https://doi.org/10.53287/jsxf4577cu36l
REVISTA CON-CIENCIA N°2/VOL. 9, NOVIEMBRE 2021, ISSN: 2310-0265

In vitro models used to predict drug hepatotoxicity in the pre-clinical phase

KENNEDY, MARIA LUISA** CAMPUZANO-BUBLITZ, MIGUEL A.!
GALEANO, ANTONIA K.!

FECHA DE RECEPCION: 13 JULIO 2021 FECHA DE ACEPTACION: 20 OCTUBRE 2021

Abstract

El higado es el 6rgano principal del cuerpo
encargado de mantener la homeostasis interna,
ademas cumple un rol fundamental en el me-
tabolismo de medicamentos (xenobiéticos) por
lo tanto es vulnerable a lesiones fisiologicas o
anatémicas. La lesion hepatica inducida por far-
macos (DILI) es la causa mas comin del fraca-
so del desarrollo pre-clinico y clinico de nuevos
medicamentos, y de las advertencias de recua-
dro negro y el retiro de un medicamento del
mercado. Por lo tanto, representa un problema
grave para las industrias farmacéuticas, asi tam-
bién para el paciente, profesionales de la salud
y las entidades reguladoras. Cabe mencionar
que existen dos tipos de lesion hepatica indu-
cida por farmacos: farmacoldgicas o intrinsecas
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y la idiosincrasica. Durante la etapa pre-clinica
del proceso de desarrollo de un medicamento
se realiza un panel de cribado a los medicamen-
tos candidatos empleando modelos celulares in
vitro que incluyen sistemas de cultivos en 2D, 3D
y lineas celulares de hepatoma humano, aunque
también existen otros enfoques en el cual utilizan
al pez cebra (reemplazo a los modelos animales)
o modelos celulares basados en cribado de alto
contenido. Posteriormente se emplean animales
que, aunque presenten diferencias especificas res-
pecto al humano a nivel hepatocelular igualmente
se utiliza, para realizar predicciones cuantitativas
y cualitativas de las principales propiedades far-
macodinamicas, farmacocinéticas y toxicoldgicas
del medicamento candidato. Actualmente exis-
te un mayor esfuerzo para ir mejorando algunos
modelos in vitro ya existentes, acoplando alguna
herramienta o modificandolo genéticamente ha-
cia el producto de interés proporcionando nuevos
enfoques tiles para la prediccion potencial toxico
a nivel hepatico de los medicamentos candidatos.
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El higado es el 6rgano principal del cuerpo encargado de mantener la
homeostasis interna, ademas participa en la mayoria de las vias bioquimi-
cas implicadas en crecimiento, reproduccion, provision de nutrientes, y de-
fensa frente a enfermedades (Cémo Funciona el Higado, 2018; Lee, 2003).
Ademas, es el principal sitio del organismo encargado del metabolismo de
medicamentos (xenobiéticos), que ocurre en el reticulo endoplasmatico de
los hepatocitos, por lo tanto, es vulnerable a lesiones ya sea funcional o
anatomica, lo cual representa un gran problema de salud publica (Cascales
et al., 2017).

La lesion hepatica inducida por farmacos (DILI de sus siglas en inglés,
Drug-induced liver injury) es la causa mas comun del fracaso del desarro-
llo pre-clinico, clinico de nuevos medicamentos, advertencias de recuadro
negro y el retiro de un medicamento del mercado, por lo tanto, represen-
ta un problema grave para las industrias farmacéuticas, asi también para el
paciente, profesionales de la salud y las entidades reguladoras. La DILI es la
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causa mas comtn de muerte por dafo hepatico agudo y representa cerca
del 10% de casos de dafo hepatico agudo a nivel mundial. Existen dos ti-
pos de lesion hepatica inducida por farmacos; farmacolégicas o intrinsecas
y la idiosincrasica, la primera es dependiente de la dosis y predecible, es
decir que a mayor concentracion mayor sera el dafo hepatico y su hepato-
toxicidad es reproducible en animales, en tanto que, la segunda no es es-
trictamente dependiente de la dosis y causa hepatotoxicidad inesperada en
un nimero reducido de pacientes susceptibles, que conduce a la elevacién
asintomatica de los niveles séricos de las enzimas hepaticas. La DILI puede
presentarse como una insuficiencia hepatica aguda o insuficiencia hepatica
crénica, por lo que dificulta diferenciarlo de otras enfermedades hepaticas,
ademas es frecuente tanto en hombres como en mujeres (Cascales et al.,
2017; Fung et al., 2001; Bell & Chalasani, 2009; Marino et al., 2001; Shehu et
al., 2017; Tejada, 2010).

Durante la etapa pre-clinica del proceso de desarrollo de un medicamen-

to, se realiza un panel de cribado con modelos in vitro seguidos por estudios
en animales para predecir cualitativa y cuantitativamente las principales
propiedades farmacodinamicas, farmacocinéticas y toxicolégicas del medi-
camento candidato. Los modelos in vitro se emplean para evaluar metabo-
lismo y captacion de farmaco, induccién de enzimas, interaccion farmaco-
légica que afecten al metabolismo y la hepatotoxicidad, pero estos modelos
que incluyen fracciones hepaticas purificadas y lineas celulares inmortaliza-
das, carecen del amplio espectro de metabolismo y expresion génica de las
células in vivo. En tanto que los experimentos con animales presentan dife-
rencias especificas de especie en cuanto a la funcién hepatocelular humana,
por lo tanto, la predicciéon de hepatotoxicidad es limitada (Brandon et al.,
2003; Davila et al., 1998; Sivaraman et al., 2005; Borchardt et al., 1996; Cross
& Bayliss, 2000; E. LeCluyse et al., 1994; Kostadinova et al., 2013).
Es necesario emplear técnicas y métodos mas eficaces para lograr predecir,
si un nuevo medicamento posee potencial téxico a nivel hepatico en etapas
mas tempranas de su desarrollo. Por lo expuesto, el objetivo de este trabajo
es realizar una revision bibliografica de modelos in vitro empleados en la
fase pre-clinica del desarrollo de medicamentos a fin de detectar hepato-
toxicidad.

Los modelos in vitro de higado que emplean hepatocitos primarios en di-
ferentes configuraciones se utiliza como cribado para evaluar metabolismo,
toxicidad de los medicamentos o las nuevas entidades quimicas, transpor-
te, eficacia, proliferacion de hepatocitos, sistema de apoyo bioartificial y la
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investigacion de la regulacion de los procesos involucrados. En los cultivos
de monocapa de hepatocitos, éstos se siembran sobre un soporte rigido,
generalmente plastico, con proteinas de la matriz extracelular (MEC) (co-
lageno tipo I/1V, fibronectina o biomatrices también conocidos como Ma-
trigel) recubierto de una sola capa, sobre el que adquieren una morfologia
aplanada. Los hepatocitos humanos cultivados en monocapa muestran fun-
ciones hepaticas clave: metabolismo de carbohidratos (sintesis, degradacién
y acumulacion de glucégeno, gluconeogénesis, glicdlisis), ureogénesis, sin-
tesis y secrecion de proteinas plasmaticas, metabolismo lipidico, sintesis de
acidos biliares y biotransformacién de medicamentos (CYP y enzimas de
conjugacion). Es muy limitado el acceso al tejido hepatico de origen huma-
no, y existe una alta variabilidad funcional observada entre los hepatocitos
humanos de diferentes donantes, pero es la representacion mas cercana a la
fisiologia humana. En cuanto al cultivo primario que emplea hepatocitos de
rata, hay una pérdida rapida de la expresion del ARNm de Ntcp (Polipépti-
do co-transportador de Na+-taurocholate, proveniente del acido taurélico,
un acido biliar involucrado en la emulsificaciéon de grasas) y la capacidad
de captacién de taurocolato en placas recubiertas de colageno. Ademas,
los hepatocitos aislados presentan limitaciones tales como la pérdida de las
funciones del higado, en cuestiones de horas cuando se mantienen bajo
condiciones estandar de cultivo (Sivaraman et al., 2005; Godoy et al., 2013;
Lake et al., 2009; Swift et al., 2010; Guguen-Guillouzo & Guillouzo, 2010;
Gomez-Lechén et al., 2014; Liang et al., 1993).

Las células hepaticas son un tipo de célula epitelial polarizada con do-
minio apical (canalicular) y basolateral (sinusoidal), que estan divididos por
uniones estrechas. El dominio basolateral interactta con los componentes
de la matriz extracelular (MEC), favoreciendo la conservacion de la pola-
ridad y funcionalidad de las células hepaticas. Este modelo fue desarrolla-
do con el fin de prolongar la funcién de los hepatocitos, mantenimiento
de la polaridad, transportadores y enzimas metabolicas (CYP), evitando asi
cambios del citoesqueleto, reduccion del debilitamiento celular y en con-
secuencia la estabilizacién de la interaccién célula-célula. En este sistema la
monocapa de células hepaticas entre capas contiene mayormente colageno
tipo I (derivados de proteoglicanos, colageno blando o matrigel que condu-
ce a la formacion de una red canalicular extensa). Dentro de este contexto
los hepatocitos mantienen durante aproximadamente dos semanas las fun-
ciones hepaticas in vivo clave tales como la sintesis y secrecion de albimi-
na, capacidad para el metabolismo y transporte de farmacos, secrecién de
urea, morfologia poligonal, para luego finalmente volverse necrética segtin
evaluaciones genomicas y protedmicas. El cultivo en sandwich permite de-
terminar el indice de excrecion de sales biliares mediante la medicion de la
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secrecion canalicular de sustancias, por lo cual es til para estudios de trans-
porte hepatobiliar y lesion hepatica colestatica (Cascales et al., 2017; Godoy
etal., 2013; Lauschke et al., 2016; Kienhuis et al., 2007; LeCluyse et al., 1994).

Las células hepaticas in vivo tienen una organizacién y morfologia 3D
compleja. Se sabe que los hepatocitos presentan una forma poligonal y son
multipolares presentando al menos dos superficies basolaterales y dos api-
cales, por lo tanto mantener la funcion parenquimatosa del higado ex vivo
es fundamental para obtener hepatocitos completamente funcionales para
generar modelos que permitan una evaluacion mas realista del metabolismo
de medicamentos y las reacciones adversas, expandir hepatocitos primarios
para generar trasplantes en pacientes y construir dispositivos bioartificiales,
sin embargo en el cultivo de células hepaticas en 2D existe una reduccion
de las funciones hepaticas principales que incluyen a las enzimas metabé-
licas y la produccién de albimina. Por lo tanto, existe una necesidad de
tecnologias que permitan modelos 3D mas predictivos, debido a que éstos
presentan mayor supervivencia, capacidad metabdlica y funcional, lo cual
hace posible evaluar tratamientos prolongados con dosis tnica o repetida
de medicamentos lo cual permite una mejor prediccion in vitro del metabo-
lismo y la hepatotoxicidad. Para ello existen tres técnicas para el montaje de
cultivos en 3D que se mencionan a continuacion.

Los esferoides se pueden obtener por un lado mediante la incorporacion
de hepatocitos en hidrogeles no adhesivos (sin andamios), que incluyen al-
ginato, matrigel, colageno y péptidos de autoensamblaje, que conducen a la
polimerizacién de los hepatocitos y el cultivo dentro del hidrogel donde se
encuentran encapsulados. Cabe mencionar que el MatrigelTM esta basado
en MEC proveniente de sarcoma de ratén, ExtracelTM basado en colageno
util para prolongar la actividad de enzimas metabdlicas (CYP) en condicio-
nes in vitro, AlgimatrixTM basado en esponja de alginato, sin embargo, no es
representativo de la MEC de mamiferos, pero se ha demostrado que su em-
pleo para el cultivo de hepatocitos primarios de rata conduce a una mayor
sintesis de albimina, PuramatrixTM basado en péptidos lo cual induce a la
diferenciacion de células progenitoras de higado de rata en células hepati-
cas con caracteristicas de regulacién para obtener una mayor produccién de
albumina y actividad de enzimas metabolicas (CYP). Por otro lado, también
se pueden emplear matrices so6lidas 3D (andamios) ya sea de origen natural
derivado del higado de rata o sintético como el alginato y poliestireno. Las
ventajas ofrecidas por la de origen natural son biocompatibilidad, imitacion
de las interacciones célula-célula, biodegradabilidad y compatibilidad con
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la funcién hepatica a largo plazo; en cambio los sintéticos ofrecen reprodu-
cibilidad y estabilidad. Cabe mencionar, la importancia critica del tamano
de los esferoides (200-300pm) para lograr una distribucién celular uniforme,
migracion celular y supervivencia celular que es fundamental para la difu-
sion adecuada de nutrientes, oxigeno y eliminacion de desechos metab6-
licos (secrecion acumulada de bilis), los cuales se ven afectados cuando el
tamano es mayor, que conduce a la generacion de células necréticas/hipoxi-
cas en el centro del esferoide. De acuerdo a una evaluacién reciente en el
cual emplean esferoides de co-cultivo de hepatocitos con células no paren-
quimatosas (NCP) que representa un sistema util para evaluar patologias
hepaticas como la colestasis, esteatosis, hepatitis virica y hepatotoxicidad
inducida por farmacos, también se report6 que adaptando este sistema se
pueden obtener cultivos de alto rendimiento (Cascales et al., 2017; Sivara-
man et al., 2005; Bissell et al., 1987; Tateno & Yoshizato, 1996; Koebe et al.,
1994; Glicklis et al., 2000; Bell et al., 2016).

La incorporacion de canales microfluidicos biocompatibles sintéticos o
naturales a los sistemas de cultivo 3D, representa un paso decisivo y nece-
sario para controlar la pobre difusion de oxigeno y nutrientes a través de los
esferoides, agregados célula-célula y MEC, para asi obtener un modelo de
cultivo hepatico enteramente funcional, que logre imitar la arquitectura del
I6bulo hepatico in vivo que es utilizado en investigacion toxicolégica a tra-
vés de la evaluacion de la tasa de eliminacion in vivo y farmacologica, para lo
cual se ha demostrado que este sistema proporciona datos mas correlacio-
nados con los datos in vivo, lo cual se debe a que se puede disenar y ajustar
la velocidad del flujo dentro de los canales, asi como la concentraciéon de
farmacos (Cascales et al., 2017; Godoy et al., 2013; Goémez-Lechén et al.,
2014; Novik et al., 2010; Marion et al., 2012).

Es una tecnologia que puede recrear a microescala las funciones hepaticas
en condiciones in vitro. Consiste en una plataforma de colageno sobre la
cual se encuentran inmovilizadas las células hepaticas y canales microflui-
dicos por medio del cual circula el medio de cultivo que fluye a los hepato-
citos. El soporte puede ser biodegradable lo que implica que con el tiempo
puede ser sustituida gradualmente por las células hepaticas hasta que des-
aparezca una vez que cumpla su funcion. Cabe resaltar, que esta tecnologia
de higado en un chip microfluidico que tiene como objetivo reemplazar las
pruebas de toxicidad en animales, pero hasta el momento ha demostrado
pocas ventajas sobre los métodos tradicionales (Cascales et al., 2017; Bavli
et al., 2016).
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Estas lineas celulares se originan a partir de tumores con capacidad de
proliferacion indefinida, ampliamente utilizadas como modelos in vitro para
estudiar funciones hepatocelulares y toxicidad de medicamentos, ya que
presentan varias ventajas respecto a los cultivos de hepatocitos humanos
primarios, como son la vida media dtil bastante prolongada, fenotipo esta-
ble, disponibilidad, facil manejo, aunque la mayoria de las lineas celulares
de hepatoma presentan bajos niveles de expresion de enzimas metabdlicas
de la Fase | y Il por sobre todo CYP respecto a los hepatocitos debido a la
marcada diferencia en los niveles de expresion de los factores claves de
transcripcion hepatica y receptores nucleares, sin embargo se han desarro-
llados varias estrategias para subsanar dicho inconveniente. Entre las lineas
celulares de origen tumoral mas ampliamente utilizados se encuentran los
siguientes (Cascales et al., 2017; Godoy et al., 2013).

Es una linea celular de carcinoma humano bastante utilizada porque
presenta multiples funciones del higado ya que expresan enzimas conjunti-
vas y posee un elevado nivel de expresion de CYP1A1y CYP3A7, pero baja
expresion de las demas enzimas involucradas en el metabolismo tanto de
Fase 1 y Il, sin embargo, presenta niveles medibles de Glutation-S-transfe-
rasa, Sulfotransferasa y UDP-Glucuroniltransferasa, por lo cual ain se utiliza
bastante en estudios de toxicidad. También existen otros mecanismos por
el cual se puede evaluar toxicidad empleando a las HepG2 tales como, me-
dicién de la formacién de especies reactivas de oxigeno, agotamiento de
glutation, integridad de la membrana, viabilidad, proliferacién celular, ni-
vel de ATP, potencial de membrana mitocondrial, los cuales corresponden a
puntos finales de evaluacién de dafno celular. Ademas, cabe mencionar que
empleando en conjunto otras herramientas como la transcriptomica o en
combinacion con una prueba de mutagenecidad, se puede estudiar hepato-
toxicidad de medicamentos en etapas mas tempranas o se puede predecir
el riesgo genotoxico de compuestos, respectivamente (Gomez-Lechon et
al., 2008; Donato et al., 2013; Mills et al., 2004).

Esta linea celular deriva de un carcinoma hepatocelular humano cuyo pa-
tron de expresion asemeja en gran medida a los hepatocitos en cultivo, por
lo cual es util para estudios de hepatotoxicidad in vitro. Son células que en
estado proliferativo se diferencian hacia un fenotipo de hepatocito después
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de dos semanas de cultivo y tratamiento con DMSO, por lo cual expresan
niveles mas altos de actividad de metabolizacion de farmacos que otras cé-
lulas de hepatoma como el HepG2. Sin embargo, respecto a los hepatocitos
humanos, la expresion de CYP en las células HepaRG es en general mas baja,
excepto CYP3A4. En estudios anteriores se ha demostrado que posee la pro-
piedad de ser susceptible a la infeccién por virus de hepatitis B, que podria
representar una herramienta para estudiarla (Rodriguez-Antona et al., 2002;
Aninat et al., 2005; Gripon et al., 2002).

El pez cebra constituye un modelo animal de pequenos vertebrados, lo cual
representa una alternativa al uso de animales como los ratones o ratas, y
cuenta con una elevada similitud respecto a los mamiferos en cuanto al me-
tabolismo de los hepatocitos, funcionamiento del higado y, respuesta similar
a hepatotoxicantes, asimismo es completamente funcional a partir de las
72 horas post-fertilizacion lo que permite monitorizarlo desde una etapa
temprana.

El estudio consiste en realizar el recuento de las imagenes celulares de he-
patocitos marcados con DsRed (una proteina tetramera que posee intrinse-
camente la capacidad de emitir fluorescencia), donde las imagenes corres-
ponden a los hepatocitos marcados con DsRed recuperados tras la digestion
con la proteasa del pez cebra (Danio rerio) transgénico, para medir el efecto
de compuestos hepatotéxicos conocidos sobre los hepatocitos, donde la re-
duccién del nimero de hepatocitos después de la exposicion al compuesto
toxico es un indicador de hepatotoxicidad, permite realizar pruebas de ci-
totoxicidad multiparamétrica. En un estudio reciente de comparacion entre
el analisis visual de la morfologia hepatica mediante microscopia de fluores-
cencia y el analisis de tamano de imagenes hepaticas 2D fluorescentes, que
es el método mas actual para evaluar hepatotoxicidad, sugieren combinar
ambas metodologias mencionadas, para obtener una evaluacion mas exito-
sa de la hepatotoxicidad (Nguyen et al., 2017; Wikipedia, 2021; Driessen et
al., 2013; McGrath & Li, 2008; Chu & Sadler, 2009; Amicone et al., 2012).
Modelo de células basado en cribado de alto contenido

Este modelo esta basado en el empleo de células de HepG2 para eva-
luar el potencial de medicamentos que inducen hepatotoxicidad humana
en combinacion de una tecnologia de “analisis de alto contenido” (HCS) que
permite analizar el fenotipo de células, lo que representa una combinacion
de caracteristicas criticas, tales como el uso de hepatocitos humanos con
capacidad de metabolismo de medicamentos, pre-incubaciéon de células



MODELOS IN VITRO UTILIZADOS PARA PREDECIR HEPATOTOXICIDAD DE MEDICAMENTOS EN LA FASE PRE-CLINICA

durante tres dias con medicamentos dentro de un rango de concentracion
de al menos 30 veces la concentracion efectiva o 100 pM, medicion de pa-
rametros morfolégicos y bioquimicos indicativos de efectos citotoxicos
preliminares, evaluacion de diferentes mecanismos de toxicidad a nivel de
una célula, y la posibilidad de rendimiento rapido. La HCS se basa en la
utilizacion de un microscopio de epifluorescencia automatizada, analisis de
imagenes de células en formato de placa de microtitulacién y aplicacion de
tecnologia de microsonda multi-fluorescente en tiempo real de marcado-
res biologicos implicados en diversos mecanismos de hepatotoxicidad que
incluyen, alteracion de la homeostasis de Ca2+ intracelular, inhibicion de la
funcion mitocondrial, activacion de apoptosis y estrés oxidativo, para lo cual
emplea los siguientes fluorocromos; (Fluo-4 AM) calcio, (TMRM) potencial
de membrana mitocondrial, (Hoechst 33342) contenido de ADN para deter-
minar el area nuclear y el niimero de células y (TOTO-3) permeabilidad de la
membrana plasmatica, respectivamente. En un estudio reciente compararon
este modelo con siete ensayos convencionales de citotoxicidad in vitro que
incluyen la evaluacion de sintesis de ADN, sintesis de proteinas, agotamien-
to de glutatién, secrecion de superoxidos, actividad de caspasa-3, integridad
de membrana y la viabilidad celular; y para lo cual emplearon medicamen-
tos con mecanismo hepatotoxico conocido. Los resultados mostraron que el
modelo basado en células concuerda con los resultados obtenidos con los
métodos convencionales (O’Brien et al., 2006; Abraham et al., 2004; Giuliano
et al., 2003; Haskins et al., 2001; Plymale et al., 1999; Tolosa et al., 2012).

Existe una gran oferta de modelos in vitro que se pueden utilizar para
predecir hepatotoxicidad de medicamentos en etapa temprana de su de-
sarrollo, sin embargo, cada modelo cuenta con caracteristicas particulares
que deben tomarse en cuenta al estudiar dicho modelo, lo que permite una
evaluacion completa y similar a lo que ocurre en el higado humano. Hoy en
dia, se realizan mayores esfuerzos por mejorar algunos modelos existentes,
acoplando alguna herramienta o modificandolo genéticamente hacia el pro-
ducto de interés, lo que proporciona enfoques nuevos ttiles, que podrian
prevenir, los altos costos que representa que un medicamento produzca una
reaccion adversa como la hepatotoxicidad. Es importante destacar que a pe-
sar de existir estudios y avances sobre dichos modelos, es necesario poder
integrar las reacciones que ocurren en el higado y su interaccion posterior
con otros sistemas u érganos del organismo como un todo.
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