario Total (€)
(€/ud)
51 Incubaciones qe los cultivos con ud 3 546,6977717 1.640,09
los farmacos
2.2 Ensayos de viabilidad MTT ud 3 481,3769983 1.444,13

Presupuesto parcial del Capitulo2  3.084,22 €

Capitulo 3. Estudios morfolégicos
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Precio
Cadigo Descripcion Unidad Cantidad unitario Total (€)
(€/ud)
3.1 Inmunofluorescencia ud 6 118,7259732 712,36
Presupuesto parcial del Capitulo 3 712,36 €
Capitulo 4. Estudios de expresion génica
Precio
Cadigo Descripcion Unidad Cantidad unitario Total (€)
(€/ud)
4.1 Extraccion de RNA ud 6 118,6652458 711,99
4.2 Retrotranscripciéon RNA ud 6 377,2474063 2.263,48
4.3 gPCR ud 6 99,9043721 599,43
Presupuesto parcial del Capitulo 4 3.574,90 €
Capitulo 5. Pruebas de funcionalidad
Precio
Cadigo Descripcion Unidad Cantidad unitario Total (€)
(€/ud)
5.1 Cuantificacidn de la albumina ud 3 266,69 € 800,07
5.2 Ureogénesis ud 3 120,0595744 360,18
Presupuesto parcial del Capitulo 5 1.160,25 €
Capitulo 6. Equipos de proteccion individual y sequridad
Precio
Cddigo Descripcion Unidad Cantidad  unitario Total (€)
(€/ud)
6.1 Materia'les.d'e proteccién ud 5 47,174 94,35
individual
Presupuesto parcial del Capitulo 6 94,35 €
Capitulo 7. Material inventariable/fungible
Precio
Cadigo Descripcion Unidad Cantidad unitario Total (€)
(€/ud)
7.1 Material inventariable/fungible ud 1 4646,2785 4.646,28
Presupuesto parcial del Capitulo7  4.646,28 €

Capitulo 8. Reuniones y elaboracion del documento
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Precio
Cadigo Descripcion Unidad Cantidad unitario Total (€)
(€/ud)
8.1 Planificacién ud 1 1973,274 1.973,27
8.2 Resultados ud 1 1486,3209 1.486,32
8.3 Redaccién y correccion ud 1 1591,35 1.591,35

Presupuesto parcial del Capitulo8  5.050,94 €

7. PRESUPUESTO DE BASE DE LICITACION

Presupuesto de ejecucidén material, por contrata y base de licitacion

Codigo Descripcion Importe
Capitulo 1 Cultivos celulares 10.497,34 €
Pruebas de viabilidad celular e incubaciones con
Capitulo 2 farmacos 3.084,22 €
Capitulo 3 Estudios morfolégicos 712,36 €
Capitulo 4 Estudios de expresion génica 3.574,90 €
Capitulo 5 Pruebas de funcionalidad 1.160,25 €
Capitulo 6 Equipos de proteccién individual y seguridad 94,35 €
Capitulo 7 Material inventariable/fungible 4.646,28 €
Capitulo 8 Reuniones y elaboracién del documento 5.050,94 €
Presupuesto de ejecucion material: 28.820,65 €
Gastos generales (15%) 4.323,10€
Beneficio industrial (0%) - €
Presupuesto de ejecucion por contrata: 33.143,75 €
IVA (21%) 6.960,19 €
Presupuesto base de licitacion 40.103,93 €

El presupuesto de base de licitacidn asciende a la cantidad de CUARENTA MIL CIENTO TRES EUROS
CON NOVENTA Y TRES CENTIMOS
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