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RESUMEN

El desarrollo de nuevos farmacos requiere una evaluacion preclinica rigurosa que
garantice su seguridad antes de la aplicacion clinica. En este contexto, los ensayos in
vitro han adquirido un rol central como métodos alternativos, en concordancia con los
principios de las 3R, permitiendo evaluar efectos citotoxicos y genotdxicos de manera
ética, reproducible y predictiva. El objetivo de esta Tesis Doctoral fue poner a punto y
optimizar una bateria de ensayos in vitro orientados a la evaluacién de citotoxicidad y
genotoxicidad de nuevos compuestos en etapa preclinica. Para ello, se evaluaron dos
moléculas de interés biomédico: U-Omp19 y BSY02. Los estudios se realizaron en las
lineas celulares de mamiferos CHO-K1 (ovario de hamster chino) y A549
(adenocarcinoma pulmonar humano), aplicando biomarcadores de efecto. Se incluyeron
ensayos de citotoxicidad tales como viabilidad celular, apoptosis/necrosis, actividad de
caspasa-3, andlisis del ciclo celular, produccién de especies reactivas del oxigeno,
deteccién de histona fosforilada, ensayo de micronucleos con bloqueo de citocinesis y
ensayo cometa. Los resultados obtenidos indicaron que, bajo las condiciones
experimentales evaluadas, U-Omp19 y BSY02 no indujeron citotoxicidad ni
genotoxicidad significativa en comparacion con los valores controles para cada tipo
celular evaluado. En contraste, los controles positivos mostraron diferencias
significativas respecto a los valores controles, confirmando la sensibilidad y robustez de
los ensayos implementados. En conjunto, esta Tesis Doctoral aporta evidencia
experimental sélida que respalda la seguridad preclinica de ambos compuestos y
consolida una bateria de ensayos in vitro aplicable a la evaluacion genotdxica de nuevos
farmacos, contribuyendo al desarrollo de estrategias experimentales méas éticas,

eficientes y alineadas con los requerimientos regulatorios actuales.
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ABSTRACT

The development of new drugs requires rigorous preclinical evaluation to ensure their
safety before clinical application. In this context, in vitro assays have acquired a central
role as alternative methods, in accordance with the 3Rs principles, allowing for the
ethical, reproducible, and predictive evaluation of cytotoxic and genotoxic effects. The
objective of this doctoral thesis was to refine and optimize a battery of in vitro assays for
evaluating the cytotoxicity and genotoxicity of new compounds in the preclinical stage.
To this end, two molecules of biomedical interest were evaluated: U-Omp19 and BSY02.
The studies were performed using the mammalian cell lines CHO-K1 (Chinese hamster
ovary) and A549 (human lung adenocarcinoma), applying biomarkers of effect.
Cytotoxicity assays were included, such as cell viability, apoptosis/necrosis, caspase-3
activity, cell cycle analysis, reactive oxygen species production, phosphorylated histone
detection, micronucleus assay with cytokinesis blockade, and comet assay. The results
obtained indicated that, under the evaluated experimental conditions, U-Omp19 and
BSY02 did not induce significant cytotoxicity or genotoxicity compared to the control
values for each cell type evaluated. In contrast, the positive controls showed significant
differences compared to the control values, confirming the sensitivity and robustness of
the implemented assays. Overall, this doctoral thesis provides solid experimental
evidence supporting the preclinical safety of both compounds and consolidates a battery
of in vitro assays applicable to the genotoxic evaluation of new drugs, contributing to the
development of more ethical and efficient experimental strategies aligned with current

regulatory requirements.
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1.
INTRODUCCION




1.1 INTRODUCCION GENERAL

El desarrollo de nuevos compuestos terapéuticos implica una serie de etapas criticas,
desde el descubrimiento hasta la aprobacién regulatoria. Estas etapas buscan
garantizar la eficacia y seguridad de los productos antes de su administracion en seres
humanos. Entre ellas, la evaluacion preclinica constituye un pilar esencial, ya que
permite identificar posibles riesgos toxicoldégicos mediante ensayos in vitro e in vivo, en

cumplimiento con los requisitos normativos nacionales e internacionales.

No obstante, el empleo de animales de laboratorio en este tipo de estudios plantea un
debate sostenido en torno a cuestiones éticas, econémicas y cientificas. Esto ha
impulsado la adopcion creciente de estrategias experimentales alternativas basadas en
los principios de las 3R: reduccion, refinamiento y reemplazo (Russell & Burch, 1959).
En este contexto, los métodos in vitro han adquirido un rol cada vez mas relevante como
herramientas valiosas para el estudio de la toxicidad de nuevos farmacos, brindando
informacién precisa de base sobre multiples parametros, como la viabilidad celular, el

ciclo celular, la induccién de apoptosis, el estrés oxidativo y la integridad del ADN.

En particular, la Toxicologia Genética se ha consolidado como una disciplina integrada
para identificar compuestos con potencial genotoxico. Esta area se apoya en el uso de
biomarcadores de exposicién, susceptibilidad y de efecto, y ensayos validados
internacionalmente, que permiten discriminar entre efectos mutagénicos, clastogénicos
y aneugénicos. La validacién y estandarizacién de estas metodologias son impulsadas
por organismos regulatorios nacionales e internacionales, que promueven el desarrollo
de una ciencia mas ética, reproducible y predictiva. En este contexto, el presente trabajo
de Tesis Doctoral tuvo como objetivo desarrollar, optimizar y validar una bateria de
ensayos in vitro orientados a la evaluacion de la citotoxicidad y genotoxicidad de nuevos
compuestos en etapa preclinica con potencial farmacolégico. Para ello, se aplicaron
distintos biomarcadores de efecto capaces de detectar si los compuestos en estudio
inducen efectos adversos sobre la viabilidad celular, la integridad del ADN o la
progresion del ciclo celular.

Esta Tesis Doctoral se centra en la caracterizacion de los efectos citotdxicos y
genotdxicos de dos nuevos compuestos de importancia clinica. Por un lado, se evalu6
un adyuvante proteico de nueva generacion, U-Omp19, desarrollado por el Instituto de
Investigaciones Biotecnolégicas (11B-UNSAM, CONICET). Esta proteina, derivada de la
membrana externa de Brucella abortus, ha demostrado actividad adyuvante tanto en

formulaciones para administracién oral como en formulaciones parenterales (por




ejemplo, inyectables) (Darriba et al., 2021). U-Omp19 se encuentra en etapa preclinica
de desarrollo y posee dos propiedades fundamentales: la inhibicion de enzimas
peptidicas gastrointestinales y lisosomales, lo que prolonga la vida media intracelular de
los antigenos y la estimulacibn de células presentadoras de antigeno in vivo,

favoreciendo la activacion de la respuesta inmune adaptativa (Coria et al., 2016).

Por otro lado, se estudi6 la neuropoyetina denominada actualmente BSY02, una nueva
formulacién de eritropoyetina con propiedades neuroprotectoras, producida por la
empresa Biosynaptica S.A, Santa Fe, Argentina. Esta molécula consiste en una
combinacion de glicoformas menos acidas de eritropoyetina (EPO), obtenidas mediante
un proceso de purificacién alternativo a partir de eritropoyetina humana recombinante
(rhEPQO) producida en células CHO-K1 A diferencia de la EPO convencional, BSY02
conserva su actividad neuroprotectora, pero presenta una actividad hematopoyética
significativamente reducida. Estas caracteristicas la posicionan como una alternativa
terapéutica prometedora para el tratamiento de diversas patologias del sistema nervioso
central (Mattio et al., 2011).




1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 Farmacos y estudios preclinicos

El paradigma contemporaneo del desarrollo de nuevos farmacos se divide en etapas
secuenciales: descubrimiento, evaluacion preclinica, ensayos clinicos y aprobacion

regulatoria (Figura 1).
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Figura 1. Etapas del proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos. Creada con
BioRender (www.biorender.com)

La etapa de descubrimiento se inicia a partir de la identificacion del origen biol6gico de
una enfermedad y las posibles dianas terapéuticas. A su vez, esta etapa incluye la
identificacion de farmacos candidatos, la sintesis, la caracterizacion, el cribado y la
evaluacion de su eficacia terapéutica. A continuacién, se desarrollan los estudios
preclinicos, orientados a la evaluar la seguridad y eficacia del farmaco segun lo
establecido por las regulaciones internacionales, asi como a la caracterizacion de sus
propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas, tanto en sistemas in vitro como in
vivo. Estos estudios deben garantizar que los ensayos se realicen de forma segura y
ética, permitiendo que se avance Unicamente a etapas posteriores de andlisis a aquellos
candidatos cuya seguridad y eficacia hayan sido debidamente demostradas (Steinmetz
& Spack, 2009; Osakwe, 2016). En términos generales, los ensayos preclinicos se
dividen en estudios de farmacologia general y de toxicologia. Los estudios
farmacocinéticos son fundamentales para determinar los parametros de seguridad y
eficacia, a partir del analisis de los procesos de absorcidn, distribucion, metabolismo y
excrecion del farmaco (Osakwe, 2016; Deore et al., 2019). Los estudios toxicolégicos,
por su parte, pueden realizarse mediante pruebas in vitro e in vivo, con el objetivo de

evaluar los posibles efectos adversos del compuesto. Los estudios in vitro permiten




analizar los efectos directos del compuesto sobre la proliferacion y el fenotipo celular.
Los estudios in vivo facilitan la caracterizacion cualitativa y cuantitativa de los efectos

toxicoldgicos potenciales en organismos completos (Osakwe, 2016; Deore et al., 2019).

Una vez superada esta fase, se llevan a cabo los ensayos clinicos en seres humanos y,
finalmente, se solicita la aprobaciéon regulatoria ante las agencias competentes
(Steinmetz & Spack, 2009; Osakwe, 2016; Deore et al., 2019; Zurita-Cruz et al., 2019).

Para una evaluacion rigurosa de los resultados, las presentaciones ante los organismos
de control deben incluir una clara justificacion de la eleccibn de los modelos
experimentales y de los ensayos realizados, asi como una adecuada discusion e
interpretacion cientifica de los resultados obtenidos. Es esencial que todos los
procedimientos y datos estén debidamente documentados bajo sistemas de calidad
verificables, sustentados en Procedimientos Operacionales Estandarizados (POEs) y en
las normas de Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) (Weiskirchen et al., 2023). Estos
lineamientos garantizan la trazabilidad de las sustancias en evaluaciéon, de las
actividades desarrolladas y de los procedimientos aplicados, asegurando la integridad y
confiabilidad de los resultados.

1.2.2 Métodos alternativos

Desde hace anos, el uso de animales ha tenido un papel central en el desarrollo de las
ciencias biomédicas y en la formulacién de normativas con un impacto positivo en la
salud humana y animal. Sin embargo, en 1978, David Smyth introdujo el término
“método alternativo” para referirse a aquellos procedimientos destinados a sustituir,
reducir o refinar el uso de animales de experimentacion, con el objetivo de reducir el
namero de animales necesarios o aliviar el dolor y la angustia asociados a los

procedimientos (Gorzalczany & Rodriguez Basso, 2021).

Los métodos alternativos comprenden un conjunto de estrategias orientadas a reducir
el numero de animales empleados en estudios experimentales, refinar los
procedimientos para minimizar el dolor, el estrés o el malestar inducido, y reemplazar el
uso de animales por modelos no animales, tales como sistemas in vitro, ex vivo o in
silico. Estos enfoques se basan en los principios de las "3R", formulados por Russell y
Burch en 1959 (Russell & Burch, 1959): reduccién, entendida como la disminucion del
namero de animales necesarios para obtener informacién confiable con un nivel
adecuado de precision; refinamiento, referido a la implementacion de métodos que
atenuen o eliminen el sufrimiento animal durante los procedimientos experimentales; y
reemplazo, que implica la sustitucion del uso de animales vertebrados conscientes por

sistemas no sensibles. EI marco conceptual de las 3R representa una directriz




fundamental para el disefio racional y ético de estudios experimentales, con el objetivo
de minimizar tanto el niumero de animales utilizados como su sufrimiento, sin
comprometer la validez cientifica ni la calidad de los datos obtenidos (Russell & Burch,
1959). Desde la formulacién de estos principios, se han desarrollado numerosos
métodos que permiten evaluar los posibles efectos téxicos de sustancias quimicas y
productos mediante enfoques que reducen o eliminan el uso de animales. A partir de
1986, el concepto de las 3R fue incorporado a la legislacién de la Unién Europea,
estableciendo la obligatoriedad de emplear métodos alternativos validados, siempre que
estén disponibles, antes de recurrir a los ensayos in vivo (Kandarova & Letadiova, 2011).
En consecuencia, la comunidad cientifica ha intensificado sus esfuerzos por reducir o
sustituir las pruebas in vivo por ensayos in vitro adecuados y éticamente aceptables.
Hace tiempo, este compromiso se ha traducido en un notable incremento de estrategias
que reducen o prescinden del uso de animales de laboratorio para evaluar la eficacia
y/o seguridad de productos destinados al uso humano (Pfuhler et al., 2009, Gorzalczany
& Rodriguez Basso, 2021).

En este contexto, ha cobrado especial relevancia el desarrollo y la implementacion de
los denominados métodos de nuevos enfoques (NAM, del inglés New Approach
Methods), que incluyen modelos in vitro avanzados y herramientas computacionales
aplicadas a la toxicologia y a la evaluacion de seguridad de diversos compuestos. Los
NAM presentan varias ventajas: mejoran la capacidad predictiva de la toxicidad de
sustancias quimicas y la eficacia de farmacos en humanos (Hartung et al., 2024a), lo
que contribuye a una mayor proteccién de la salud humana; responden a un creciente
consenso ético y social sobre la necesidad de reducir y, cuando sea posible, sustituir el
uso de animales en la investigacion (von Aulock et al., 2022); y favorecen la innovacion
en el desarrollo de farmacos, cosméticos y productos quimicos industriales, ya que estas
metodologias suelen implementarse con mayor rapidez y menor costo que los
protocolos tradicionales basados en la experimentacién con animales (Meigs et al.,
2018).

1.2.3 Cultivo celular- Lineas celulares

El cultivo celular se desarrollé a principios del siglo XX como una herramienta destinada
al estudio del comportamiento de las células animales en un entorno controlado, libre
de las variaciones sistémicas propias de un organismo completo durante la homeostasis
0 bajo condiciones de estrés experimental (Thorpe, 2007; Arango et al., 2013, Hudu et
al., 2016). Los cultivos celulares se definen como el proceso de aislamiento de células

animales de tejidos sanos o tumorales, su propagacion in vitro en un medio de cultivo




nutritivo, en condiciones controladas de temperatura, pH, atmosfera gaseosa y
humedad, adecuadas para su crecimiento y mantenimiento (Hudu et al., 2016;
Santacruz Reyes et al., 2017). Existen diversos tipos de cultivos celulares, como el
cultivo primario, en el cual las células se obtienen directamente de tejidos u érganos
mediante disgregacion mecanica, quimica o digestibn enzimatica. Estas células se
inducen a crecer en recipientes adecuados de vidrio o plastico, utilizando medios de
cultivo complejos. Los cultivos primarios suelen presentar una baja tasa de crecimiento
y una poblacién celular heterogénea. Cuando estos cultivos se subcultivan y se
mantienen durante periodos prolongados en medios frescos, dan lugar a cultivos
secundarios, los cuales presentan mayor durabilidad en comparacién con los cultivos
primarios, debido a la disponibilidad periédica de nutrientes. A su vez, el cultivo primario,
al ser subcultivado, puede originar una linea o cepa celular, que puede ser finita o
continua segun su capacidad de proliferacion en el tiempo (Verma et al.,, 2020;
Weiskirchen et al., 2023).

Las lineas celulares se clasifican, en términos generales, en tres grupos: (1) lineas
celulares finitas, (2) lineas celulares continuas, también denominadas inmortalizadas o
indefinidas, y (3) lineas de células madre (Pamies et al., 2022; Weiskirchen et al., 2023).
Las lineas celulares finitas se derivan generalmente de cultivos primarios y se
caracterizan por presentar tasas de crecimiento bajas. En consecuencia, solo pueden
cultivarse durante un namero limitado de generaciones antes de entrar en senescencia,
proceso que se manifiesta mediante la pérdida de la morfologia celular caracteristica y
la acumulacion de lipidos citoplasmaticos. Ademas, estas células presentan inhibicidén
por contacto y se detienen en las fases GO, G1 o0 G2 del ciclo celular una vez que forman
monocapas (Mao et al.,, 2012; Weiskirchen et al., 2023). En contraste, las lineas
celulares de crecimiento continuo se originan habitualmente a partir de células
transformadas o tumorales. Estas células se dividen rapidamente y alcanzan
densidades celulares considerablemente mayores en cultivo que las lineas finitas. En
algunos casos, pueden presentar aneuploidia (es decir, variaciones en el numero de
uno 0 mas cromosomas) o heteroploidia (un nimero cromosémico que no corresponde
a un multiplo simple del niumero haploide). Asimismo, suelen cultivarse con menores
concentraciones de suero, no presentan inhibicién por contacto y tienen la capacidad de
formar multicapas (Weiskirchen et al., 2023). En todos los casos, el crecimiento de
células requiere un entorno artificial pero controlado, en el que a veces se necesitan
medios, suplementos y factores de crecimiento altamente especializados para un

correcto desarrollo celular.




Un tipo de célula puede crecer de manera adherente (unida a una superficie), lo que
requiere un agente que permita desprender de la superficie para el subcultivo, o bien
puede flotar libremente en suspensién. Las células adherentes se pueden subdividir en
células similares a fibroblastos, que tienen una forma alargada, y células similares a
epiteliales, caracterizadas por una forma poligonal (Pamies et al., 2022). Las células no
adherentes o0 en suspension crecen como células individuales o como cumulos flotantes
en medio liquido que no requieren disociacion enzimatica (tripsinizacion) o mecanica
durante el subcultivo. Sin embargo, en algunos casos, estas células requieren agitacion
para un intercambio de gases adecuado y un crecimiento correcto (Weiskirchen et al.,
2023).

Las curvas de crecimiento de lineas celulares se utilizan para evaluar las caracteristicas
del crecimiento celular (Figura 2). Luego de un subcultivo, las células atraviesan una
fase de latencia (fase lag), que puede durar desde unas pocas horas hasta 48 h
aproximadamente, dependiendo estrictamente del tipo y origen celular. Durante este
periodo, las células adherentes se recuperan del proceso de tripsinizacion, se adaptan
al medio de cultivo, reorganizan su citoesqueleto, y secretan proteinas de la matriz
extracelular, lo que facilita su adhesién y propagacion sobre el sustrato, por el contrario
las células en suspensidn atraviesan un periodo de ajuste metabdlico y adaptacion al
nuevo medio, durante el cual sintetizan las enzimas, coenzimas y macromoléculas
necesarias para su funcionamiento y posterior multiplicacion. Una vez completados
estos procesos, las células ingresan en un nuevo ciclo de crecimiento. Posteriormente,
se inicia la fase de crecimiento logaritmica o exponencial, en la que la poblacién celular
se duplica a una tasa caracteristica, definida como tiempo de duplicaciéon (TD), propio
de cada linea celular. En esta fase se suelen estudiar los efectos de farmacos y agentes
quimicos que estimulan o inhiben la proliferacion celular, efectos inmunomoduladores,
antioxidantes, el ciclo celular, la muerte celular, el estrés oxidativo y el dafo al ADN,
entre otros. Finalmente, a medida que se incrementa la densidad celular y se agotan los
nutrientes del medio de cultivo, el cultivo entra en fase estacionaria, donde la tasa de
crecimiento disminuye a valores cercanos a cero (Freshney, 2006).
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Figura 2. Curva de crecimiento tipica de una linea celular in vitro, expresada como numero de
células por mililitro (en escala logaritmica) en funcion del tiempo (dias) transcurridos desde el
subcultivo. Se distinguen la fase de latencia (fase lag), la fase exponencial y la fase estacionaria.
Adaptado de Freshney, 2006.

La tecnologia de cultivo celular ha adquirido gran relevancia en el ambito de la biologia
molecular, con aplicaciones tanto en investigacion biomédica como en diagnostico. Los
cultivos celulares son herramientas fundamentales en laboratorios bioquimicos,
citogenéticos y moleculares, y se emplean para estudiar diversos procesos biolégicos,
genéticos y toxicoldgicos asociados a compuestos farmacéuticos y contaminantes
ambientales. Ademas, son utilizadas como métodos alternativos y/o complementarios a
la experimentacion con animales de laboratorio, permitiendo la realizacion de ensayos
rapidos y directos, con posibilidad de detectar efectos a corto y a largo plazo (Hudu et
al., 2016; Phelan & May, 2017). Mé&s alla de su potencial para reemplazar o reducir el
uso de animales en estudios toxicolégicos, los ensayos in vitro ofrecen numerosas

ventajas de experimentacion respecto de los ensayos in vivo.

Entre sus principales ventajas se destacan la consistencia y reproducibilidad de los
resultados, asi como el alto grado de control sobre el entorno fisicoquimico, incluyendo
parametros como el pH, la temperatura, la presién osmotica, y los niveles de oxigeno y
diéxido de carbono (Freshney, 2010; Zhao, 2023). Ademas, las células pueden ser
monitoreadas de forma continua, los costos asociados son relativamente bajos y es
posible realizar pruebas rapidas y directas para evaluar la toxicidad de nuevos
productos. Estos ensayos requieren cantidades minimas de sustancia, lo que permite

realizar numerosas réplicas y reduce la generacion de residuos téxicos. A su vez, los




sistemas in vitro son altamente homogéneos, lo que favorece la reproducibilidad de los
resultados entre distintos laboratorios y disminuye la variabilidad asociada a los estudios
in vivo, como pueden ser las diferencias en la dosificacion, el estrés de los animales o
las interferencias fisioldgicas de 6rganos no implicados en el experimento (Andrighetti-
Fréhner et al., 2006).

No obstante, el cultivo celular también presenta ciertas desventajas. Su implementacion
requiere personal altamente capacitado y una estricta aplicacion de técnicas asépticas,
ya que las células animales crecen mas lentamente que muchos contaminantes
comunes, como bacterias, virus y hongos. Ademas, los cultivos in vitro carecen de las
interacciones complejas que se establecen entre distintos tejidos y sistemas dentro de
un organismo. Por esta razén, los ensayos in vitro no pueden sustituir completamente a
la experimentacion in vivo, ya que no contemplan todas las vias de toxicidad, muchas
de las cuales aun no se encuentran completamente caracterizadas. En este sentido,
algunas sustancias pueden resultar inocuas en su forma original y volverse téxicas tras
su metabolizacion (por ejemplo, los promutagenos), mientras que otras pueden ser
téxicas in vitro, pero son detoxificadas en el organismo gracias a la accion de las

enzimas hepaticas (Segeritz & Vallier, 2017).

1.2.4 Toxicologia genética

La Toxicologia Genética es una disciplina cientifica que se sitla en la interseccion entre
la genética y la toxicologia, que se ocupa de identificar y analizar los efectos de agentes
fisicos, quimicos o bioldgicos capaces de producir alteraciones en el material genético
de los seres vivos. En este sentido, la Toxicologia Genética constituye un ambito de
investigacion integrador que combina herramientas y enfoques provenientes de
diferentes disciplinas, con el propdésito de establecer la relacion entre la exposicion a
agentes xenobiobticos, que se definen como compuestos extrafios que incluyen no solo
farmacos, sino también contaminantes ambientales, suplementos dietéticos y aditivos
alimentarios, y la aparicién de alteraciones genéticas en células soméaticas y germinales.
(Holmberg, 2001; Monroy et al., 2005; Reyes, 2016). Esta area de estudio abarca el
andlisis de sustancias capaces de inducir dafio al ADN, los mecanismos responsables
de dicho dafo y las respuestas celulares o tisulares frente al mismo. El dafo genético
puede identificarse y cuantificarse mediante distintos biomarcadores, tales como la
frecuencia de aductos, roturas de cadena, mutaciones y aberraciones cromosdémicas
(Custer & Sweder, 2008).

10



Los ensayos de genotoxicidad son desarrollados en diferentes niveles de complejidad,
segun el sistema experimental utilizado. En términos generales, se reconocen cuatro
niveles de evaluacion del dafno genético, de complejidad creciente, que incluyen tanto
estudios in vitro como in vivo (Mudry & Carballo, 2006):

- Nivel primario (sistemas bacterianos): permite la deteccion de mutaciones puntuales
mediante el uso de sistemas procariotas (bacterias), caracterizados por su simplicidad
genética.

- Nivel secundario (cultivo celular): permite la deteccion de micro y macromutaciones
por medio de estudios in vitro empleando cultivos celulares en suspensién o en
monocapa.

- Nivel terciario (organismo entero): incluye estudios in vivo en organismos completos,
animales o vegetales, para la deteccion de micro y macromutaciones utilizando los
mismos biomarcadores aplicados en el nivel secundario, bajo condiciones de exposicion
controlada.

- Nivel cuaternario (epidemiolégico): comprende estudios epidemiologicos prospectivos
y retrospectivos en poblaciones humanas expuestas de manera ambiental, accidental u
ocupacional, utilizando biomarcadores genéticos similares a los niveles anteriores,

durante periodos prolongados, que pueden abarcar anos o décadas.

La evaluacién de la genotoxicidad constituye un componente esencial en la valoracién
de la seguridad de una amplia gama de sustancias, incluyendo farmacos, productos
quimicos industriales, pesticidas, biocidas, aditivos alimentarios, cosméticos y
medicamentos veterinarios (Niwa & Iwai, 2006; Kirsch-Volders et al., 2011; Smart et al.,
2011; Mizuno et al., 2017; Brandao et al., 2020; Guo et al., 2020). Este proceso es
especialmente relevante en el marco de las legislaciones internacionales orientadas a
la proteccién de la salud humana y animal (Corvi & Madia, 2017). En el ambito del
descubrimiento y desarrollo de nuevos productos, las pruebas de toxicologia genética
tienen como propdsito principal contribuir a la seleccion de candidatos seguros,
descartando aquellos que presenten riesgo genotoxico significativo. De este modo, se
protege a los seres humanos de la exposicidn a compuestos potencialmente peligrosos
y se eliminan tempranamente compuestos mutagénicos, facilitando la prediccién de
resultados exigidos por los organismos regulatorios y evitando demoras en los procesos
de aprobacién (Custer & Sweder, 2008; Corvi & Madia, 2017)

La genotoxicidad de las sustancias quimicas se evalia mediante una combinacién de

ensayos que incluyen tanto pruebas de mutacién genética como ensayos citogenéticos.
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Estos ultimos permiten detectar no solo dafo directo al ADN, sino también efectos
indirectos a nivel celular, tales como inhibiciéon de la actividad de la topoisomerasa,
alteraciones del huso mitético o citotoxicidad excesiva. Actualmente, existe un consenso
internacional sobre la necesidad de aplicar normativas estrictas para controlar el uso de
estas sustancias (Nohmi, 2018), ya que lo efectos genotdxicos pueden ser irreversibles
y conllevar consecuencias biologicas graves (WHO/FAQO, 2020a).

Las sustancias genotéxicas pueden afectar la estructura, el contenido de informacién o
la segregacion del ADN mediante distintos mecanismos. Aquellas consideradas
"reactivas al ADN" producen dafo principalmente mediante la formacién de aductos
covalentes, entrecruzamientos intra o intercatenarios, como enlaces entre ADN-ADN y
ADN-proteinas. En cambio, las sustancias "no reactivas al ADN" actuan de forma
indirecta, mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) generando
dano al ADN (WHO/FAOQ, 2020a).

En células en division, el dafo al ADN, tanto directo como indirecto, puede originar
mutaciones si no se repara de manera correcta. Estas mutaciones pueden clasificarse
en tres categorias principales: mutaciones genéticas (cambios en bases individuales,
pequenas inserciones o deleciones y reordenamientos intragénicos); aberraciones
cromosomicas estructurales (roturas y reordenamientos cromosdémicos, también
conocidas como clastogenicidad); y aberraciones cromosdémicas numéricas (pérdida o
ganancia de cromosomas completos, es decir, aneugenicidad) (Zeiger, 2010; More et
al., 2021). Dado que las mutaciones también pueden originarse espontaneamente, y su
frecuencia varia segun el organismo, el tipo de tejido e incluso la regién del genoma,
resulta necesario considerar el contexto endégeno en el que actia una sustancia para

determinar si incrementa significativamente la tasa mutacional (Menz et al., 2023).

El impacto fenotipico del dafno genético depende de multiples factores, tales como el
tipo de mutacion, el locus afectado, el trasfondo genético, el tipo celular, el tejido
involucrado y la etapa del ciclo de vida del organismo. En particular, las mutaciones en
células germinales revisten especial relevancia, ya que incluso una Unica mutacién
puede transmitirse a la descendencia y perpetuarse en todas las células del nuevo
organismo, pudiendo provocar infertilidad, abortos espontdneos o malformaciones
congeénitas. Por estas razones, la identificacidén de mutagenos en células germinales
constituye una prioridad regulatoria (EFSA Scientific Committee, 2011; OECD, 2016;
Menz et al., 2023).
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La alta sensibilidad de las técnicas analiticas modernas ha permitido detectar un nimero
cada vez mayor de agentes con capacidad genotoxica, tanto naturales como sintéticos,
presentes en concentraciones minimas en el medio ambiente, en alimentos, en bienes
de consumo o en productos farmacéuticos. Aunque los estudios analiticos suelen
enfocarse en compuestos y matrices especificas, la evidencia disponible indica que la
poblacién general estd expuesta de manera constante a multiples agentes genotdxicos
provenientes de diferentes fuentes (Wogan et al., 2004). Por esta razén, el uso
deliberado de estas sustancias esta sujeto a regulaciones estrictas en distintos sectores
productivos y sanitarios (Menz et al., 2023).

1.2.5 Regulacion

A lo largo de los ultimos afos se han intensificado los esfuerzos dirigidos al desarrollo y
la evaluacion sistematica de modelos mas relevantes y robustos que no requieran el uso
de animales de experimentacion. En este contexto, una iniciativa importante fue
anunciada en 2019 por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA,
del inglés Environmental Protection Agency), que estableci6 como objetivo la
eliminacion progresiva de la realizacion y financiacion de estudios en mamiferos para el
afo 2035 (Stampar & Zegura, 2024). Este compromiso marcé un hito importante en el
camino hacia el desarrollo de ensayos sin animales, promoviendo un enfoque mas ético

y sostenible en la investigacion cientifica.

El principio de las 3R también se ha incorporado en distintas normativas internacionales.
Entre ellas se destaca la Directiva 2010/63/EU, particularmente en sus articulos 4y 13,
gue establece la obligacidén de no realizar ensayos en animales cuando existan métodos
alternativos validados y cientificamente adecuados. Este principio esta igualmente
presente en el Reglamento de Cosméticos de la Union Europea (Reglamento (CE) N°
1223/2009) y en el marco regulatorio REACH (Registro, Evaluacion, Autorizacion y
Restriccion de Sustancias Quimicas), que promueven activamente la reduccion y

sustitucién de la experimentacion animal (Bas et al., 2021).

En linea con este enfoque regulatorio, en 2005 se fund6 la Asociacién Europea para
Promover de Métodos Alternativos a la Experimentacién Animal (EPAA), una iniciativa
de colaboracion entre la Comision Europea (CE), asociaciones comerciales y empresas
de diversos sectores industriales, con el objetivo de impulsar el desarrollo y la validacion
de métodos alternativos al uso de animales de experimentacion (Bas et al., 2021;
Pistollato et al., 2021).
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1.2.5.1 Organismos Reguladores y de Validacion de métodos alternativos

Desde 1981, la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econdémico (OCDE),
una organizacion internacional que agrupa a 37 paises miembros, trabaja con el objetivo
de promover politicas que mejoren el bienestar econémico y social de las personas en
todo el mundo. Actualmente, la OCDE es considerada uno de los principales organismos
reguladores a nivel internacional, con un rol central en la armonizacién de politicas en
multiples areas, que abarcan desde aspectos fiscales y laborales hasta la evaluacién de
productos quimicos y la investigacion cientifica. En este marco, las Directrices de
Prueba (TGs, del inglés Test Guidelines) de la OCDE establecen métodos
estandarizados y reconocidos internacionalmente para la evaluacién de los efectos de
los productos quimicos sobre la salud humana y el medio ambiente. Ademas, la OCDE
ha definido los principios de BPL, los cuales garantizan la Aceptaciéon Mutua de Datos
(MAD, del inglés Mutual Acceptance of Data) entre los paises miembros, evitando la
duplicacion innecesaria de ensayos y promoviendo el uso racional de recursos (Eskes
& Whelan, 2016; Gourmelon 2016). En los ultimos arios, la OCDE ha reforzado su apoyo
a los métodos alternativos mediante la publicacion del documento de orientacién sobre
Buenas Practicas para Métodos In Vitro (GIVIMP, del inglés Good In Vitro Method
Practices), destinado a guiar el desarrollo, validacién e implementacién de métodos in
vitro aplicables en evaluaciones regulatorias de seguridad humana. De manera
complementaria, diversas iniciativas impulsadas por otros organismos internacionales
han contribuido a promover la implementacion de métodos de ensayos in vitro y

enfoques alternativos (Bas et al., 2021).

Entre estos organismos se destaca la Organizacion Internacional de Normalizacién
(ISO), una entidad independiente y no gubernamental integrada por miembros de 165
paises. Los estandares ISO son elaborados por comités técnicos y subcomités
especializados, siguiendo un proceso estructurado que comprende seis etapas:
propuesta, preparacion, comité, consulta, aprobacion y publicacion. En el ambito
europeo, la Farmacopea Europea proporciona un listado reconocido legalmente de
métodos analiticos y de control de calidad, incluyendo monografias, que contemplan
métodos alternativos aceptados para productos medicinales comercializados en dicho
continente (Bas et al., 2021).

Por su parte, el Consejo Internacional para la Armonizacién de Requisitos Técnicos para

Productos Farmacéuticos de Uso Humano (ICH, del inglés International Council for
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Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use), creado
en 1990 como un programa trilateral entre Europa, Japdn y Estados Unidos, tiene como
objetivo reunir a las autoridades reguladoras y a la industria farmacéutica para armonizar
los requisitos cientificos y técnicos del registro de medicamentos. En este marco, el ICH
promueve activamente la reduccion del uso de animales de experimentacion y la
implementacion de métodos alternativos siempre que sea cientificamente apropiado
(Bas et al., 2021).

El proceso de validacion y aceptacion regulatoria de métodos alternativos se sustenta
principalmente en marcos internacionales armonizados, que son adoptados como
referencia por las agencias regulatorias de distintos paises, incluyendo Argentina. En
este contexto, organismos como la OCDE y el Centro Europeo para la Validacion de
Métodos Alternativos (ECVAM) desempefan un rol central en la generacion de guias y
en la validaciébn de metodologias, facilitando su aceptacién a nivel global. Estas
iniciativas han impulsado el desarrollo y la implementacién de métodos alternativos
destinados a reemplazar parcial o totalmente el uso de animales en ensayos de
seguridad, particularmente en areas como la genotoxicidad y la evaluacién de productos
cosméticos. La evaluacion del potencial genotéxico constituye un requisito fundamental
en el desarrollo de nuevos farmacos (Shah, 2012). En este sentido, los ensayos de
genotoxicidad permiten identificar agentes o compuestos (denominados xenobibticos)
capaces de interactuar con el ADN y generar dano genético, lo cual puede derivar en
diferentes tipos de alteraciones, tales como mutaciones génicas, aberraciones
cromosomicas estructurales o numéricas, y eventos de recombinacioén. Si bien el avance
hacia estrategias experimentales mas éticas y relevantes desde el punto de vista
humano es sostenido, la implementacion plena de métodos alternativos en el ambito
regulatorio aun requiere un compromiso continuo, asi como recursos adecuados para

su validacién y adopcién a nivel global (Shah, 2012; Bas et al., 2021).

1.2.6 Biomarcadores

Existen diferentes estrategias para el estudio de compuestos genotéxicos, entre las
cuales se destaca el empleo de indicadores biol6gicos o biomarcadores. Estos
representan cambios medibles, tanto a nivel celular como a nivel del organismo, que
pueden evaluarse en diferentes sistemas biolégicos y permiten detectar eventos
fisiologicos o patoldgicos de manera cualitativa y/o cuantitativa. Los biomarcadores son
utilizados para identificar exposiciones, evaluar sus consecuencias bioldgicas, detectar

etapas iniciales e intermedias de procesos patologicos, reconocer individuos
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susceptibles dentro de una poblacién y fundamentar decisiones de intervencion tanto a

nivel individual como ambiental (Mudry & Carballo, 2006).

Los biomarcadores se clasifican en tres categorias principales: biomarcadores de
exposicion, de susceptibilidad y de efecto. Los biomarcadores de exposicion se definen
como sustancias quimicas, sus metabolitos o los productos de la interaccion entre una
sustancia quimica y una molécula o célula especifica, que puede medirse en el
organismo para evaluar el grado de exposicién. Por su parte, los biomarcadores de
susceptibilidad, reflejan la capacidad intrinseca de un organismo para responder al
estrés ambiental, la cual puede verse influenciada por factores genéticos o adquiridos.
Por ultimo, los biomarcadores de efecto se definen como alteraciones bioquimicas,
fisiologicas, conductuales u otras, medibles en un organismo, que, segun su magnitud,
pueden asociarse con un estado de salud o con el desarrollo potencial o manifiesto de
una enfermedad (Corradi et al., 2015). En particular, los biomarcadores de efecto
constituyen verdaderas sefales de advertencia temprana, ya que permiten intervenir
oportunamente antes de que se produzcan danos irreversibles. Desde una perspectiva
metodoldgica, los biomarcadores de efecto pueden evaluarse mediante diversos
enfoques como por ejemplo in silico, in vitro e in vivo, entre otros, cada uno con
diferentes niveles de complejidad biolégica y capacidad predictiva. Particularmente, los
sistemas in vitro son modelos experimentales que utilizan células, tejidos u 6érganos
aislados y mantenidos en condiciones controladas de laboratorio para estudiar los
efectos de sustancias quimicas, contaminantes o farmacos sin necesidad de emplear
organismos completos. Estos sistemas permiten evaluar de manera rapida y precisa
diversos biomarcadores de efecto, como genotoxicidad, citotoxicidad, estrés oxidativo,
apoptosis, alteraciones mitocondriales y cambios en la expresion génica, entre otros.
Entre los modelos mas utilizados se encuentran los cultivos celulares primarios, las
lineas celulares establecidas y no establecidas y los explantes de tejidos, entre otros.
Ademas, son herramientas fundamentales para el cribado toxicolégico y el estudio de
mecanismos de accion de diversos xenobidticos (Cimino, 2006; Kawata et al., 2009;
Kirkland et al., 2011; Kato et al., 2012; Wills et al., 2016; Cartus & Schrenk, 2017).

Las agencias regulatorias internacionales han establecido baterias de bioensayos con
el proposito de detectar alteraciones genéticas y caracterizar con mayor precision y
seguridad el dafio inducido, evaluando la genotoxicidad potencial de los compuestos
tanto in vitro como in vivo. En este marco, los biomarcadores permiten detectar
respuestas biolégicas tempranas y resultan especialmente Utiles para correlacionar la
exposicion a mutagenos, teratégenos o carcindgenos con las etapas iniciales del

proceso de carcinogénesis. En particular, los biomarcadores de genotoxicidad estan
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orientados a identificar dafno en el material genético o alteraciones cromosémicas.
Dentro de los biomarcadores clasicos utilizados en genética toxicol6gica se destacan el
ensayo de micronucleos, que permite evidenciar dafo cromosdémico o pérdida de
cromosomas; el ensayo cometa, empleado para detectar roturas en la cadena de ADN
y otros dafnos en la doble hélice; y el intercambio de cromatides hermanas, considerado
un indicador de inestabilidad cromosdmica. Por otro lado, los biomarcadores de
citotoxicidad y citoestaticidad permiten evaluar el efecto de un xenobibtico sobre la
viabilidad, proliferacién y supervivencia celular. Estos incluyen la determinacion del
indice mitético como indicador de proliferacion, la evaluacién de la viabilidad celular
asociada al estado metabdlico, el andlisis de la cinética de proliferacion celular y la
deteccion de muerte celular, tanto programada (apoptosis) como no programada
(necrosis). Asimismo, pueden considerarse alteraciones a nivel de organelas
especificas y del metabolismo celular, que contribuyen a una caracterizacion integral del
dano celular inducido (Cimino, 2006; Kirkland & Beevers, 2006, Kirkland et al., 2011;
Kato et al., 2012; Dhawan & Bajpayee, 2013; Cartus & Schrenk, 2017; Dusinska et al.,
2019; Smart et al., 2020).

Los ensayos in vitro pueden emplearse para determinar biomarcadores de efecto
relevantes y, en este sentido, su aplicacibn puede considerarse una forma de
biomonitoreo experimental. Si bien el término "ensayo in vitro" se utiliza de manera
generalizada, es importante reconocer que las células son sistemas biol6gicos
altamente complejos, capaces de regenerarse y reorganizarse dinamicamente. Por lo
tanto, ofrecen multiples criterios de valoracién toxicol6gica, que abarcan desde la
evaluacion de la integridad de la membrana plasméatica hasta procesos mas complejos
de regulacion y sefalizacion celular, como la fosforilacion de enzimas especificas
asociadas al estrés celular. Los marcadores de necrosis/oncosis, apoptosis, estrés
fisioldégico y genotoxicidad pueden utilizarse para detectar y cuantificar la respuesta
temprana luego de una exposicién (Poteser, 2017). Se han desarrollado con éxito
distintas metodologias para analizar la genotoxicidad aplicadas al estudio de una amplia
variedad de compuestos, tales como nanoparticulas, metales pesados, agroquimicos,
pesticidas y farmacos (Prosper et al., 2006; Liu et al., 2010; Di Sotto et al., 2014;
Dusinska et al., 2019; Evans et al., 2019; Gruiji¢i¢ et al., 2020; Olakkaran et al., 2020).

1.2.6.1 Viabilidad celular

La viabilidad celular se define como el nUmero de células vivas y metabdlicamente
activas presentes en una muestra. Los ensayos de viabilidad celular son herramientas

fundamentales para evaluar la respuesta de las células frente a farmacos, sustancias
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quimicas u otros agentes potencialmente tdxicos. Un ensayo de viabilidad celular ideal
debe ser seguro, rapido, confiable, reproducible y econdémicamente eficiente, ademas
de no interferir con el compuesto en evaluacion ni alterar significativamente el sistema

biol6gico analizado (Aslantiirk, 2018; Kamiloglu et al., 2020).

Existen diversos métodos para determinar la cantidad de células viables, basados en
técnicas como la citometria de flujo, la microscopia, la fluorometria y los ensayos
colorimétricos, los cuales se basan en distintas funciones celulares, como la actividad
enzimatica, la integridad de la membrana plasmatica, la capacidad de adherencia, la
produccion de trifosfato de adenosina (ATP), la generacién de coenzimas y la captacion
de nucleétidos (Thangaraj, 2016; Kamiloglu et al., 2020). Entre estos métodos, los
ensayos colorimétricos permiten evaluar la actividad metabdlica celular mediante la
cuantificacién de un marcador bioquimico detectable por espectrofotometria (van
Meerloo et al, 2011; Kamiloglu et al., 2020).

Uno de los ensayos colorimétricos mas utilizados es el ensayo MTT (bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), desarrollado originalmente por Mosmann (1983) y
posteriormente adaptado por Cole (1986) para evaluar la quimiosensibilidad de lineas
celulares de cancer de pulmén humano. Dado que la actividad mitocondrial total se
correlaciona directamente con el numero de células viables en la mayoria de las
poblaciones celulares, este ensayo se emplea ampliamente para estudiar los efectos
citotdxicos de farmacos y otros compuestos in vitro, tanto en lineas celulares como en

cultivos primarios.

El principio del ensayo MTT se basa en la capacidad de las células metabdlicamente
activas para reducir el MTT a formazan, un producto insoluble de color purpura,
mediante la accién de enzimas deshidrogenasas mitocondrial, a 37 °C (Figura 3). En
contraste, las células no viables pierden la capacidad de reducir las sales de tetrazolio.
La cantidad de formazan formada se cuantifica espectrofotométricamente, con una
absorbancia méaxima cercana a los 570 nm, y es directamente proporcional al nimero

de células viables.
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Figura 3. Esquema del principio del ensayo MTT. El compuesto de tetrazolio MTT es reducido
por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa (SDH) presente en células
metabolicamente activas, generando formazan, un producto insoluble de color purpura.

El ensayo MTT resulta especialmente util para evaluar la sensibilidad de distintas lineas
celulares frente a compuestos quimicos o farmacos. En células en proliferacién, una
disminucién en el nimero de células viables indica una inhibicion del crecimiento celular.
En este sentido, cuanto menor sea el porcentaje de viabilidad, mayor sera el potencial
citotéxico del compuesto en estudio. De acuerdo con la norma ISO 10993-5 (2009), se
considera que un producto presenta citotoxicidad significativa cuando la viabilidad
celular se reduce a menos del 70 % en comparacién con el control de celular sin
tratamiento. La sensibilidad a un farmaco suele expresarse mediante la concentracién
inhibitoria 50 (Clso), definida como la concentracién necesaria para reducir el crecimiento
celular en un 50 % respecto al control de células sin tratamiento (van Meerloo et al.,
2011).

Existen numerosos antecedentes sobre el empleo de esta metodologia para la
evaluacién de la viabilidad celular (Ferrado et al., 2020; Visentini et al., 2020; Ribas et
al., 2021, Ferrado et al., 2023; Ribas et al., 2023; Oggero et al., 2023).

1.2.6.2 Evaluacion del ciclo celular

El ciclo celular es un proceso altamente conservado mediante el cual las células
eucariotas crecen y se dividen para dar origen a nuevas células hijas (Pucci et al., 2000).
Se compone de cuatro fases sucesivas: G1 (gap 1), sintesis (S), G2 (gap 2) y mitosis
(M), ademas de la fase GO, en la que la célula puede permanecer transitoriamente fuera
del ciclo proliferativo. El contenido de ADN varia de manera caracteristica segun la fase
en que se encuentre la célula (Figura 4) (Alberts et al., 2002). En la fase G1 del ciclo en
el que se encuentre la célula, posterior a la mitosis, la célula aumenta su tamano y
comienza la sintesis de ARN vy proteinas. Durante la fase S se produce la replicacién
del ADN, para producir una copia exacta del genoma que sera transmitido a las células
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hijas. En G2, la célula continla su crecimiento y sintetiza proteinas adicionales
necesarias para la division celular. Tanto la sintesis de ARN como la de proteinas,
iniciadas en G1, contintan durante las fases S y G2. Finalmente, en la fase M, se
produce la condensacion cromosdmica y la division celular propiamente dicha, lo que
da lugar a dos células hijas genéticamente idénticas. Algunas células pueden abandonar
transitoriamente el ciclo y entrar en la fase GO, un estado de reposo reversible que les
permite reingresar al ciclo cuando sea necesario (Houtgraaf et al., 2006; Matthews et
al., 2022).

Fase G,
(reposo)

Punto de
control M/G1

Punto de
control G1/S

M

Punto de y
control G2/M GZ ‘

Figura 4. Esquema del ciclo celular y sus puntos de control. El ciclo celular esta compuesto por
las fases G;, S, G, y M, con puntos de control especificos (G;/S, G2/M y M/G;) que aseguran la
correcta progresion y replicacion del ADN. Algunas células pueden salir temporalmente del ciclo
y entrar en la fase G,, un estado de reposo reversible. Figura creada con BioRender
(www.biorender.com).

El ADN estéd expuesto de manera constante a diversos tipos de dafo, inducidos tanto
por agentes ambientales como la radiacion ultravioleta (UV), la radiacion ionizante y
diversas sustancias genotdxicas, como por subproductos del metabolismo celular. Entre
estos ultimos se incluyen las ROS (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species), tales
como el anién superoxido, el radical hidroxilo y el peréxido de hidrégeno, generados
durante la respiracion oxidativa y de la peroxidacion lipidica. Estos compuestos pueden
inducir distintos tipos de dafnos en el ADN, como roturas de cadena simple o doble,
errores durante el emparejamiento de bases, formacién de aductos quimicos, entre otros

tipos de lesiones (Houtgraaf et al., 2006).

Para preservar la estabilidad gendmica, las células han desarrollado multiples vias de

reparacion del ADN, cada una especializada en un tipo especifico de dafo. Estas vias
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involucran la accion coordinada de proteinas sensoras, transductoras y efectoras que
detectan la lesion, amplifican la sefal y activan respuestas celulares apropiadas.
Cuando la reparacién es exitosa, se restablece la integridad del genoma; sin embargo,
si el dano persiste 0 es irreparable, el ciclo celular puede detenerse de manera
transitoria 0 permanente, lo que lleva a la célula a un estado de senescencia o,
alternativamente, a la activacién de la apoptosis. Ambos mecanismos impiden la
proliferacion de células dafiadas y previenen la propagacién de mutaciones a la
descendencia celular (Houtgraaf et al., 2006).

El analisis del contenido de ADN y de las alteraciones en la progresion del ciclo celular
mediante citometria de flujo es una herramienta ampliamente utilizada para evaluar los
efectos de agentes con capacidad genotoxica en distintos tipos celulares. Este enfoque
se basa en el uso de colorantes de ADN de unidn estequiométrica, cuya fluorescencia
es proporcional a la cantidad de ADN presente en cada célula. En condiciones normales,
las células diploides en fases GO y G1 presentan un contenido de ADN de 2n. Durante
la fase S, la sintesis de ADN incrementa progresivamente ese contenido hasta alcanzar
4n al final de la replicacién, manteniéndose asi durante las fases G2 y M. Al concluir la
mitosis, se originan dos células hijas con un contenido de ADN nuevamente 2n. La
distribucion del contenido de ADN a lo largo del ciclo celular permite clasificar las células
en tres poblaciones principales: células en GO/G1 (2n); S (contenido intermedio) y G2/M
(4n) (Figura 5) (Bihari, 2017; Darzynkiewicz et al., 2017).
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Figura 5. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo. El grafico muestra la distribucion
de una poblacion celular en las distintas fases del ciclo celular segun el contenido de ADN. El gje
X representa la cantidad relativa de ADN (2n-4n) y el eje y el nimero de células. Las células en
G,/G; presentan un contenido diploide (2n), mientras que aquellas en fase S muestran un
aumento progresivo en el contenido de ADN debido a la replicacion. Las células en G,/M poseen
un contenido tetraploide (4n), correspondiente a las fases finales del ciclo antes de la division
celular (Darzynkiewicz et al., 2017).
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1.2.6.3 Muerte celular por apoptosis y necrosis

El proceso apoptético fue descripto por Kerr y col. (Kerr y col.,, 1972) como un
mecanismo celular programado, activo, dependiente de energia y esencial que involucra
eventos bioquimicos y morfolégicos caracteristicos. Entre los mismos pueden
mencionarse la formacién de ampollas en la membrana plasmatica, la condensacion de
la cromatina, la fragmentacion del ADN y externalizacién de la fosfatidilserina (Kerr et
al., 1972;Youle & Strasser, 2008; Choudhary et al., 2015a). La apoptosis es un proceso
fundamental para mantener la homeostasis tisular, eliminar células dafadas y controlar
la proliferacion celular en organismos multicelulares (Xu et al., 2019; El-Hefny et al.,
2020).

La apoptosis puede activarse a traves de dos vias principales: la via extrinseca, mediada
por receptores de muerte celular, y la via intrinseca, regulada por las mitocondrias (EI-
Hefny et al., 2020). El proceso de apoptosis puede activarse por diversas sefales tanto
internas como externas, como el dafo en el ADN, el estrés oxidativo, especies reactivas
de nitrégeno, choque térmico, privacion de nutrientes, las infecciones virales y la hipoxia.
Ademas, la exposicién a xenobibticos, como pesticidas, contaminantes ambientales,
farmacos quimioterapéuticos, entre otras, también puede inducir apoptosis,
generalmente a través de la induccidén de estrés oxidativo (Redza-Dutordoir & Averill-
Bates, 2016).

Muchos de los cambios asociados a la progresion de la apoptosis pueden evaluarse
mediante citometria de flujo (Ormerod, 1998; 2000). La mayoria de los ensayos se
basan en la deteccion de alteraciones en la membrana plasmatica o en la degradacién
extensiva del ADN en las células apoptoéticas. Una de las técnicas mas empleadas para
detectar eventos apoptéticos tempranos es la marcacion con Anexina V-FITC en
presencia de calcio, que permite identificar la externalizacion de fosfatidilserina en la
membrana plasmatica (Figura 6). En este ensayo, la Anexina V se emplea conjugada
con el fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC), mientras que el ioduro de
propidio (IP) se emplea como colorante de exclusién para evaluar la integridad de la
membrana plasmatica. Esta combinacién permite diferenciar células viables (Anexina
V-FITC negativas, IP negativas), células en apoptosis temprana (Anexina V-FITC
positivas, IP negativas) y células en apoptosis tardia o necrosis (Anexina V-FITC
positivas, IP positivas) (Vermes et al., 1995; Riccardi et al., 2006).
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Figura 6. Marcacion celular con Anexina V-FITC y ioduro de propidio (IP) para la evaluacién de
mecanismos de muerte celular. En las células viables, la fosfatidilserina se encuentra en la cara
interna de la membrana plasmatica (células Anexina-FITC negativas, IP negativas). Durante la
apoptosis temprana, la fosfatidilserina se externaliza y puede ser reconocida por la Anexina V-
FITC, sin pérdida de la integridad de membrana (células Anexina-FITC positivas, IP negativas).
En la apoptosis tardia o necrosis, ademas de la union de Anexina V-FITC, el IP penetra en la
célula debido al dafio de la membrana plasmatica, indicando pérdida de viabilidad celular (células
Anexina-FITC positivas, IP positivas). Figura creada con BioRender (www.biorender.com)

Existen en la literatura numerosas investigaciones que avalan el estudio de los diversos
mecanismos de muerte celular con la finalidad de detectar eventos apoptéticos tanto
tempranos como tardios en sistemas in vitro (Ferrado et al., 2020; 2023; Ribas et al.,
2021, 2023). Asi, podemos mencionar el empleo de este modelo para detectar procesos
apoptéticos en células HT-29 (linea celular de cancer de colon humano) y MDA-MB-231
(linea celular de cancer de mama humano) luego de la exposicidon a diferentes

bioactivos.

1.2.6.4 Detecciodn de caspasa-3 activa

La apoptosis estd estrictamente regulada por una familia de proteasas llamadas
caspasas, las cuales se encuentran en las células sanas como precursores inactivos
(procaspasas), pero que se activan especificamente durante la apoptosis (Autret &
Martin, 2009). Como se mencion0 previamente, existen dos vias de induccion de la
apoptosis, la extrinseca y la intrinseca, ambas convergentes en la activacion de la
caspasa-3, un evento critico y, a menudo, definitorio en la ejecucion del proceso de
apoptosis (Figura 7) (Fox & Aubert, 2008).
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Las caspasas son cisteina-proteasas intracelulares expresadas de manera ubicua que
participan tanto en la muerte celular programada como en procesos inflamatorios. Se
sintetizan como zimdgenos inactivos, los cuales se activan mediante escision
proteolitica para generar enzimas funcionales capaces de activar otras caspasas o de
degradar proteinas diana celulares (Kumar & Dorstyn, 2009). Una caspasa activa consta
de dos subunidades grandes y dos pequenas, que forman dos heterodimeros que se
asocian formando un tetramero funcional (Walker et al., 1994). Estas proteasas
reconocen secuencias especificas de 4-5 aminoacidos en sus sustratos, con un residuo
de acido aspartico en la posicion P4, donde ocurre la escisién proteolitica, En la via
intrinseca, la caspasa-9 activa escinde la procaspasa-3, lo que resulta fundamental para
inducir los cambios nucleares y citoplasmaticos caracteristicos de la apoptosis. Las
caspasas efectoras, en particular la caspasa-3, degradan o inactivan proteinas cruciales
involucradas en el mantenimiento del citoesqueleto, la reparacién del ADN, la
transduccién de sefales y el control del ciclo celular (Mazumder et al., 2008; Choudhary
et al., 2015a).

La activacion secuencial de las caspasas de la familia ICE/CED-3 es un paso esencial
en la fase de ejecucién de la apoptosis y puede ser desencadenada por diferentes
estimulos, entre ellos agentes genotdxicos como la irradiaciéon y o el tratamiento con
farmacos anticancerigenos (Chen et al., 2000; Gong & Almasan, 2000; Mazumder et al.,
2008). El uso de inhibidores farmacoldgicos de la caspasa-3 ha demostrado prevenir la
muerte celular inducida por irradiacion, lo que resalta su papel central en la apoptosis
asociada al estrés genotéxico.

En este contexto, la deteccién de la caspasa-3 activa se considera un marcador
confiable para evaluar la eficacia de tratamientos radioterapéuticos y quimioterapéuticos
en diversos tipos de cancer. Sin embargo, es importante destacar que otros mecanismos
de muerte celular inducidos por dafo en el ADN también pueden involucrar la activacion
de la caspasa-3. Aun asi, su papel central en la cascada apoptoética la convierte en un
indicador clave para determinar si las células estan atravesando un proceso apoptético
en respuesta a estimulos proapoptéticos (Fox & Aubert, 2008; Choudhary et al., 2015a).

24



Ligandos de muerte
TNF-alpha, FASL, TRAIL

RECQPTDFES de muerte 3 -

adsptacor: FADD, TRADD
Pro-casapasa 8

Pro-caspasa 10

Estimulos letales intrinsecos:
Daiio al ADN, estrés RE, Mitocondria
estrés metabdélico e hipoxia

|

. ——» :
3 BCL2 Solo proteinas BH/_.“ y I‘ o
: a0 .
P BOLX l . .
: » Citocromo C
P MCLI =L e N T )
. .

DISC

Caspasa 8 Oligomerizacion Apoptosoma

Caspasa 10 ' SMAC de APAF1 l

. 0i® @ i g
v {?-’3\0\3/\ l Caspasa 9
Ny 3] -
i E"“"‘ i J
¢ 55
-4 ] e
Caspasa 3 e Caspasa3

Caspasa 7 Apoptosis Caspasa7

Figura 7. Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis y su convergencia en la activacion de
caspasas efectoras. En la via extrinseca, la unioén de ligandos de muerte (como TNF-a, FASL o
TRAIL) a sus receptores especificos (TNFR1, FAS, DRS) conduce a la formacién del complejo
DISC y a la activacion de las procaspasas-8 y -10. Estas, a su vez, activan a la caspasa-3 y -7,
o0 bien escinden a BID generando tBID, que conecta con la via intrinseca. En la via intrinseca,
diversos estimulos letales (dafio al ADN, estrés del reticulo endopldasmico, hipoxia o estrés
metabdlico) inducen la activacion de las proteinas proapoptdticas BAX y BAK, lo que provoca la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP) y la liberacion de citocromo ¢ y
SMAC. El citocromo ¢ se une a APAF1 formando el apoptosoma, que activa a la caspasa-9,
iniciando asi la cascada de caspasas efectoras (3 y 7). Ambas vias convergen en la activacion
de la caspasa-3, evento clave que desencadena los cambios morfolégicos y bioquimicos
caracteristicos de la apoptosis. Adaptado de Wani et al., 2023.

1.2.6.5 Evaluacion de la produccion de especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas pequenas, de vida media corta y
altamente reactivas (Halliwell, 2011; Winterbourn, 2015). Pueden presentarse como
radicales libres derivados del oxigeno, tales como el anién superéxido (O,-7) y el radical
hidroxilo (-OH-), o como especies no radicales, como el peréxido de hidrogeno (H,O,) y
los peréxidos organicos (Tabla 1). En condiciones fisioldgicas, la generacion de ROS se
encuentra en equilibrio con los sistemas antioxidantes celulares. Estos incluyen
sistemas antioxidantes enzimaticos, como superéxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa y peroxiredoxinas, asi como antioxidantes no enzimaticos, entre ellos las
vitaminas C y E, el glutatién, el acido lipoico, los carotenoides y los quelantes de hierro
(Halliwell, 2011).
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Tabla 1. Principales especies reactivas del oxigeno generados en varios
compartimentos celulares, incluyendo la membrana plasmatica, el citosol, el reticulo
endoplasmico y la mitocondria.

Radicales

Anién superoéxido: (O2) Radical alcoxilo: RO
Radical hidroxilo: ‘OH Radical peroxilo: ROO
No radicales

Perdxido de hidrégeno H202 Ozono O3
Oxigeno singlete 02 Perdxidos organicos ROOH

Las ROS se producen de forma natural como subproductos del metabolismo aerdébico.
Sin embargo, un desequilibrio entre su generacién y el sistema de defensa antioxidante
conduce a una disfuncién y dafo celular. En concentraciones bajas o moderadas, las
ROS cumplen funciones fisiolégicas esenciales, participando en procesos de
sefalizacién celular asociados a la proliferacion, diferenciacién, migracién y muerte
celular (Covarrubias et al., 2008). En cambio, cuando los sistemas antioxidantes resultan
insuficientes para mantener niveles compatibles con la homeostasis, el exceso de ROS
provoca estrés oxidativo, definido como un estado en el cual predomina la accién
oxidante, provocando dano en biomoléculas como proteinas, acidos nucleicos, lipidos
al igual que en diversas organelas celulares, particularmente las mitocondrias (Halliwell,
2011). La sobreproduccion de ROS se asocia con la patogénesis de numerosas
enfermedades, como cancer, diabetes mellitus, aterosclerosis, artrosis, esclerosis
lateral amiotréfica y enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de
Parkinson y enfermedad de Alzheimer (Brieger et al., 2012; Kehrer & Klotz, 2015; Ghezzi
et al., 2017).

La citometria de flujo es una herramienta altamente sensible y ampliamente utilizada
para la deteccion y cuantificacién de ROS en las células. En este sentido, la hidroetidina
(HE), también conocida como dihidroetidio, es una sonda redox utilizada para la
deteccién especifica del anion superoxido intracelular (Cossarizza et al., 2009; Ribas et
al., 2023). La HE es oxidada selectivamente por el anién Oz~ para formar etidio (E*), un
compuesto catidénico que se intercala en el ADN, aumentando su fluorescencia
(longitudes de excitacion: 500-530 nm; emision: 590-620 nm). La intensidad de
fluorescencia del E* es proporcional a la produccion intracelular total del anién Oz~
(Rothe & Valet, 1990, Bindokas et al., 1996). Dado que el anion O>" no puede atravesar
faciimente la membrana celular, la senal fluorescente detectada refleja

predominantemente su produccion intracelular. Cabe destacar que la oxidacion de HE
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no es inducida de manera significativa por otras especies reactivas, como el radical -OH,
el O; singlete, el H,O,, ni las especies reactivas del nitrégeno, lo que confiere a esta

sonda un alto grado de especificidad para la deteccion de O,-~ (Luo et al., 2002).

1.2.6.6 Deteccidén de histona H2AX fosforilada (yH2AX)

El dafio al ADN puede manifestarse de mdltiples formas, incluyendo roturas de cadena
simple (SSB, del inglés Single Strand Breaks), enlaces cruzados entre moléculas de
ADN o entre ADN y proteinas, modificaciones covalentes de las bases nitrogenadas,
sustituciones de nucleétidos, desplazamientos del marco de lectura y roturas de doble
cadena (DSB, del inglés Double Strand Breaks). Entre estas lesiones, las DSB son
particularmente graves, ya que comprometen simultaneamente ambas cadenas de la
doble hélice del ADN. Este tipo de dafio puede inducir la muerte celular por apoptosis y,
si no se repara o si se repara de forma incorrecta, puede comprometer la integridad
gendémica y favorecer la aparicion de mutaciones con potencial carcinogénico o incluso

efectos hereditarios (Jeggo & Ldbrich, 2007).

Las histonas son proteinas altamente conservadas que desempefian un papel esencial
no solo en el empaquetamiento del ADN, sino también en la regulacién génica y en la
reparacion del ADN. Existen cinco familias principales de histonas denominadas H1,
H2A, H2B, H3 y H4. Dentro de la familia H2A, la histona H2AX se fosforila rapidamente
en el aminodcido serina 139 (dando lugar a la forma conocida como yH2AX) en
respuesta a la generacion de DSB, como fue descrito por primera vez por Rogakou et
al. (1998). El metabolismo celular, el estrés oxidativo, el daino genémico y la apoptosis
estan estrechamente relacionados con la fosforilacion de H2AX (Schitz et al., 2021).

Tras el dano en el ADN, las células activan mecanismos destinados a preservar la
estabilidad gendémica, denominados colectivamente como respuesta al dafio del ADN
(DDR, del inglés DNA Damage Response). Una de las primeras respuestas de la DDR
es la fosforilacion de yH2AX, que ocurre pocos minutos después de producirse una SSB
o DSB, convirtiéndose asi en un marcador temprano, sensible y confiable de este tipo
de dafno en el ADN (Figura 8) (Schitz et al., 2021). La cuantificaciéon del dafo al ADN
mediante la deteccion de yH2AX constituye una herramienta central para la evaluacion

de genotoxicidad de distintos agentes.

Diferentes agresiones genotdxicas, tanto enddgenas como exdgenas, incluyendo
radiacion UV, farmacos y productos quimicos, pueden inducir DSB y, en consecuencia,
la formacion de yH2AX. En particular, numerosos agentes antineoplasicos, como los

inhibidores de la replicacion del ADN, los agentes inductores de entrecruzamientos y los
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inhibidores de topoisomerasas, son capaces de inducir este tipo de dafo. Por ejemplo,
los farmacos que inducen entrecruzamiento entre cadenas, como el cisplatino,
promueven la generacion de yH2AX indirectamente, a través de la alquilacion del ADN
en las horquillas de replicacién dafiadas. Los inhibidores de la ADN topoisomerasa |, la
camptotecina, inducen predominantemente la fosforilacién de H2AX en células en fase
S, mientras que los inhibidores de la ADN topoisomerasa Il, como el etopésido, la
doxorrubicina y la mitoxantrona, generan yH2AX en todas las fases del ciclo celular,

especialmente durante la fase G1 (Mah et al., 2010; Rahmanian et al., 2021).

Proteinas de Estrés por replicaciény
sefalizacién 4 transcripcion del ADN

| EmRLERcAlL “w | /o nhisicién de la Dx
topoisomerasa
Transduccién de Estrés oxidativo
sefales

Sensores

Transductores

Eventos & Reparacién Arresto ciclo celular
celulares Apaptosls GADDA45 G1/5- G2/M

Figura 8. Representacion conceptual de la transduccion de sefiales y el papel central de yH2AX
en la respuesta al dafio del ADN. El dafio en el ADN es detectado de manera rapida por sensores
como HZ2AX, que activan transductores clave, entre ellos ATM, ATR, Chk1 y Chk2. Estas
quinasas de punto de control transmiten las sefiales a moléculas efectoras como p53, p21 y
cdc25, que regulan la respuesta celular, determinando si la célula detiene su ciclo, inicia la
reparacion del ADN o entra en apoptosis. Adaptado de Kopp et al., 2019.

En sintesis, los sitios de yH2AX son marcadores indirectos ampliamente aceptados para
la deteccién de dano en el ADN inducido por agentes genotoxicos (Mah et al., 2010;
Rahmanian et al., 2021). La fosforilacion de H2AX y la consecuente formacion de yH2AX
representan eventos tempranos y fundamentales de la respuesta celular frente a las
DSB, contribuyendo al mantenimiento de la estabilidad gendémica. Por lo tanto, la
deteccion de yH2AX se considera una herramienta Gtil y confiable para evaluar la

genotoxicidad de diversos compuestos. En este contexto, la citometria de flujo es un
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método rapido, sensible y reproducible para estimar los niveles de yH2AX en células
cultivadas sometidas a dafio gendémico, permitiendo cuantificar la fluorescencia de
YH2AX por nudcleo en un gran numero de células utilizando anticuerpos especificos
(Firsanov et al., 2017; Kopp et al., 2019).

1.2.6.7 Evaluacion de frecuencia de micronucleos

El ensayo de micronucleos (MN) es una de las pruebas de genotoxicidad mas utilizadas
debido a su robustez, sensibilidad y elevado poder estadistico para detectar dafio
cromosOmico, asociado a eventos clastogénicos y/o aneugénicos, que pueden
considerarse eventos distintivos de la mutagenicidad (Frétschl, 2015). Diversos estudios
han demostrado que la combinacién del ensayo cometa (EC) y el MN constituye una de
las baterias de ensayos mas adecuadas para evaluar el potencial mutagénico, ya que
ambos ensayos son altamente sensibles, de facil aplicacién y complementarios, ya que
el EC detecta dano primario en el ADN y el MN evidencia alteraciones cromosémicas
(Araldi et al., 2014; OCDE TG489, 2016).

Este ensayo puede llevarse a cabo en diferentes modelos animales, vegetales y en
distintos tipos celulares dependiendo del modo de accién del agente a caracterizar y del
objeto en estudio (Mudry y Carballo, 2006). Su aplicacion es fundamental en toxicologia
genética para el desarrollo y la evaluacion de productos quimicos, farmacéuticos y
cosméticos de uso humano. (OCDE TG487, 2023).

El ensayo de MN es un indicador indirecto de dafio cromosomico que se origina durante
la division celular, tanto por fragmentos acéntricos (evento clastogénico) o cromatidas
enteras 0 cromosomas rezagados (evento aneugénico) que no han sido incorporados
en los ndcleos hijos al momento de la citocinesis y que requieren de una division celular
para expresarse (OCDE TG487, 2023). En sistemas in vitro o ex vivo, la cuantificacion
se realiza en células binucleadas (BN) mediante el uso de citocalasina B (Cyt-B), un
inhibidor del ensamblaje del anillo contractii de microfilamentos necesario para
completar la citocinesis. Este enfoque forma parte del ensayo de micronucleos con
bloqueo de la citocinesis, también conocido como ensayo del citoma (Fenech, 2007). El
uso de Cyt-B permite asociar a los MN a células que han atravesado una division celular
durante el cultivo, minimizando factores de confusion derivados de alteraciones en la
cinética de division o retrasos del ciclo celular. Ademas, permite distinguir entre células
mononucleadas, binucleadas (BN) y polinucleadas, lo que facilita la evaluacion
simultanea de la citotoxicidad (Fenech, 2007; OCDE TG487, 2023). El ensayo de MN
también puede realizarse en ausencia de Cyt-B, lo que simplifica y acelera el
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procedimiento. Sin embargo, se ha demostrado que ciertos compuestos con baja
induccién de MN, pero con fuerte efecto citostatico, pueden generar falsos negativos
bajo estas condiciones (OCDE TG487, 2023)

Los MN son estructuras morfolégicamente similares a los nucleos principales, aunque
mas pequenos, y deben cumplir ciertas caracteristicas para ser considerados validos.

Entre ellas se incluyen (Fenech, 2000; 2007):

e Su diametro debe representar entre 1/3 y 1/9 del diametro de uno de los nucleos

principales en una célula BN.

e No ser refringentes y, por lo tanto, se pueden distinguir facilmente de artefactos

como las particulas de tincién.
¢ No estan vinculados ni conectados al nucleo principal.

e Pueden estar en contacto con el nucleo principal, pero sin superponerse, con

limites claramente definidos.

e Suelen presentar una intensidad de tincién similar, aunque ocasionalmente

mayor, a la del nucleo principal.

Diversas revisiones han analizado en detalle los mecanismos mediante los cuales el
dafio al ADN vy la alteracién de la maquinaria mitotica pueden inducir la formacion de
MN y promover alteraciones del material genético (Fenech, 2010; Fenech et al., 2011;
Fenech et al.,, 2016; Ye et al., 2019). Segun Fenech (2000), existen seis causas
principales del aumento de la frecuencia de MN: (1) defectos genéticos en las proteinas
esenciales para la mitosis y sus puntos de control, (2) alteraciones en enzimas
involucradas en la reparacion del ADN, (3) exposicion excesiva a genotoxinas quimicas,
(4) exposicidn a radiacion ionizante, (5) produccion elevada de genotoxinas endoégenas
generadas por estrés metabdlico, y (6) deficiencia de los micronutrientes necesarios
como cofactores para la replicacion y reparacién del ADN. Estas causas coexisten,
generando efectos aditivos o sinérgicos que potencian la formacién de MN
incrementando la inestabilidad genémica (Fenech, 2020).

El ensayo de MN con bloqueo de citocinesis puede ampliarse bajo el enfoque del
“ensayo del citoma” (del inglés: Cytokinesis-Block Micronucleus Cytome assay), el cual
permite una evaluacion integral del estado celular mediante la cuantificacién simultdnea
de multiples biomarcadores de dafio genético, proliferacién y muerte celular (Fenech,
2007; Fenech, 2020). En este contexto, ademas de la frecuencia de MN en células
binucleadas, se analizan otros indicadores de inestabilidad cromosémica como los
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puentes nucleoplasmicos y los brotes nucleares, asociados a eventos de fusidon
dicéntrica y eliminacion de ADN amplificado, respectivamente (Fenech, 2007).
Asimismo, el ensayo del citoma incorpora parametros que permiten evaluar la cinética
proliferativa celular, entre ellos el indice de division nuclear, que se calcula en funcién
de la proporcion de células mononucleadas, binucleadas y multinucleadas,
proporcionando una medida del grado de progresion del ciclo celular y de posibles
efectos citostaticos inducidos por los compuestos en estudio (Fenech, 2000; Fenech,
2007). Por otra parte, este enfoque contempla la evaluacion de citotoxicidad mediante
la identificacion morfol6gica de células en apoptosis y necrosis. Las células apoptoticas
se caracterizan por presentar condensacion de la cromatina, fragmentacién nuclear y
formacién de cuerpos apoptéticos, mientras que las células necréticas exhiben pérdida
de la integridad de la membrana plasmatica y desorganizacion estructural (Fenech,
2007; Thomas et al., 2009). La inclusion de estos pardmetros permite discriminar si las
variaciones observadas en la frecuencia de micronucleos se asocian a dafno genético
directo o0 a efectos secundarios derivados de citotoxicidad. De este modo, el ensayo del
citoma constituye una herramienta robusta que integra informacién sobre genotoxicidad,
citostasis y citotoxicidad, permitiendo una interpretacion mas completa de los efectos
biol6gicos inducidos por agentes quimicos o farmacolégicos (Fenech, 2020).

1.2.6.8 Electroforesis en gel de células individuales o ensayo cometa

A diferencia del ensayo de MN, que detecta dafo genético fijo a nivel cromosémico tras
al menos una division celular, el ensayo cometa (EC) permite evaluar de manera directa

y temprana el dafo directo en el ADN a nivel de células individuales.

El EC, también conocido como electroforesis en gel de células individuales, fue
introducido por Ostling & Johanson (1984) para detectar dafo en el ADN inducido por
radiacion. Desde entonces, se ha convertido en uno de los métodos mas utilizados para
evaluar la integridad del ADN celular, debido a su alta sensibilidad y versatilidad (Nikoloff
et al., 2012; Odetti et al., 2023; Mgller et al., 2025). Esta técnica permite detectar roturas
de cadena simple o doble, y/o de sitios sensibles al alcali en la molécula de ADN de
células eucariotas y posibilita el analisis del dafo genotdxico a nivel de células
individuales (Mgaller, 2006; Azqueta & Collins, 2013).

Debido a su simplicidad metodolégica, sensibilidad, versatilidad, rapidez y bajo costo, el
EC se aplica ampliamente en estudios de genotoxicidad, biomonitoreo humano,
epidemiologia molecular (Collins, 2004; Cordelli et al., 2021; Ladeira et al., 2024),
ecogenotoxicologia (Cotelle & Férard, 1999; Jiang et al., 2023), nutrigenémica (Duthie
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& Hawdon, 1998; Cordelli et al., 2021), andlisis de los mecanismos de reparacion del
ADN (Kanaar et al., 1998; Azqueta et al., 2014), evaluacién de la genotoxicidad de
nanomateriales (Huk et al., 2015; Cardoso et al., 2022; El Yamani et al., 2022) y en la
valoracion de la integridad gendmica de células madre mesenquimales (Fuchs et al.,
2012).

Particularmente, estudios recientes desarrollados por el grupo latinoamericano LA-
COMET han demostrado la amplia aplicabilidad del ensayo cometa en biomonitoreo
humano, asi como en modelos animales y vegetales, incluyendo especies silvestres,
destacando su utilidad como biomarcador sensible para la deteccion temprana de dafio
en el ADN en distintos contextos ambientales y ocupacionales (Da Silva et al., 2026;
Poletta et al., 2026).

El EC puede realizarse en practicamente cualquier poblacién de células eucariotas in
vivo, in vitro o ex vivo, incluyendo tejidos animales, como médula ésea, sangre periférica
y 6rganos solidos de roedores, asi como tejidos vegetales, particularmente las raices de
Allium cepa (Navarrete et al., 1997). El principio basico del EC se fundamenta en la
migracion electroforética de fragmentos de ADN dafados que, debido a su carga
negativa, migran a través de un gel de agarosa hacia el &nodo en presencia de un campo
eléctrico (Vidya et al., 2015). La imagen obtenida mediante microscopia adopta una
morfologia similar a la de un cometa, donde la longitud e intensidad de la cola reflejan
la frecuencia y magnitud de las roturas en la hebra de ADN, lo que constituye un
indicador cuantitativo del grado de genotoxicidad inducido por la sustancia en estudio
(Azqueta & Collins, 2013).

El EC puede llevarse a cabo bajo diferentes variantes experimentales, las cuales difieren
principalmente en las condiciones de desnaturalizacion y electroforesis del ADN,
determinando asi el tipo de lesiones detectadas. La primera versién del ensayo fue
desarrollada bajo condiciones neutras por Ostling y Johanson (1984), permitiendo la
detecciéon principalmente de roturas de doble cadena. Posteriormente, Singh et al.
(1988) introdujeron la variante alcalina (pH > 13), la cual increment6 significativamente
la sensibilidad del ensayo al posibilitar la deteccion de un espectro mas amplio de dafno
en el ADN, incluyendo roturas de cadena simple, roturas de doble cadena, sitios labiles
al alcali y lesiones asociadas a procesos de reparacion incompletos (Singh et al., 1988;
Collins, 2004). En la actualidad, estas dos variantes, neutra y alcalina, constituyen las
formas mas utilizadas del ensayo. Mientras que la variante neutra se emplea
principalmente para la deteccion de roturas de doble cadena, la variante alcalina permite
evaluar dafio total en el ADN, siendo considerada la version estandar en estudios de
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genotoxicidad y biomonitoreo debido a su mayor sensibilidad (Cordelli et al., 2021;
Dunkenberger et al., 2022).

Asimismo, el método admite ciertas modificaciones que permiten detectar distintos tipos
de dafo genético, como la incorporacion de enzimas de reparacion o restriccion para
determinar y cuantificar la presencia de bases oxidadas, estimado como un incremento
del dafno observado en el ADN, ampliando asi la capacidad analitica del ensayo (Collins,
2004; Soloneski et al., 2016).
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2.1 HIPOTESIS

La evaluacion preclinica de la seguridad de nuevos compuestos bioactivos requiere
abordajes experimentales capaces de detectar de manera temprana y sensible eventos
asociados a citotoxicidad y genotoxicidad, dado que el dafo celular y gendmico
constituye un determinante critico en la aparicién de efectos adversos a largo plazo. En
este contexto, las estrategias in vitro basadas en la integracion de mdultiples parametros
celulares y moleculares permiten no solo identificar posibles efectos toxicos, sino
también comprender los mecanismos subyacentes que los originan, fortaleciendo la
predictividad biol6gica de los estudios de seguridad. La incorporacion de plataformas
experimentales multiparamétricas se alinea, ademas, con las tendencias actuales en
toxicologia preclinica y con el desarrollo de metodologias alternativas orientadas a una

evaluacion mas eficiente, robusta y ética de nuevos compuestos.

Sobre esta base, en el presente trabajo de Tesis Doctoral se plantea como hipétesis
que los ensayos in vitro permitiran detectar, con sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad adecuadas para registros regulatorios, el dafo citotéxico y genotoxico
inducido por candidatos terapéuticos de reciente investigacion tales como el co-
adyuvante U-Omp19 y la neuropoetina BSY02, en las lineas celulares establecidas
CHO-K1 y A549.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar diversos ensayos in vitro para determinar la citotoxicidad y genotoxicidad
de dos candidatos terapéuticos de reciente investigacién tales como el adyuvante U-
Omp19 y la neuropoetina BSY02. Estos ensayos preclinicos destinados a registro

permitirdn consolidar la plataforma tecnolégica del CMC.

2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar citotoxicidad del co-adyuvante U-Omp19 y de la neuropoetina BSY02 en las
lineas celulares CHO-K1 y A549 mediante la evaluacién de la viabilidad celular por MTT,
deteccidn de apoptosis (Anexina V/PI), activaciéon de caspasa-3, produccién de ROS y

andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo.

2. Analizar el dafo genotoxico del co-adyuvante U-Omp19 y de la neuropoetina BSY02
en las lineas celulares CHO-K1 y A549 mediante el andlisis de la frecuencia de
micronucleos (MN) y la induccién de rupturas de cadena simple en la molécula de ADN
mediante el ensayo cometa (EC).

3. Analizar la induccion de rupturas de doble cadena en la molécula de ADN en las
lineas celulares CHO-K1 y A549 mediante la estimacion de los niveles de fosforilacion
de la histona H2AX, especificamente su forma fosforilada yH2AX, utilizando citometria

de flujo.
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3.1 Lineas celulares

El cultivo de las lineas celulares se realizé de acuerdo con los principios de las BPL
aplicados a estudios in vitro (OCDE N°14, 2004) y con la GIVIMP (OECD N°286, 2018),
asi como las recomendaciones de ldowu y Di Silvio. (2013) y Coecke et al. (2005). Se
utilizaron lineas celulares certificadas y con trazabilidad garantizada, provistas por
ATCC (ATCC: American Type Culture Collection). Una vez recibidas, las lineas celulares

fueron conservadas en nitrégeno (N) liquido hasta su utilizacién.
Las lineas celulares empleadas como modelo de estudio fueron:

+ Linea celular CHO-K1 (ATCC® CCL-61) originada como un subclon de la linea
celular parental CHO, derivada de ovario de hamster chino hembra adulta. Esta
linea, provista por la ATCC (Rockville, MD, EE.UU.), es ampliamente utilizada
como modelo representativo de células normales en estudios de toxicidad y
genotoxicidad.

% Linea celular A549 (ATCC® CCL-185), derivada de carcinoma de pulmon
humano de un paciente masculino de 58 anos. Esta linea celular, también
provista por la ATCC, se emplea como modelo representativo de células
tumorales, particularmente en estudios relacionados con céancer de pulmon,

citotoxicidad y mecanismos de muerte celular.
3.2 Mantenimiento de cultivos celulares

Las células CHO-K1 y A549 se cultivaron en medio de cultivo DMEM-F12 (Gibco, NY,
USA) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Internegocios, Argentina)
(DMEM-F12-SFB). Las células fueron mantenidas a 37 °C en una atmésfera al 5% de
COs.. Todos los ensayos fueron realizados usando células en su fase de crecimiento

exponencial.

En todas las lineas celulares se constato la ausencia de contaminacion con Mycoplasma
spp. mediante PCR de punto final.

3.3 Compuestos en estudio

En la presente Tesis Doctoral se evaluaron dos compuestos con potencial actividad
biolégica y relevancia terapéutica, el adyuvante inmunolégico U-Ompi19 y la
neuroepoetina BSY02 (como un derivado de la eritropoyetina humana recombinante con
actividad neuroprotectora). Ambos compuestos fueron seleccionados en funcién de su
proyeccion en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y de la necesidad de

caracterizar de manera integral su perfil de seguridad a nivel celular y genético.
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El estudio se llevo a cabo en el marco de investigaciones preclinicas orientadas a la
evaluacion de efectos citotdxicos y genotdxicos, aspectos criticos para el desarrollo de
candidatos farmacolégicos. En este contexto, los ensayos in vitro aplicados en esta
Tesis Doctoral aportan informacion relevante para la identificacién temprana de posibles
riesgos biolégicos, contribuyendo a la generaciéon de evidencia cientifica robusta que

sustente su eventual avance en etapas posteriores del desarrollo.
3.3.1 U-Omp19

U-Omp19 es una proteina recombinante derivada de Brucella abortus, originalmente
identificada como un inhibidor de proteasas de amplio espectro. Diversos estudios han
demostrado que esta proteina posee la capacidad de inhibir proteasas lisosomales y
extracelulares, lo que le confiere un rol relevante en la modulacion de procesos
inmunoldgicos y en la estabilidad antigénica en contextos vacunales (Coria et al., 2019;
Darriba et al., 2021).

En particular, U-Omp19 ha sido caracterizada como un adyuvante inmunoldgico a partir
de estudios experimentales que evaluaron su capacidad para modular la respuesta
inmune frente a distintos antigenos coadministrados. En modelos experimentales de
inmunizacién, se ha demostrado que su administracién conjunta con antigenos
incrementa la produccion de anticuerpos especificos y potencia la respuesta inmune,
evidenciando su capacidad para inducir tanto respuestas humorales como celulares.
Asimismo, se ha observado que U-Omp19 favorece la presentacion antigénica. Su
mecanismo de accion estaria vinculado, al menos en parte, a la inhibicion de la
degradacidn proteolitica de los antigenos, lo que prolonga su disponibilidad y facilita una
activacion mas eficiente del sistema inmune adaptativo (lbanez et al., 2015; Coria et al.,
2019; 2022).

Adicionalmente, se ha demostrado que U-Omp19 puede modular el perfil de activacion
de células presentadoras de antigeno y contribuir a una respuesta inmunitaria
balanceada, lo que refuerza su interés como candidato adyuvante en el desarrollo de
vacunas de nueva generacion y estrategias inmunoterapéuticas innovadoras (Darriba et
al., 2021; Darriba et al., 2022). En este contexto, la evaluacion de su seguridad y

potencial genotdxico resulta un aspecto clave para su eventual aplicacién clinica.

3.3.2 BSY02

BSY02 es una glicoforma de la eritropoyetina humana recombinante, caracterizada por

presentar una actividad hematopoyética significativamente reducida y una elevada
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eficacia neuroprotectora. Esta variante se obtuvo mediante un proceso alternativo de
purificacién a partir de eritropoyetina recombinante producida en células CHO-K1, lo que
da lugar a un perfil estructural diferencial asociado a sus propiedades biolégicas
particulares (Mattio et al., 2011).

BSY02 ha demostrado efectos neuroprotectores en distintos modelos experimentales,
lo que la posiciona como un candidato terapéutico prometedor para el tratamiento de
patologias neurolégicas, minimizando los efectos adversos asociados a la estimulacion
eritropoyética clasica. En particular, estos efectos fueron evidenciados en cultivos
primarios de neuronas hipocampales, donde promovieron la supervivencia neuronal
frente a estimulos apoptéticos, como la induccién con estaurosporina (STP), reduciendo
significativamente la proporcién de células apoptéticas. Asimismo, en este mismo
modelo se observaron efectos sobre la plasticidad neuronal, incluyendo el aumento de
la formacién de filopodios, el crecimiento de neuritas y la formacién de sinapsis,
procesos clave en la neuroproteccion y reparacién neuronal (Blrgi et al., 2021). Las
diferencias en su patrdén de glicosilacion se consideran un factor determinante en la

disociacion entre las actividades hematopoyética y neuroprotectora.

Recientemente, lturraspe et al. (2025) demostraron que las células HEK-293
representan una plataforma alternativa viable para la produccion de BSY02, generando
un perfil de glicosilacion mas simple y potencialmente menos inmunogénico, con una
reduccion en la complejidad de los glicanos. Este avance resulta particularmente
relevante desde el punto de vista biotecnoldgico y regulatorio, ya que podria mejorar la
reproducibilidad, seguridad y aceptabilidad del producto para su eventual uso clinico.
En este marco, la caracterizacion de actividad citotéxica y genotoxica de BSY02

adquiere especial importancia como parte de su evaluacion preclinica integral.

En funcién de las caracteristicas biologicas y del potencial terapéutico de U-Omp19 y
BSY02, se disend una estrategia experimental orientada a evaluar su seguridad
biol6gica mediante ensayos in vitro, siguiendo las guias internacionales y haciendo

énfasis en la citotoxicidad y genotoxicidad en modelos celulares relevantes.

3.4 Diseno experimental general

Se evaluaron los posibles efectos téxicos de U-Omp19 y BSY02 sobre las lineas
celulares CHO-K1 y A549 mediante una bateria de ensayos in vitro que permitié analizar
parametros relacionados con citotoxicidad, mecanismos de muerte celular, dafio al ADN
y produccion de ROS.
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Las células se sembraron en placas de distinto formato (96 o 24 pocillos), utilizando
densidades celulares y volumenes de medio adaptados al tipo de ensayo a realizar. Las
concentraciones de los compuestos en estudio, asi como los tiempos de exposicion, se
ajustaron de acuerdo con los requerimientos de cada técnica y se detallan en las

secciones metodolégicas correspondientes.

En todos los ensayos se incluyeron controles adecuados para garantizar la validez del

sistema experimental:

o Control negativo o células control: células cultivadas en medio completo sin

tratamiento.

o Control positivo: agentes de referencia especificos, seleccionados para inducir
el efecto esperado en cada ensayo y validar la sensibilidad del método.

Un resumen del disefo experimental general y de las condiciones de ensayo se
presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Resumen de la metodologia aplicada y condiciones de ensayo.

Variable Descripcion

Compuestos evaluados U-Omp19y BSY02

Lineas celulares CHO-K1 y A549

Ensayos realizados Viabilidad celular (MTT), apoptosis (Anexina V/PI),

ciclo celular, caspasa-3 activa, yH2AX, ROS
intracelular (HE), ensayo de micronucleos con
blogueo de citocinesis (CBMN) y ensayo cometa
(EC).

Controles positivos Doxorrubicina (DOX), Mitomicina C (MMC),
Bleomicina (BLM), Perdxido de hidrogeno (H,O,)

(segun ensayo).

Células control Células cultivadas en medio completo (sin

tratamiento)

Duracion del tratamiento 48 h (excepto donde se indique lo contrario)

Condiciones de cultivo Estufa de cultivo celular a 37°C, 5% CO, y
atmosfera humidificada.
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3.5 Ensayo de viabilidad celular (MTT)

El ensayo de reduccién de MTT se utilizé para evaluar el efecto citotoxico de los
compuestos U-Omp19 y BSY02 sobre las lineas celulares CHO-K1 y A549. Las células
fueron sembradas en una placa de 96 pocillos en una densidad de 8x10° células por
pocillo, en un volumen final de 100 uL de medio DMEM-F12 suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (SFB) (DMEM-F12-SFB, medio completo), e incubadas durante 24 h
en estufa de cultivo (5% de CO2 a 37°C) para permitir que las células lleguen a su fase
de crecimiento exponencial. Posteriormente, las células se expusieron a distintas
concentraciones de los compuestos en estudio durante 48 h. En cada experimento se
incluyeron controles positivos de citotoxicidad (DOX, MMC y BLM), asi como células
cultivadas en medio completo sin tratamiento como control de viabilidad. Como control
negativo de viabilidad (o control de muerte celular) se utilizd6 H>O al 5% v/v (Cicarelli,
Argentina). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Los cambios morfolégicos inducidos por los tratamientos fueron registrados mediante
microscopia Optica utilizando un microscopio invertido Zeiss Axio Observer (Zeiss,
Alemania).

Finalizado el tiempo de exposicion, las células fueron lavadas con PBS 1X (pH 7,0), se
retiré el sobrenadante y se afadieron 100 pl de solucién de MTT (0,5mg/ml; Invitrogen)
a cada pocillo. Luego de una incubacion de 3 h, se descartd el sobrenadante y se
agregaron 100 pl de DMSO (MP Biomedicals) para solubilizar los cristales de formazan
producidos por las células metabdlicamente activas.

La absorbancia se midi6 utilizando un lector de microplacas (espectrofotdmetro
SPECTROstar Clario, BMG LABTECH) a longitudes de onda de 570/655 nm. El

porcentaje de viabilidad celular se calcul6 a partir de la siguiente ecuacién:
% Viabilidad = (ABS tratamiento / ABS sin tratamiento) x 100

donde ABS taamiento COrresponde a la absorbancia de las células tratadas y ABS gin

wratamiento @ |2 @absorbancia de las células cultivadas en medio completo sin tratamiento.

3.5.1 Condiciones experimentales evaluadas por tratamiento y por linea celular
Las condiciones experimentales del ensayo de viabilidad celular (MTT) se definieron en
funcién del compuesto en estudio y de la linea celular empleada. Para cada combinacion
se evalué un rango amplio de concentraciones, junto con controles positivos de
citotoxicidad especificos, con el fin de validar la sensibilidad del método y permitir la
correcta interpretaciéon de los resultados.

3.5.1.1 U-Omp19
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3.5.1.1.1 Linea celular CHO-K1:
Las células CHO-K1 fueron expuestas a U-Omp19 en las siguientes concentraciones:
5,10, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500ug/ml

Controles positivos de citotoxicidad:

DOX (Caelyx, Janssen, Bélgica): 10, 25, 100, 200, 300 pg/ml
MMC (Microsules, Argentina): 0,5, 1, 10, 25, 100, 200, 300, 400 pg/ml

3.5.1.1.2 Linea celular A549:
Las células A549 fueron tratadas con U-Omp19 a concentraciones de: 10, 25, 50, 100,
150, 200, 300_ug/ml

Controles positivos de citotoxicidad:

DOX (Caelyx): 1, 5, 10, 25, 100, 200 pg/mi
MMC (Microsules): 0,5, 1, 10, 25, 50, 100, 200, 300 pg/ml

BLM (Teva, Argentina): 0,25, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 pg/ml

3.5.1.2 BSY02

3.5.1.2.1 Linea celular CHO-K1:
Las células CHO-K1 fueron expuestas a BSY02 en el siguiente rango de
concentraciones: 0,2, 0,34, 0,5, 0,7, 0,84, 1, 5, 10, 50 pg/ml

Control positivo de citotoxicidad:

DOX (Caelyx): 1, 5, 10, 25, 100, 200, 300 pg/mi
MMC (Microsules): 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 300 pg/ml

3.5.1.2.2 Linea celular A549:
Las células A549 fueron tratadas con BSY02 a concentraciones de: 0,2, 0,34, 0,5, 0,7,
0,84, 1,68, 4,2, 8,4, 16,8, 84 ug/ml

Controles positivos de citotoxicidad:

DOX (Doxopeg, Raffo, Argentina): 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 pg/ml
MMC (Microsules): 0,5, 1, 10, 25, 50, 100, 200, 300 ug/ml

BLM (Teva): 0,25, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 200 pg/ml
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En base a los resultados del ensayo de MTT se seleccionaron las concentraciones de
0,34 pg/ml para BSY02 y de 100 pg/ml para U-Omp19 para la realizacién de los ensayos

posteriores. La justificacion de esta seleccion se expresa en resultados.

3.6 Evaluacion de los mecanismos de muerte celular: apoptosis y necrosis

Con el objetivo de evaluar si U-Omp19 y BSY02 inducen muerte celular por apoptosis
y/o necrosis, se analiz6 este mecanismo en las lineas celulares CHO-K1 y A549
mediante citometria de flujo. Para ello, las células fueron sembradas a una densidad de
8x10® células por pocillo en placas de 96 pocillos (100 pl/pocillo) e incubadas durante
24 h en estufa de cultivo celular bajo condiciones estandar. Posteriormente, las células
se expusieron a BSY02 a una concentracion de 0,34 pg/ml o U-Omp19 a una
concentracion de 100 pg/ml durante 48 h. Como controles positivos de citotoxicidad se
utilizaron DOX 50 pg/mly H20: al 5% (v/v). Las células control (células sin tratamiento)
fueron cultivadas en DMEM-F12-SFB. Tras la exposicién, las monocapas celulares
fueron disgregadas mediante tratamiento con tripsina-EDTA (Gibco; 25ul/pocillo), y la
reaccion enzimatica fue detenida agregando DMEM-F12-SFB. Las suspensiones
celulares se centrifugaron a 800 xg, 5 min a 4°C. Posteriormente, las células fueron
tefidas utilizando el kit de deteccion de apoptosis FITC-Annexin V (BD Pharmingen™,
Biosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, las células fueron
analizadas mediante citometria de flujo, en un citdbmetro Attune NxT (Life Technology),
adquiriéndose un total de 10.000 células por muestra. Los datos obtenidos fueron
procesados con el software FlowJo V10.5.0 (BD, Biosciences), determinandose el
porcentaje (%) de células viables, células en apoptosis temprana, apoptosis tardia y

necrosis.

3.7 Deteccion de caspasa-3 escindida

La deteccion de caspasa-3 escindida se realizé mediante tincién con el kit FITC-DEVD-
FMK (Abcam, USA). Las células CHO-K1 y A549 fueron sembradas a una densidad de
9x10* células por pocillo en placas de 24 pocillos (0,5 ml/pocillo) e incubadas durante
24 h en estufa de cultivo (37°C, 5% de CO., atmdésfera humeda). Luego, las células
fueron expuestas a BSY02 (0,34 pg/ml) o U-Omp19 (100 pg/ml) durante 48 h. Como
control positivo de apoptosis se utilizé DOX (50 pg/ml). Las células control negativo
fueron mantenidas en DMEM-F12-SFB. Todas las condiciones fueron evaluadas por
triplicado.

Tras el tratamiento, las monocapas de células fueron disgregadas mediante incubacién

con tripsina-EDTA (100ul/pocillo), siguiendo el procedimiento descrito previamente, Las
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suspensiones celulares se centrifugaron a 800 xg, durante 6 min a 4°C. El pellet se
resuspendié en 300 pyl de DMEM-F12-SFB.

A cada muestra se le adicionaron 0,25ul de FITC-DEVD-FMK (dilucién final: 1:2400) y
se incubaron durante 45 min a 37°C en estufa de cultivo. Este marcador fluorescente,
permeable y no toxico, se une de manera irreversible a la caspasa-3 activada en células

apoptéticas.

Las células se centrifugaron a 800 xg, durante 5 min, se descarté el sobrenadante y el
botdén celular se lavé con 300 uyl de Wash buffer IV/Wash Buffer. Tras una nueva
centrifugacion en las mismas condiciones, el boton celular se resuspendio finalmente en
200 pl del mismo buffer. El analisis se realizé6 mediante citometria de flujo (Attune NxT),
adquiriéndose 30.000 células por muestra. Los datos obtenidos se procesaron con el
software Flowdo V10.5.0, y los resultados se expresaron como el porcentaje (%) de
células positivas para caspasa-3 activa, como indicador de apoptosis.

3.8 Estudio de la progresion del ciclo celular

Las lineas celulares CHO-K1 y A549 fueron sembradas a una densidad de 9x10* células
por pocillo en placas de 24 pocillos (0,5ml/pocillo) e incubadas durante 24 h en estufa
de cultivo en condiciones estandar. Transcurrido ese periodo, las células fueron tratadas
con BSY02 (0,34 ug/ml) o U-Omp19 (100 pug/ml) durante 48 h.

Como controles positivos de alteracion del ciclo celular se utilizo:

-Para la linea CHO-K1: MMC (0,5 pg/ml) y DOX (14 pg/ml)

-Para la linea A549: MMC (0,05 pg/ml)

Como ceélulas control negativo se utilizaron células cultivadas en DMEM-F12-SFB.
Todas las condiciones fueron ensayadas por triplicado.

Tras la exposicion, las células fueron recolectadas y fijadas con etanol absoluto
(Cicarelli, Argentina) durante 24 h a -20°C. Luego, las células se centrifugaron a 800 x
g por 5 min a 4°C y se descart6 el sobrenadante. Posteriormente, se realizd un lavado
con PBS-BSA 0,2%, seguido de una nueva centrifugacion en las mismas condiciones.

Para la tincion, las células se incubaron con una solucion de loduro de Propidio (IP,
Sug/ml; Molecular Probes, Life technologies) y ARNsa (10%; Sigma Aldrich) en PBS 1X
(pH=7,0).

El analisis de la distribucion de las fases del ciclo celular se llevé a cabo mediante
citometria de flujo en un equipo Attune NxT, adquiriendo al menos 30.000 células por
muestra. Los datos fueron procesados con el software FlowJo v10.5.0. El modelado de

las fases del ciclo celular se realizé mediante el algoritmo Dean-Jett-Fox en la linea
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CHO-K1 (BD Biosciences) y el algoritmo Watson Pragmatic para la linea A549 (BD

Biosciences), determinandose el porcentaje de células en las fases Go/G1, S y G,/M.

3.9 Estudio de la produccion de especies reactivas del oxigeno

Las células CHO-K1 y A549 fueron sembradas a una densidad de 8x10° células por
pocillo en placas de 96 pocillos (100ul/pocillo) e incubadas por 24 h en estufa de cultivo
(5% de CO2 a 37°C). Posteriormente, las células fueron expuestas a BSY02 (0,34 ug/ml)
0 U-Omp19 (100 pg/ml) durante 48 h. Como control positivo de estrés oxidativo se utilizé
DOX (50 pg/ml) en ambas lineas celulares. Todas las condiciones experimentales
fueron evaluadas por triplicado. Ademas, se incluyeron células cultivadas en DMEM-
F12-SFB (células control negativo) y células tratadas con H2O: al 5% (v/v) durante 3 min
(control de oxidacion).

Tras la incubacion, la deteccion de ROS se realizé mediante tincion con dihidroetidina
(HE; Invitrogen, USA). Las células CHO-K1 fueron incubadas con 100 ul de HE a una
concentraciéon final de 0,5 uM, mientras que para las células A549 se empleé una
concentracion de 0,1 uM. La incubacion se realizé durante 30 min en estufa de cultivo
(37°C, 5% CO.,). Finalizada la incubacién, la reaccién fue detenida mediante la adicion

de 100ul de liquido de focalizacion (Focusing fluid, Attune™, Thermofisher Scientific).

Las células fueron analizadas mediante citometria de flujo en un equipo Attune NxT. Los
datos obtenidos fueron procesados con el software FlowJo V 10.5.0, determinandose el
porcentaje de células positiva para HE (% células ROS*), como indicador de la

proporcién de células con produccién aumentada de anion O,~.

3.10 Determinacién de yH2AX como biomarcador de roturas de doble cadena de
ADN

El dafio en el ADN inducido por U-Omp19 y BSY02 se evalué mediante la cuantificacion
de la histona H2AX fosforilada en la serina 139 (yH2AX). Las lineas celulares CHO-K1
y A549 fueron sembradas a una densidad de 9x10* células por pocillo en placas de 24
pocillos (0,5 ml/pocillo) e incubadas durante 24 h en estufa de cultivo (5% de CO: a
37°C). Luego, las células fueron tratadas con U-Omp19 (100 pg/ml) o BSY02 (0,34
pg/ml) en DMEM-F12-SFB durante 48 h. Como control positivo de dafo genotdxico se
utilizé BLM (50 pg/ml), mientras que las células control negativo se cultivaron en medio
DMEM-F12-SFB.

Después de la incubacién, las células adheridas fueron recuperadas mediante
tripsinizacion (100ul/pocillo). Las suspensiones celulares se centrifugaron a 800 xg,

durante 8 min a 4°C, se descarté el sobrenadante y las células fueron sometidas a
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fijacion y permeabilizacion utilizando el kit eBioscience™ Foxp3 Transcription Factor

Staining Buffer Set (ThermoFisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la fijacion, el pellet celular fue resuspendido en 200 ul del buffer de fijacion (1:3 de
buffer concentrado:diluyente) y se incubd durante 45 min a 0°C protegido de la luz.
Luego, las células se centrifugaron nuevamente a 800 xg durante 5 min a 4 °C. Para
bloquear interacciones inespecificas proteina-proteina, el boton celular se resuspendié
en 25 pl de una solucion de bloqueo (glicina 0,3M, SFB 10%, PBS 1X) y se incub6
durante 20 min en hielo. Luego, se adicionaron 200 ul de buffer de permeabilizacion 1X
(eBioscience™ Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Set) y se centrifugd

nuevamente en las mismas condiciones.

La deteccion de yH2AX se realizé mediante incubacion del botdn celular con 25 pl de
un anticuerpo monoclonal anti-yH2AX (fosfoserina 139) (hecho en ratén, ab26350,
Abcam, USA) a una concentracion de 1ug/ml, durante 30 min a 0°C, protegido de la luz.
Tras un lavado con buffer de permeabilizacién, las células se incubaron con 25 pl de un
anticuerpo secundario policlonal anti-raton conjugado con aloficocianina (APC)
(Thermofisher Scientific), a una dilucion 1:1200, durante 30 min en las mismas
condiciones que el anticuerpo primario. Tras un lavado adicional con buffer de
permeabilizacién, las células fueron finalmente resuspendidas en 150 ul de liquido de
focalizacion (Attune™, Thermo Fisher Scientific) y analizadas mediante citometria de
flujo en un equipo Attune NxT, adquiriéndose 30.000 eventos por muestra. Los datos
fueron procesados con el software FlowJo v10.5.0, determinandose el porcentaje de
células positivas para yH2AX.

3.11 Estudio de la frecuencia de microntcleos con bloqueo de citocinesis

El ensayo de microndcleos in vitro con bloqueo de citocinesis (CBMN) se llevé a cabo
en las lineas celulares CHO-K1 y A549, siguiendo las recomendaciones de la guia
OECD/OCDE TG487, (2023) y el protocolo descrito por Fenech, (2007), con

modificaciones menores.

Las células fueron sembradas a una densidad de 8x10° células por pocillos en placas
de 96 pocillos (100ul/pocillo) e incubadas por 24 h en estufa de cultivo (5% de CO- a
37°C). A continuacion, las células fueron expuestas a U-Omp19 (100 ug/ml) o BSY02
(0,34 pg/ml) durante 48 h, por triplicado. Se incluyeron controles positivos especificos
para cada linea celular:

-CHO-K1: MMC 0,5 pg/ml y BLM 0,5 pg/ml

-A549: BLM 0,5 pg/ml

Las células control negativo fueron cultivadas en medio DMEM-F12-SFB.
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Finalizado el tratamiento, el medio de los pocillos fue reemplazado por 100 ul de medio
de cultivo conteniendo 3 ug/ml de citocalasina B (Sigma-Aldrich), un agente que inhibe
la citocinesis, permitiendo la formacion de células binucleadas. Las placas se incubaron
durante 16 a 24 h adicionales, para asegurar que las células completaran al menos una
divisién celular.

Las células fueron luego recolectadas mediante tripsinizacion con tripsina-EDTA
(Gibco), transferidas a tubos tipo Eppendorf, y centrifugadas a 800 x g durante 5 min a
4 °C. Tras descartar el sobrenadante, los botones celulares se resuspendieron en 100 pl
de PBS 1X.

Para la preparacion de los extendidos celulares, las suspensiones celulares fueron
colocadas en embudos colectores de citocentrifugacion (Cyto-Tek, Sakura) (Figura 9) y
centrifugadas durante 5 min a 700 rpm. Los portaobjetos obtenidos se secaron al aire
por 10 min y se fijaron con metanol absoluto frio (Cicarelli, Argentina) durante 20 min.

. Portaobjeto

2
\ Papel de filtro

Clip 3

e \ Tubo contenedor
\ - 4

Figura 9. Esquema representativo del armado de conos para la cito-centrifugacion. El conjunto
se compone de: (1) clip de sujecion, (2) portaobjeto, (3) papel de filtro y (4) tubo contenedor. El
montaje permite la correcta recoleccion y adhesion de las células sobre el portaobjeto durante la
cito-centrifugacion.

Tincién celular: La visualizacion de los nucleos celulares se realizé mediante tincién con
Giemsa al 10% (Biopack, Argentina) en agua ultrapura. Los portaobjetos se cubrieron
con la solucion colorante durante 20 min, se lavaron con abundante agua corriente y se
dejaron secar al aire. El analisis microscopico se realizd con un microscopio Zeiss
Axioscope 7 (Carl Zeiss, Alemania) en un aumento de 200x. Para cada condicién

experimental se tomaron 10 campos al azar para su posterior analisis y cuantificacion.

Cuantificacién: El indice de proliferacion celular (CBPI) se determin6 mediante el
recuento manual de las células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas y
multinucleadas, evaluando un minimo de 500 células por condicién experimental. Un

indice de CBPI igual a 1 representa una citostasis completa (100%), por lo tanto, para
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considerar valido el ensayo, este valor debia ser superior a 1. El CBPI se determin6

mediante la siguiente férmula:

CBPI = (n° células mononucleadas) + (2 x n° células binucleadas) + (3 x n° células multinucleadas)
n° total de células

Asimismo, se determin6 el % de micronucleos (MN) presentes en 1000 células
binucleadas (BN), siguiendo los criterios de puntuacion establecidos por Fenech (2007),

mediante la siguiente férmula:

n° de MN en células BN
%MN en BN= > calulas BN x 100

3.12 Estudio de la induccion de rupturas de cadena simple en el ADN mediante el
ensayo cometa alcalino

Previo a la ejecucion del ensayo cometa en condiciones alcalinas, se llevé a cabo un
ensayo de viabilidad celular (MTT) para determinar la concentracion adecuada de H2O-
a utilizar como control positivo de dafo genotoxico. La concentracién seleccionada de
H>O- debe generar dafio genotdxico sin inducir citotoxicidad significativa (% viabilidad >
al 70%).

Para ello, las células CHO-K1 y A549 se sembraron a una densidad de 8x10° células
por pocillo en placas de 96 pocillos (100 pl/pocillo), e incubadas durante 24 h en estufa
de cultivo (5% de CO2 a 37°C). Posteriormente, las células fueron expuestas a H-O2 en
concentraciones de 10, 100 y 1000 pM, durante 15-30 min a 4°C, por triplicado.
Finalizada la exposicion, se descartdé el sobrenadante y se adicionaron 100 pl de
solucion de MTT (0,5 mg/ml). Las placas se incubaron durante 3 h Luego, se descartd
el sobrenadante y se agregaron 100 ul de DMSO (MP Biomedicals) a cada pocillo para
disolver los cristales de formazén. La absorbancia se midi6 a 570/655 nm en un
espectrofotémetro (SPECTROstar Clario). El porcentaje de viabilidad celular se calculd

utilizando la siguiente ecuacion:
% Viabilidad = (ABS tratamiento / ABS sin tratamiento) x 100

donde la ABS taamiento COrresponde a la absorbancia de las células tratadas y ABS sin
ratamiento @ |2 de las células cultivadas en medio completo (células no tratadas, células

control).

Ensayo cometa alcalino
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Para el EC alcalino, las células CHO-K1 y A549 fueron sembradas a una densidad de
8x102 células por pocillo en placas de 96 pocillos (100ul/pocillo) e incubadas durante 24
h en estufa de cultivo (5% de COz a 37°C). Posteriormente, las células fueron expuestas
a U-Omp19 (100 pg/ml) y BSY02 (0,34pg/ml) durante 48 h, por triplicado. Como
controles positivos de dafno genotéxico se utilizaron BLM (100 pg/ml, 24 h) (Benitez-
Bribiesca & Sanchez-Suarez, 1999; Mira et al., 2013) y H20. (100 pyM, 15 min). Las
células utilizadas como control negativo se mantuvieron en DMEM-F12-SFB.

Para la preparacién de los portaobjetos, una capa de agarosa de punto de fusion normal
(APFEN, 1%; Invitrogen) fue extendida sobre los portaobjetos y luego fueron colocados
en estufa (37 °C, 30 min) hasta lograr la gelificacion de la agarosa. Luego, se prepard
agarosa de bajo punto de fusién (ABPF, 1%; Invitrogen) en PBS 1X y se mezclaron 50
Ml de la suspensién celular con 150 uyl de ABPF. La mezcla se deposité sobre los
portaobjetos pretratados en forma de gotas, se cubrié con un cubreobjetos y se dej6
solidificar a 4°C durante 10 min. Luego, los cubreobjetos fueron retirados
cuidadosamente.

Los portaobjetos fueron sumergidos en buffer de lisis (2,5 M NaCl; 0,1 M EDTA; 10 mM
Tris; 1% Tritén X-100; pH 10) y mantenidos a 4°C, en oscuridad, durante 24 h, con el fin
de disgregar las membranas celulares y dejar al ADN desprovisto de las mismas
(Anderson et al., 1998; Azqueta y Collins, 2013). Luego, los preparados fueron
colocados en una cuba de electroforesis horizontal con el buffer de electroforesis (300
mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13) durante 30 min a 2-8°C, para el desenrollamiento de la
hebra de ADN. Posteriormente, la electroforesis se realizé a 25 V y 300 mA, durante 30
min, manteniendo la temperatura entre 2-8°C. Bajo el campo electroforético, los
segmentos de ADN libres, producto de roturas, migran en direccion al catodo, originando
una cola de cometa (Azqueta y Collins, 2013). Una vez finalizada la electroforesis, los
portaobjetos se lavaron 3 veces con buffer neutralizante (0,4 M Tris, pH 7,5; 5 min cada
lavado), se fijaron con metanol absoluto durante 20 min y se secaron al aire. Los

preparados se conservaron a temperatura ambiente y en oscuridad hasta su analisis.

Para la visualizacion del ADN, los portaobjetos se rehidrataron con agua ultrapura fria
durante 15 min y se tifieron con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; 1pg/ml, 100
ul/portaobjeto). La observacion se realizd mediante microscopia de epifluorescencia
utilizando un microscopio Zeiss Axio Observer (Zeiss, Alemania) con un objetivo de 20x.
Se obtuvieron imagenes representativas y el dafo en el ADN se cuantific utilizando el

software OpenComet, empleando el porcentaje de ADN en la cola como parametro de
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dafio genotoxico (Gyori et al., 2014). Para cada condicion experimental se analizaron al

menos 100 nucleoidespor muestra, por triplicado.

3.13 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software estadistico SPSS 22.0 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). La normalidad de las distribuciones se
evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk, mientras que la homocedasticidad se evalué

mediante la prueba de Levene.

Para analizar la relacién entre la concentracion de los compuestos y la viabilidad celular,
se realiz6 un analisis de correlacién de Pearson, reportandose el coeficiente de
correlacion (r) y su correspondiente valor de significancia. Las diferencias entre las
distintas concentraciones de cada compuesto se evaluaron mediante un analisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido del test post hoc de Dunnett para comparar cada
tratamiento con el grupo control negativo. Se considerd un valor de p < 0,05 como
estadisticamente significativo. Los resultados se expresaron como media + desviacion
estandar (DE).

Las comparaciones entre los distintos grupos experimentales para los parametros
evaluados, muerte celular, actividad de caspasa-3, distribucion del ciclo celular,
expresion de yH2AX, frecuencia de micronucleos, CBPIy dafio en el ADN, se realizaron
mediante andlisis de varianza (ANOVA). Cuando correspondid, se aplicé la prueba de
Dunnett, que permite comparar cada grupo tratado con el grupo control (células
cultivadas en DMEM-F12-SFB). Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativos para valores de p<0,05. Los resultados se expresaron como media *

desviacioén estandar (DE).
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4.
RESULTADOS




4.1 ESTUDIO IN VITRO DE CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD DEL ADYUVANTE
U-Omp19
4.1.a Linea celular CHO-K1

4.1.a.1 Estudio de la viabilidad celular

La capacidad del adyuvante U-Omp19 (5 - 500 pg/ml) para inducir efectos citotéxicos
sobre la linea celular CHO-K1 fue evaluada mediante el ensayo de MTT luego de 48 h
de exposicion. Bajo estas condiciones experimentales, no se observaron alteraciones
morfolégicas evidentes en las células tratadas, las cuales conservaron el aspecto

caracteristico de la linea CHO-K1 en condiciones normales de cultivo (Figura 10).

Figura 10. Microfotografias representativas de células CHO-K1 luego de 48 h de exposicion a

distintas concentraciones de U-Omp19 obtenidas utilizando un microscopio Zeiss Axio Observer
con un objetivo de 10X.

En concordancia, la evaluacion cuantitativa de la citotoxicidad mediante el ensayo MTT
indicd que la exposicion a U-Omp19, en el rango de concentraciones evaluado, no
produjo efectos citotéxicos sobre las células CHO-K1 luego de 48 h de tratamiento. En
todas las condiciones evaluadas, el porcentaje de viabilidad celular se mantuvo por
encima del 70%, valor umbral establecido por la norma ISO 10993-5:2009 para

considerar un compuesto como no citotéxico. Por el contrario, los controles positivos
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DOX (1 - 300 pg/ml) y MMC (0,5 - 300 pg/ml) indujeron una disminucién progresiva y
dependiente de la concentracion en la viabilidad celular (DOX: r= -0,75; MMC: r= -0,7),
confirmando su reconocida actividad citotoxica sobre esta linea celular (Figura 11).

-~ U-Omp19 -m DOX MMC

% Viabilidad celular

o
or-*r—T—T—TTTTr T
1 5 10 25 50 100 200 300 400 500

Concentracién (ug/ml)

Figura 11. Evaluacion de la viabilidad celular de células CHO-K1 tras 48 h de exposicion a U-
Omp19, DOX y MMC mediante el ensayo MTT. Los datos se expresan como porcentaje de
viabilidad celular respecto al control sin tratamiento (100%), representados como la media +
desviacion estandar. La linea punteada indica el umbral del 70% de viabilidad celular, establecido
por ISO 10993-5:2009 como valor de referencia para indicar potencial citotoxico. El simbolo (*) y
(°) indica diferencia significativa (p<0,05) respecto al control negativo, correspondiendo (*) a
DOX, () a MMC.

Dado que U-Omp19 no mostroé efectos citotdéxicos en el rango de concentraciones
evaluado, se seleccion6 la concentracion de 100 pg/ml para los estudios posteriores.
Esta concentracion, correspondiente al 10% de la presente en la formulacién final,
permite evaluar efectos funcionales sin comprometer la viabilidad celular. Asimismo,
representa una condicion de exposicidn elevada en el modelo in vitro, considerando que
cada pocillo recibi6é 10 pg del compuesto, una cantidad relevante en relacién con la dosis
total utilizada en estudios in vivo de seguridad y eficacia. En este contexto, antecedentes
experimentales realizados en el CMC y aun no publicados (en ratones BALB/c), en los
que U-Omp19 fue administrado de forma segura a una dosis de 100 pg/animal,
respaldan la eleccién de esta concentracién como representativa y adecuada para los

ensayos realizados.

4.1.a.2 Evaluacion de los mecanismos de muerte celular: apoptosis y necrosis
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Con el objetivo de evaluar si U-Omp19 induce muerte celular programada, se analizé el
perfil apoptético en las células CHO-K1 mediante citometria de flujo utilizando el kit de
doble tincién de deteccién Anexina V-FITC/IP. Para ello, las células fueron incubadas
con U-Omp19 en una concentracién de 100 pug/ml durante 48 h.

Este método permiti6 discriminar cuatro subpoblaciones celulares: células viables
(Anexina V'/IP"), células en apoptosis temprana (Anexina V*/IP°), células en apoptosis
tardia (Anexina V*/IP*) y células necréticas (Anexina V/IP*). Como se muestra en la
Figura 12, las células control, cultivadas en medio DMEM-F12-SFB sin tratamiento,
presentaron un alto porcentaje de células viables (~90%), con un bajo porcentaje de
células apoptoticas (<10%) y necroéticas (~2%), lo cual refleja un nivel basal reducido de
muerte celular bajo condiciones fisiolégicas de cultivo. El tratamiento con U-Omp19 no
indujo cambios significativos en la proporcion de células en apoptosis temprana ni tardia
respecto a las células control (p>0,05). De manera consistente, el porcentaje de células
necroticas tras el tratamiento con U-Omp19 fue similar al observado en las células
control (p>0,05). En contraste, los controles positivos, DOX y H>O,, generaron un
aumento marcado y significativo en el porcentaje de células en apoptosis tardia (~90%)
comparado con las células control (p < 0,05), confirmando la sensibilidad del ensayo y

la validez de los controles experimentales.
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Figura 12. Evaluacion del efecto de U-Omp19 sobre la muerte celular por apoptosis/necrosis en
células CHO-K1. Las células fueron incubadas durante 48 h con U-Omp19 (100 ug/ml) y
posteriormente analizadas por citometria de flujo mediante tincion con Anexina V-FITC/PI. Las
barras representan los porcentajes de células viables, en apoptosis temprana (Ap. Temprana),
en apoptosis tardia (Ap. Tardia) y en necrosis. Las células control se cultivaron en medio DMEM-
F12-SFB, mientras que DOX y H,O, se utilizaron como controles positivos de apoptosis. Los
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valores se expresan como media + desviaciéon estandar. El simbolo (%) indica diferencia
significativa (p<0,05) respecto a las células control; ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.1.a.3 Estudio de la caspasa-3 escindida

Como complemento al andlisis de apoptosis, se evalu6 la activacién de la caspasa-3
escindida. Las células CHO-K1 fueron tratadas durante 48 h con U-Omp19 (100ug/ml)
y los resultados se compararon con células control (células cultivas en medio DMEM-
F12-SFB, sin tratamiento) y células tratadas con DOX (50 ug/ml), utilizada como control

positivo.

El analisis de la citometria de flujo mostrd que el tratamiento con U-Omp19 no indujo un
aumento significativo en el porcentaje de células con caspasa-3 activa en comparacion
con las células control (p>0,05), lo que sugiere que U-Omp19 no activa la via apoptética
dependiente de caspasa-3 en la linea celular CHO-K1. En contraste, las células tratadas
con DOX presentaron un incremento significativo en la activacion de caspasa-3 en
comparacion con las células control (p<0,05), confirmando el efecto pro-apoptético
esperado (Figura 13).
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Figura 13. Evaluacion de la caspasa-3 escindida en células CHO-K1 tratadas con U-Omp19. Las
células CHO-K1 fueron incubadas durante 48 h con U-Omp19 (100 ug/ml), Doxorrubicina (DOX,
50 ug/mi; control positivo) o medio DMEM-F12-SFB (células control, sin tratamiento). La cantidad
de caspasa-3 escindida se determind por citometria de flujo. Los resultados se presentan como
media + desviacion estandar del porcentaje de células con caspasa-3 activa respecto a las
células control. El simbolo () indica diferencias significativas respecto a las células control
(p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).

Estos resultados coinciden con los obtenidos previamente mediante el ensayo de
Anexina V-FITC/IP (item 5.1.a.2), en el cual el tratamiento con U-Omp19 no provocoé un
aumento significativo en las poblaciones celulares en apoptosis temprana o tardia,
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manteniéndose los valores por debajo del 10% y en niveles comparables al grupo

control.

4.1.a.4 Estudio de la progresion del ciclo celular

La distribucion de las células CHO-K1 en las distintas fases del ciclo celular fue
analizada mediante citometria de flujo utilizando tincién con IP, luego de 48 h de
exposicién a U-Omp19. Como controles se incluyeron células sin tratar (células control),
células tratadas con DOX (14ug/ml) y células tratadas con MMC (0,5ug/ml), utilizado
como control positivo debido a su capacidad conocida para alterar la progresion del ciclo
celular. La Figura 14 muestra los histogramas representativos del ciclo celular para cada

condicion experimental.
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Figura 14. Analisis del ciclo celular en células CHO-K1 tratadas con U-Omp19 mediante
citometria de flujo. Los histogramas representan la distribucion de las células en las distintas
fases del ciclo celular (GO/G1, S y G2/M) segun el contenido de ADN, determinado mediante
tincion con ioduro de propidio (IP) luego de 48 h de tratamiento con U-Omp19. Se incluyen células
control (células sin tratar) y controles positivos tratados con MMC (0,5ug/ml) y DOX (14ug/mi).

En la Figura 15 se muestra la comparacién cuantitativa de los porcentajes de células en
cada fase del ciclo celular. En la fase GO/G1, el tratamiento con U-Omp19 no produjo
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variaciones significativas respecto a las células control (p>0,05). En contraste, las
células tratadas con MMC y DOX mostraron diferencias significativas en comparacion
con las células control (p<0,05), lo que sugiere una alteracién en esta fase inducida por
estos compuestos.

Respecto a la fase S, no se observaron diferencias significativas entre las células
tratadas con U-Omp19 y las células control (p>0,05). De manera similar, no se
observaron diferencias entre las células control y aquellas tratadas con MMC y DOX
(p>0,05), indicando que ninguno de los tratamientos evaluados alteré sustancialmente
esta fase.

En cuanto a la fase G2/M, las células tratadas con U-Omp19 no presentaron diferencias
significativas respecto a las células control (p>0,05). Por el contrario, las células
expuestas a MMC y DOX mostraron un incremento significativo en la proporcion de
células en G2/M (p<0,05), lo cual refleja la capacidad de ambos compuestos para inducir
una detencion del ciclo celular en esta fase.

En conjunto, estos resultados indican que U-Omp19 no induce alteraciones en la
progresién del ciclo celular de células CHO-K1, lo cual es consistente con la ausencia
de citotoxicidad y de induccidén de apoptosis observada en ensayos previos.
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Figura 15.Porcentaje de células CHO-K1 en las distintas fases del ciclo celular (GO/G1, S y
G2/M) luego de 48 h de tratamiento con U-Omp19 (100ug/ml), MMC (0,5ug/ml) y DOX (14ug/ml)
y células control (medio de cultivo, sin tratamiento). Los porcentajes de células en cada fase se
determinaron por citometria de flujo luego de tincién con ioduro de propidio (IP). Los valores se
expresan como media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencia significativa
(p<0,05) respecto a las células control; ns: no significativo (p>0,05).

4.1.a.5 Estudio de la produccion de especies reactivas del oxigeno
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La produccion de (ROS se evalué en células CHO-K1 mediante citometria de flujo
utilizando HE.

Como se muestra en la Figura 16, el tratamiento de las células CHO-K1 con U-Omp19
(100 pg/ml) no gener6 un aumento significativo en la produccion de ROS en
comparacion con las células control (p>0,05), lo que indica que el compuesto no induce
estrés oxidativo bajo las condiciones experimentales evaluadas. Por el contrario, los
controles positivos tratados con DOX (50ug/ml) o H,O, (5%) mostraron un incremento

significativo en los niveles de ROS respecto de las células control (p<0,05).

Estos resultados sugieren que U-Omp19 no altera el equilibrio redox celular ni genera
dano oxidativo en células CHO-K1, en concordancia con la ausencia de efectos

citotoxicos observados previamente.
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Figura 16. Evaluacion de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en células
CHO-K1 tratadas con U-Omp19 (100ug/ml), DOX (50ug/ml) y H-O- (5%). El porcentaje de células
ROS positivas se determiné mediante tincion con hidroetidina (HE) y analisis por citometria de
flujo. Los valores se expresan como media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica
diferencias significativas con respecto a las células control (p<0,05), ns: diferencia no significativa
(p>0,05).

4.1.a.6 Determinaciéon de yH2AX como biomarcador de roturas de doble cadena
de ADN

En este estudio, se evalu6 mediante citometria de flujo el porcentaje de células CHO-
K1 positivas para yH2AX luego de 48 h de tratamiento con U-Omp19 (100 pg/ml), BLM
(100 pg/ml, control positivo) o medio de cultivo sin tratamiento (células control).

Los resultados mostraron que el tratamiento con U-Omp19 no indujo un incremento

significativo en la sefial de yH2AX en comparacién con las células control (p > 0,05), lo
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que sugiere que, bajo las condiciones experimentales evaluadas, el compuesto no
provoca roturas de doble cadena en el ADN. En contraste, las células tratadas con BLM
presentaron un aumento significativo de la sefial de yH2AX con respecto a las células
control (p < 0,05), lo que confirma su efecto genotéxico y valida la sensibilidad y el

correcto funcionamiento del ensayo (Figura 17).

100

Células gamma-H2AX positivas (%)

Células U-Omp19 BLM
control

Figura 17. Deteccion de dafio en el ADN mediante cuantificacion de yH2AX en células CHO-K1.
Porcentaje de células positivas para yH2AX (%) después de 48 h de tratamiento con U-Omp19
(100 ug/mli) y BLM (100 ug/ml, control positivo), analizado por citometria de flujo. Los valores se
expresan como media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias significativas
respecto al control (p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.1.a.7 Estudio de la frecuencia de micronucleos en presencia de citocalasina-B

Para evaluar el potencial genotoxico de U-Omp19, se determind la frecuencia de MN en
células CHO-K1 mediante el ensayo de MN con blogqueo de la citocinesis (CBMN).

Previamente al analisis de MN, se calculé el indice de Proliferacién Celular con bloqueo
de citocinesis (CBPI), a partir del recuento de células mononucleadas, binucleadas y
multinucleadas. EI CBPI representa el nimero promedio de divisiones nucleares
ocurridas durante el ensayo, siendo un indicador del grado de proliferacion celular y de
posibles efectos citostaticos inducidos por los tratamientos. Valores de CBPI superior a

1 indican que las células han proliferado activamente durante el periodo experimental.

Como se muestra en la Tabla 3, todas las condiciones experimentales evaluadas,
incluyendo el tratamiento con U-Omp19, los controles positivos (BLM y MMC) y las
células control, presentaron valores de CBPIl mayores a 1, lo que confirman que las
células han proliferado activamente a lo largo del ensayo y no se evidenciaron

diferencias significativas (p>0,05) respecto de los valores del control negativo. Estos
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resultados muestran que el U-Omp19 no induce alteraciones en la cinética de
proliferacion celular.

Tabla 3. Indice de proliferacién celular en presencia de citocalasina B (CBPI) en células
CHO-KT1 tratadas con U-Omp19, controles positivos (BLM, MMC) y células control.

Tratamiento CBPI
(media t DE)
Células control 1,95 + 0,01
BLM (Control positivo) 1,89 £ 0,04
MMC (Control positivo) 1,79 £ 0,04
U-Omp19 1,86 + 0,01

A continuacién, se muestran imagenes representativas del ensayo de MN obtenidas a
partir de las células CHO-K1 tefiidas con Giemsa al 10%, luego de 48 h de exposicion
a los distintos tratamientos (Figura 18). En estas imagenes se pueden observar células
binucleadas con y sin MN, utilizadas para el analisis cuantitativo del dafno genético.
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Figura 18. Ensayo de MNcon bloqueo de la citocinesis (CBMN) en células CHO-K1. Imagenes
representativas de células binucleadas obtenidas tras 48 h de exposicion a los diferentes
tratamientos: control, U-Omp19, mitomicina C (MMC) y bleomicina (BLM). Las preparaciones
fueron tefidas con Giemsa al 10% y observadas con un microscopio Zeiss Axioscope 7 con un
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objetivo de 20X. En los recuadros se muestran ampliaciones donde se destacan células
binucleadas con (flechas negras) y sin microntcleos.

Posteriormente, se determiné la frecuencia de MN en células binucleadas (%MN). Los
resultados mostraron valores de %MN del 0,8% tanto para las células tratadas con U-
Omp19, como para las células control, mientras que los tratamientos con BLM y MMC
alcanzaron valores de 6,8% y 24,3%, respectivamente (Figura 19). El %MN en células
tratadas con U-Omp19 no presentd diferencias significativas con respecto a las células
control (p>0,05), lo que sugiere que U-Omp19 no induce genotoxicidad detectable
mediante este ensayo. En cambio, tanto BLM como MMC produjeron un aumento
significativo en la frecuencia de MN en comparacion con las células control (p<0,05).
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Figura 19. Frecuencia de micronticleos (%MN) en células CHO-K1 tras 48 h de exposicion a U-
Omp19, BLM y MMC. Los resultados se expresan como porcentaje de microntcleos (%MN) en
células binucleadas, representados como media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica
diferencias significativas respecto a las células control (p<0,05); ns: diferencias no significativas
(p>0,05).

4.1.a.8 Estudio de la induccion de rupturas de cadena simple en el ADN

En el contexto del EC, se evalu6 previamente la viabilidad celular para descartar efectos
citotdéxicos que pudieran interferir en la interpretacion del dafo en el ADN. Las
concentraciones de H,O, utilizadas no generaron efectos citotoxicos significativos sobre
la linea celular CHO-K1, ya que el porcentaje de viabilidad celular se mantuvo por
encima del 70% en todos los tratamientos analizados (Tabla 4). Estos resultados
confirman la idoneidad de las condiciones experimentales empleadas particularmente

en términos de viabilidad celular, asegurando que el EC puede aplicarse de manera
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adecuada para la evaluacién del dafio en el ADN en este sistema, sin que los resultados

se vean comprometidos por efectos citotoxicos.

Tabla 4. Porcentaje de viabilidad celular (media * desviacion estandar) a los diferentes
tiempos de exposicion y concentraciones de H,O, en la linea celular CHO-K1.

Concentracion H.0- % viabilidad celular % viabilidad celular
(uM) (15 min de exposicion) (30min de exposicion)
Media + DE Media + DE
1000 105,8 +4,8 91,4 +10
100 111,6 £1,5 97,0+35
10 107,6 +1,7 101,3+0,9

La exposicion de las células a distintas concentraciones de H,O, mostré un dafo
elevado en el ADN a 1000 uM, un dafio moderado a 100 pM y ausencia de dafio
detectable a 10 pM (imagenes no mostradas). En funcion de estos resultados
preliminares, se seleccion6 la concentracion de 100 uM de H,O, como control positivo
para el EC alcalino, ya que permitié inducir dafo en el ADN sin comprometer
significativamente la citotoxicidad.

La Figura 20 muestra iméagenes representativas del EC alcalino obtenidas tras el
tratamiento de células CHO-K1 con U-Omp19 (100 ug/ml), BLM (100 pg/ml), H,O, y

células control (sin tratamiento).

Células control

Figura 20. Microfotografias representativas del ensayo cometa en células CHO-K1 tras 48 h de
exposicion a U-Omp19, bleomicina (BLM) y perdxido de hidrégeno (H».O,). Las células fueron
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teridas con DAPI observadas mediante microscopia de fluorescencia utilizando el microscopio
Zeiss Axio Observer con un objetivo de 20X.

El andlisis cuantitativo del ensayo cometa indicé que el tratamiento con U-Omp19 no
indujo roturas de cadenas simples en el ADN de las células CHO-K1 a la concentracion
evaluada, luego de 48 h de exposicion. No se observaron diferencias significativas en
los parametros de dafno genético en comparacién con las células control (p > 0,05), lo
que sugiere que U-Omp19 no induce genotoxicidad detectable bajo las condiciones
experimentales utilizadas. Por el contrario, las células expuestas a H,O, y a BLM
(controles positivos) presentaron un incremento significativo en el porcentaje de ADN en
la cola del cometa en comparacion con las células control (p<0,05), confirmando la

sensibilidad y validez del ensayo (Figura 21).

80—

% ADN en la cola del cometa

Células U-Omp19 H,0, BLM
control

Figura 21. Evaluacion del dafio en el ADN mediante ensayo cometa en células CHO-K1 tras 48
h de tratamiento con U-Omp19 (100 ug/ml), BLM (100 ug/ml) durante 48 h, y H>O» (100 uM)
durante 15 min. El porcentaje de ADN en la cola se utilizé como parametro cuantitativo del dafio
genotoxico. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo (*) indica
diferencias significativas en comparacion con las células control (p<0,05), ns: diferencia no
significativa (p>0,05).
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4.1.b Resultados obtenidos en la linea celular A549

4.1.b.1 Estudio de la viabilidad celular

El posible efecto citotoxico de U-Omp19 sobre la linea celular A549 se evalu6 mediante
el ensayo de MTT, luego de 48 h una exposicion a diferentes concentraciones del
compuesto: 5, 10, 25, 50, 100, 200 y 300 pug/ml. En todas las condiciones ensayadas, la
viabilidad celular se mantuvo por encima del 70%, valor considerado no citotdxico segun
la norma I1ISO 10993-5:2009, lo que indica la ausencia de efectos citotoxicos inducidos
por U-Omp19 en este rango de concentraciones.

En contraste, los agentes citotdxicos utilizados como controles positivos: DOX (0,5, 1,
5, 10, 25, 50, 100, 200 pg/ml), MMC (1, 10, 25, 50, 100, 200, 300 pg/ml) y BLM (0,25,
0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 pg/ml), generaron una disminucién progresiva y
dependiente de la concentracién en la viabilidad celular de A549 (DOX: r=-0,91; MMC:
r=-0,98; BLM: r=-0,56) (Figura 22).
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Figura 22. Evaluacion de la viabilidad celular de células A549 tras 48 h de exposicién a U-
Omp19, DOX, MMC y BLM mediante el ensayo de MTT. Los datos se expresan como porcentaje
de viabilidad celular respecto al control sin tratamiento (100%), representados como la media +
desviacion estandar, de al menos tres experimentos independientes. La linea punteada indica el
umbral del 70% de viabilidad celular, establecido por ISO 10993-5:2009 como valor de referencia
para indicar potencial citotoxico. El simbolo (), (*) y (°), indica diferencia significativa (p<0,05)
respecto al control negativo, correspondiendo (*) a DOX, (¥) a MMC y (°) a BLM.

Dado que U-Omp19 no presentd efectos citotdxicos en el rango de concentraciones
evaluado, se seleccioné la concentracién de 100 pug/ml para los estudios posteriores, en

concordancia con lo establecido previamente para la linea celular CHO-K1.

65



4.1.b.2 Evaluacion de los mecanismos de muerte celular: apoptosis y necrosis

Con el objetivo de determinar un posible mecanismo de muerte celular inducido por U-
Omp19 sobre las células A549, se analizé la proporcidn de células en diferentes estados
fisiologicos mediante citometria de flujo utilizando la tincién Anexina V-FITC/IP. Se
evaluaron células crecidas en medio de cultivo (células control, sin tratamiento), células

tratadas con U-Omp19 y células tratadas con DOX o H20» (como controles positivos).

Como se muestra en la Figura 23, las células control presentaron un alto porcentaje de
viabilidad (~80%) y bajos niveles de células apoptoticas (<20%) y necréticas (~2%), lo
cual refleja un bajo nivel basal de muerte celular en condiciones fisiologicas. El
tratamiento con U-Omp19 no produjo cambios significativos en la distribucion de las
poblaciones celulares respecto al control (p>0,05), lo que indica que no indujo apoptosis
ni necrosis. En contraste, las células tratadas con DOX y H,O, mostraron un aumento
significativo en el porcentaje de células en apoptosis tardia (~90 %) en comparacion con
el control (p <0,05), lo que confirma su actividad pro-apoptética. Asimismo, unicamente
el tratamiento con H,O, produjo un incremento significativo en el porcentaje de células

necroticas respecto a las células control (p < 0,05).
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Figura 23. Evaluacion del efecto de U-Omp19 sobre la muerte celular por apoptosis/necrosis en
células A549. Las células fueron incubadas durante 48 h con U-Omp19 (100 ug/ml) y
posteriormente analizadas por citometria de flujo mediante tincion con Anexina V-FITC/PI. Las
barras representan los porcentajes de células viables, en apoptosis temprana (Ap. Temprana),
en apoptosis tardia (Ap. Tardia) y en necrosis. Las células control se cultivaron en medio DMEM-
F12-SFB, mientras que DOX y H,O;, se utilizaron como controles positivos de apoptosis. Los
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valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo (%) indica diferencia
significativa (p<0,05) respecto a las células control; ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.1.b.3 Evaluacion de la activacion de la caspasa-3

La activacién de la caspasa-3 se analiz6 en las células A549 tratadas durante 48 h con
U-Omp19. No se detectaron diferencias significativas en los niveles de caspasa-3 activa
en comparacion con las células control (p>0,05). Por el contrario, el tratamiento con
DOX (control positivo) produjo un incremento significativo en la sefial de caspasa-3 con
respecto a las células control (p>0,05) (Figura 24).

Estos resultados son concordantes con los obtenidos previamente mediante la tincién
de Anexina V-FITC/IP (seccién 4.1.b.2), donde U-Omp19 no provoc6é un aumento
significativo en las poblaciones celulares en apoptosis temprana o tardia,
manteniéndose por debajo del 10% y en niveles comparables al grupo control.
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Figura 24. Evaluaciéon de la caspasa-3 escindida en células A549 tratadas con U-Omp19. Las
células A549 fueron incubadas durante 48 h con U-Omp19 (100 ug/ml), Doxorrubicina (DOX, 50
ug/mi; control positivo) o medio DMEM-F12-SFB (células control, sin tratamiento). La cantidad
de caspasa-3 escindida se determind por citometria de flujo. Los resultados se presentan como
media + desviacion estandar del porcentaje de células con caspasa-3 activa respecto a las
células control. El simbolo (*) indica diferencias significativas respecto a las células control
(p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.1.b.4 Estudio de la progresion del ciclo celular

La distribucién de las células A549 en las distintas fases del ciclo celular fue analizado
mediante citometria de flujo utilizando tincién con IP, luego de 48 h de exposicion a U-
Omp19 (100 pg/ml). Como controles se incluyeron células sin tratar (células control) y
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células tratadas con MMC (0,05 pg/ml). La Figura 25 muestra histogramas

representativos del ciclo celular correspondiente a cada condicion experimental.
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Figura 25. Analisis del ciclo celular en células A549 tratadas con U-Omp19 mediante citometria
de flujo. Los histogramas representan la distribucion de las células en las distintas fases del ciclo
celular (GO/G1, S y G2/M) segun el contenido de ADN, determinado mediante tincién con ioduro
de propidio (IP) luego de 48 h de tratamiento con U-Omp19. Se incluyen células control (células
sin tratar) y control positivo tratado con MMC (0,5ug/mi).

La Figura 26 representa la comparacion cuantitativa de los porcentajes de células en
cada fase del ciclo celular. En la fase G0/G1, el tratamiento con U-Omp19 no produjo
cambios significativos respecto a las células control (p>0,05), mientras que el
tratamiento con MMC mostré una diferencia significativa (p <0,05), evidenciando una
alteracién en esta fase del ciclo. En la fase S, ninguno de los tratamientos evaluados,
incluido U-Omp19 y MMC, generd cambios significativos respecto a las células control
(p>0,05). De manera similar, en la fase G2/M, las células tratadas con U-Omp19 no
mostraron variaciones significativas en la distribucion celular respecto al grupo control
(p>0,05). Por el contrario, el tratamiento con MMC produjo un incremento significativo
(p <0,05) en la proporcidon de células en G2/M (p < 0,05), indicando un un bloqueo del

ciclo celular en esta fase, impidiendo que las células continten su ciclo normal.
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Figura 26. Porcentaje de células A549 en las distintas fases del ciclo celular (GO/G1, S y G2/M)
luego de 48h de tratamiento con U-Omp19 (100ug/ml), MMC (0,05ug/ml, control positivo) y
células control. Los porcentajes de células en cada fase se determinaron por citometria de flujo
luego de tincion con ioduro de propidio (IP). Los valores se expresan como media + desviacion
estandar. El simbolo (*) indica diferencia significativa respecto al control (p<0,05), ns: diferencias
no significativas (p>0,05).

En conjunto, estos resultados indican que U-Omp19 no induce alteraciones en la
progresién del ciclo celular de las células A549, lo cual es consistente con la ausencia
de citotoxicidad observada en ensayos descritos previamente.

4.1.b.5 Estudio de la produccion de especies reactivas del oxigeno

La produccién de ROS se evalué en células A549 se evalu6 mediante citometria de flujo,
utilizando HE para la deteccién de anion O, intracelular. Como se observa en la Figura
27, el tratamiento con U-Omp19 (100 pg/ml) durante 48 h no generd un aumento
significativo en la proporcién de células ROS positivas en comparacién con las células
control (p>0,05), lo que indica que el compuesto no induce estrés oxidativo bajo las
condiciones experimentales evaluadas. Por el contrario, los tratamientos con DOX (50
pg/ml) y H20> (5%), utilizados como controles positivos, produjeron un incremento
significativo en los niveles de ROS respecto a las células control (p<0,05).
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Figura 27. Evaluacion de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en células A549
tratadas con U-Omp19 (100ug/mi), DOX (50ug/ml) y H20- (5%). El porcentaje de células ROS
positivas se determiné mediante tincion con hidroetidina (HE) y analisis por citometria de flujo.
Los valores se expresan como media *+ desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias
significativas con respecto a las células control (p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.1.b.6 Determinaciéon de yH2AX como biomarcador de roturas de doble cadena
de ADN

El dafio gendmico asociado a roturas de doble cadena de ADN se evalu6 mediante la
cuantificaciéon de yH2AX en células A549 mediante citometria de flujo, luego de 48 h de
tratamiento con U-Omp19 (100 pg/ml). Se incluyeron células sin tratamiento como
control negativo y células tratadas con BLM (100 ug/ml) como control positivo.

Como se observa en la Figura 28, el tratamiento con U-Omp19 no indujo un incremento
significativo en el porcentaje de células yH2AX positivas en comparacion con las células
control (p>0,05), lo que sugiere que el compuesto no induce roturas de doble cadena en
el ADN bajo las condiciones experimentales evaluadas. En contraste, las células
tratadas con BLM mostraron un aumento significativo en la sefial de yH2AX con respecto

al control (p<0,05), confirmando su efecto genotoxico.
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Figura 28. Deteccion de dafio en el ADN mediante cuantificacion de yH2AX en células A549.
Porcentaje de células A549 positivas para yH2AX (%) después de 48 h de tratamiento con U-
Omp19 (100 ug/ml) y BLM (100 ug/ml, control positivo analizado por citometria de flujo. Los
valores se expresan como media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias
significativas respecto al control (p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.1.b.7 Estudio de la frecuencia de MN en presencia de citocalasina-B

Para evaluar el potencial genotdxico de U-Omp19 en la linea celular A549, se determiné
la frecuencia de MN y CBPI mediante el ensayo de bloqueo de la citocinesis (CBMN),

utilizando citocalasina-B.

Como se muestra en la Tabla 5, todas las condiciones experimentales evaluadas,
incluyendo el tratamiento con U-Omp19 (100 pg/ml), el control positivo (BLM, 0,5 ug/ml)
y las células control, presentaron valores de CBPI mayores a 1, confirmando la
proliferacion activa de las células a lo largo del ensayo, y no se evidenciaron diferencias
significativas (p>0,05) respecto de los valores del control negativo. Estos resultados
muestran que el U-Omp 19 no induce alteraciones en la cinética de proliferacion celular.
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Tabla 5. indice de proliferacion celular en presencia de citocalasina-B (CBPI) en células
A549.

Tratamiento CBPI

(media £ DE)
Células control 1,85 1 0,01
Control positivo (BLM) 1,75+ 0,05
U-Omp19 1,79 £ 0,02

En la Figura 29, se presentan imagenes representativas del ensayo de MN realizado en
células A549, obtenidas tras la tincién con Giemsa al 10% luego de 48 h de exposicién
a los distintos tratamientos, En las imagenes se pueden observar células binucleadas,

con y sin micronucleos, utilizadas para el analisis cuantitativo del dafio genético.

Células control U-Omp19

BLM
; %
..ﬁ. “Q
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.o | (]

Figura 29. Ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN) en células A549.
Imagenes representativas de células binucleadas obtenidas tras 48 h de exposicion a los
diferentes tratamientos: control, U-Omp19 y bleomicina (BLM). Las preparaciones fueron tenidas
con Giemsa al 10% y observadas con un microscopio Zeiss Axioscope 7. En los recuadros se
muestran ampliaciones donde se destacan células binucleadas con (flechas negras) y sin
micronticleos con un objetivo de 20X.

La cuantificacién de MN en células binucleadas mostré valores de 2,3% para las células
tratadas con U-Omp19, 1,4% para las células control y 7,3% para las células tratadas
con BLM (Figura 30). El andlisis estadistico indic6é que el tratamiento con U-Omp19 no

produjo un aumento significativo en la frecuencia de MN con respecto a las células
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control (p>0,05), lo que sugiere la ausencia de genotoxicidad detectable bajo las
condiciones evaluadas. En cambio, el tratamiento con BLM produjo un aumento
significativo en la frecuencia de MN en comparacion con las células control (p<0,05),
confirmando la sensibilidad y validez del ensayo.
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Figura 30. Frecuencia de microntcleos (%MN) en células A549 tras 48 h de exposicion a U-
Omp19 y BLM. Los resultados se expresan como porcentaje de micronucleos (%MN) en células
binucleadas, representados como media + desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias
significativas respecto a las células control (p<0,05); ns: diferencias no significativas (p>0,05).

4.1.b.8 Estudio de la induccidon de rupturas de cadena simple en el ADN

En concordancia con el abordaje experimental previamente aplicado en la linea celular
CHO-K1 (seccion 4.1.a.8), se evalud el potencial genotéxico de U-Omp19 en células
A549 mediante el EC alcalino. De manera preliminar, se analiz6 la viabilidad celular tras
la exposicion a distintas concentraciones de H,O,, con el objetivo de seleccionar una
condiciéon que permitiera inducir dafio en el ADN sin generar citotoxicidad significativa
que pudiera interferir en la interpretacién de los resultados.

Como se muestra en la Tabla 6, ninguna de las concentraciones de H,O, evaluadas
produjo una disminucién s en la viabilidad celular, manteniéndose los valores por encima
del 70% tanto a los 15 como a los 30 min de exposicidn. Estos resultados confirman, al
igual que en CHO-K1, la idoneidad de las condiciones experimentales empleadas para
el analisis especifico de rupturas de cadena simple del ADN.
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Tabla 6. Porcentaje de viabilidad celular (media + desviacion estandar). a los diferentes
tiempos de exposicion y concentraciones de H.O. en la linea celular A549.

Concentraciones de H,0, % viabilidad celular % viabilidad celular
M (15min de exposicion) (30min de exposicion)
(uM) Media * DE Media + DE
1000 106,9 £5,7 110,1+2,3
100 102,5+9,0 104,2 +10,6
10 108,9 +10.2 105,8 £5,8

En funcidn de estos resultados, se seleccioné la concentraciéon de 100 uM de H,O, como
control positivo del ensayo cometa alcalino, dado que permitié detectar dafio genético
sin comprometer la viabilidad celular, en concordancia con lo observado previamente en
la linea CHO-K1.

La Figura 31 muestra imagenes representativas del EC alcalino obtenidas tras el
tratamiento de células A549 con U-Omp19 (100 pg/ml), H,O, (control positivo) y en las

células control sin tratamiento.

Células control U-Omp19

Figura 31. Microfotografias representativas del ensayo cometa en células A549 tras 48 h de
exposicion a U-Omp19 y perdxido de hidrégeno (H,O.). Las células fueron tefidas con DAPI y
observadas mediante microscopia de fluorescencia utilizando el microscopio Zeiss Axio
Observer con un objetivo de 20X.

El analisis cuantitativo del dafno genético indicé que el tratamiento con U-Omp19 no
indujo un aumento significativo en el porcentaje de ADN en la cola en comparacion con
las células control (p > 0,05), lo que sugiere que no genera roturas de cadena simple en
el ADN de células A549 bajo las condiciones evaluadas. Por el contrario, las células
expuestas a H,O, presentaron un incremento significativo en el dafo genético

comparacion con las células control (p<0,05) (Figura 32).
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Figura 32. Evaluacion del dafio en el ADN mediante ensayo cometa en células A549 tras 48 h
de tratamiento con U-Omp19 (100 ug/ml) durante 48 h, y H202 (100 uM) durante 15 min. El
porcentaje de ADN en la cola se utilizé como parametro cuantitativo del darfio genotdxico. Los
resultados se expresan como media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias
significativas en comparacion con las células control (p<0,05), ns: diferencia no significativa

(p>0,05).
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4.2 ESTUDIO IN VITRO DE CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD DE BSY02

4.2.a Resultados obtenidos en la linea celular CHO-K1
4.2.a.1 Evaluacion de la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT

El tratamiento de las células CHO-K1 durante 48 h con diferentes concentraciones de
BSY02 (0,2, 0,34, 0,5, 0,7, 0,84, 1, 5, 10, 50 pug/ml, equivalentes a 20, 40, 60, 80, 100,
120, 590, 1200, 5600 Ul/ml, respectivamente) no produjo alteraciones morfolégicas
evidentes en las células, manteniéndose el aspecto caracteristico de la linea celular en

condiciones de cultivo normales (Figura 33).

Spg/mi
0,2pg/mi

Figura 33. Microfotografias representativas de células CHO-K1 luego de 48 h de exposicion a
diferentes concentraciones de BSY02 obtenidas utilizando un microscopio Zeiss Axio Observer
con un objetivo de 10X.

La evaluacién de la citotoxicidad mediante el ensayo MTT mostré que BSY02 no produjo
efectos citotoxicos sobre las células CHO-K1 en el rango de concentraciones ensayado,
ya que la viabilidad celular se mantuvo por encima del 70% en todas las condiciones
evaluadas tras 48 h de tratamiento. Por el contrario, los controles positivos DOX (1 - 300
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ug/ml) y MMC (0,5 - 300 pg/ml) indujeron una disminucién progresiva y dependiente de
la concentracion en la viabilidad celular (DOX: r= -0,75; MMC: r= -0,7), confirmando su

reconocida actividad citotoxica sobre esta linea celular (Figura 34).
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Figura 34. Evaluacion de la viabilidad celular de células CHO-K1 tras 48 h de exposicion a
BSY02, DOX, MMC mediante el ensayo de MTT. Los datos se expresan como porcentaje de
viabilidad celular respecto al control sin tratamiento (100%), representados como la media *
desviacion estandar, de al menos tres experimentos independientes. La linea punteada indica el
umbral del 70% de viabilidad celular, establecido por ISO 10993-5:2009 como valor de referencia
para indicar potencial citotoxico. El simbolo (*) y (°) indica diferencia significativa (p<0,05)
respecto al control negativo, correspondiendo (*) a DOX y (°) a MMC.

Dado que BSY02 no presenté actividad citotoxica detectable, se selecciond la
concentracion de 0,34 ug/ml (equivalente a 40 Ul/ml) como concentracion representativa
para los ensayos posteriores. Esta seleccién se fundamento6 tanto en la ausencia de
efectos citotdxicos como en su relevancia bioldgica, considerando antecedentes de
estudios de farmacocinética de moléculas estructuralmente similares como la rhEPO,
que reportan concentraciones terapéuticas entre 2,5 - 4 Ul/ml (Macdougall et al., 1991;
Oh et al., 2015). Es decir que la concentracion utilizada equivale a unas 10 - 16 veces

superior a la concentracion sérica maxima esperable.

4.2.a.2 Evaluacion de los mecanismos de muerte celular: apoptosis y necrosis

Con el objetivo de determinar si el tratamiento con BSY02 inducia muerte celular
programada, se analizo el perfil apoptotico de las células CHO-K1 mediante citometria
de flujo, utilizando el kit de deteccién Anexina V-FITC/PI. Las células fueron incubadas
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durante 48 h con BSY02 (0,34 ug/ml), Se incluyeron como controles positivos DOX (50
ug/ml) y H,O, (al 5%), asi como células control cultivadas en medio DMEM-F12-SFB.

Como se observa en la Figura 35, las células control mostraron un elevado porcentaje
de viabilidad celular (~98%), con una baja proporcion de células en apoptosis (<2%) y
necrosis (~0,3%), lo cual refleja un bajo nivel basal de muerte celular en condiciones

fisiologicas.

Las células tratadas con BSY02 no evidenciaron un aumento significativo en la
proporcidon de células apoptéticas ni necréticas en comparacion con el grupo control
(p>0,05), lo que indica que, en las condiciones evaluadas, BSY02 no induce muerte
celular por apoptosis ni necrosis en la linea CHO-K1. En cambio, los tratamientos con
DOX 'y H,O, generaron un aumento significativo en la poblacién de células apoptéticas

y necréticas respecto al control (p<0,05).
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Figura 35. Evaluacion del efecto de BSY02 sobre la muerte celular por apoptosis/necrosis en
células CHO-K1. Las células fueron incubadas durante 48 h con BSY02 (0,34 ug/ml) y
posteriormente analizadas por citometria de flujo mediante tincion con Anexina V-FITC/PI. Las
barras representan los porcentajes de células viables, en apoptosis temprana (Ap. Temprana),
en apoptosis tardia (Ap. Tardia) y en necrosis. Las células control se cultivaron en medio DMEM-
F12-SFB, mientras que DOX y H,O;, se utilizaron como controles positivos de apoptosis. Los
valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencia
significativa (p<0,05) respecto a las células control; ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.2.a.3 Evaluacion de la activacion de la caspasa-3

Las células CHO-K1 fueron tratadas durante 48 h con BSY02 a una concentracion de
0,34 pg/ml y comparadas con células control (células cultivadas en medio DMEM-F12-

SFB) y células tratadas con DOX (50 pg/ml) como control positivo.
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Los resultados mostraron que el tratamiento con BSY02 no indujo un incremento
significativo en la proporciéon de células positivas para caspasa-3 respecto al grupo
control (p > 0,05), lo que indica ausencia de activacién de la via apoptética mediada por
esta via. En contraste, las células tratadas con DOX presentaron un aumento
significativo en los niveles de caspasa-3 activa en comparacién con las células control

(p <0,05), confirmando su efecto proapoptético esperado (Figura 36).

Estos resultados son consistentes con los obtenidos previamente mediante la tincion de
Anexina V-FITC/IP, donde la BSY02 no provocé un aumento significativo de las
poblaciones celulares en apoptosis temprana o tardia, las cuales se mantuvieron por

debajo del 10% y en valores comparables a los del grupo control.
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Figura 36. Evaluacion de la caspasa-3 escindida en células CHO-K1 tratadas con BSY02. Las
células CHO-K1 fueron incubadas durante 48 h con BSY02 (0,34 ug/ml), DOX (50 pg/ml; control
positivo) o medio DMEM-F12-SFB (células control, sin tratamiento). La cantidad de caspasa-3
escindida se determind por citometria de flujo. Los resultados se presentan como media +
desviacion estandar del porcentaje de células con caspasa-3 activa respecto a las células control.
El simbolo (*) indica diferencias significativas respecto a las células control (p<0,05), ns:
diferencia no significativa (p>0,05).

4.2.a.4 Estudio de la progresion del ciclo celular

La distribucion de las células CHO-K1 en las distintas fases del ciclo celular fue
analizada mediante citometria de flujo utilizando tincién con IP, luego de 48 h de
exposicion a BSY02 (0,34 ug/ml). Se incluyeron como controles células sin tratar
(células control) y células tratadas con MMC (0,5 pg/ml).
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La Figura 37 muestra los histogramas representativos del contenido de ADN

correspondientes a cada condicién experimental.
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Figura 37. Histogramas representativos del analisis del ciclo celular en células CHO-K1 tras 48
h de tratamiento. Se muestran los perfiles de distribucion del contenido de ADN correspondientes
a células control (sin tratar), tratadas con BSY02 (0,34 ug/ml) y con MMC (0,5 ug/mi, control
positivo). Las regiones sombreadas indican las fases GO/G1 y G2/M del ciclo celular,
determinadas segun el contenido de ADN medido mediante tincion con ioduro de propidio (IP).

En la Figura 38 se muestra la comparacién cuantitativa de los porcentajes de células en
cada fase del ciclo celular. En la fase G0/G1, el tratamiento con BSY02 no produjo
diferencias significativas respecto a las células control (p>0,05), mientras que el
tratamiento con MMC provoc6 una disminucién significativa del porcentaje de células en
esta fase (p<0,05), evidenciando una alteraciéon en la progresién normal del ciclo
celular. En la fase S, ni BSY02 ni MMC generaron cambios significativos respecto a las
células control (p>0,05). Por el contrario, en la fase G2/M, el tratamiento con MMC
produjo un aumento significativo en la proporcién de células (p < 0,05), compatible con
un efecto bloqueante del ciclo celular, mientras que BSY02 no modifico
significativamente la distribucion celular respecto al grupo control (p> 0,05).Estos
resultados indican que BSY02 no induce alteraciones detectables en la progresion del
ciclo celular de células CHO-K1 el tratamiento con MMC produjo un aumento
significativo en la proporcion de células (p < 0,05), compatible con un efecto bloqueante
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del ciclo celular, lo cual es consistente con la falta de citotoxicidad observada en los

ensayos de viabilidad previos.
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Figura 38. Porcentaje de células CHO-K1 en las distintas fases del ciclo celular (GO/G1, S y
G2/M) luego de 48 h de tratamiento con BSY02 (0,34 ug/mi), MMC (0,5 ug/ml, control positivo) y
células control (medio de cultivo). Los porcentajes de células en cada fase se determinaron por
citometria de flujo luego de tincion con ioduro de propidio (IP). Los valores se expresan como
media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencia significativa respecto al control
(p<0,05), ns: diferencias no significativas (p>0,05).

4.2.a.5 Estudio de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS)

La produccion intracelular de ROS se evalué en células CHO-K1 mediante citometria de
flujo, utilizando HE. Como se observa en la Figura 39, el tratamiento de las células CHO-
K1 con BSY02 (0,34 pg/ml) durante 48 h no generé un aumento significativo en la
produccion de ROS en comparacién con las células control (p>0,05), lo que indica que
el tratamiento no induce estrés oxidativo bajo las condiciones experimentales
evaluadas. Por el contrario, las células tratadas con DOX (50 ug/ml) o HxO2 (5%),
utiizados como controles positivos, mostraron un incremento significativo en la

produccion de ROS respecto a las células control (p<0,05).
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Figura 39. Evaluacion de la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) en células
CHO-K1 mediante citometria de flujo utilizando hidroetidina (HE). Las células fueron tratadas
durante 48 h con BSY02 (0,34 ug/ml), H.O. (5% v/v, control positivo de estrés oxidativo) y DOX
(50 ug/mi, control positivo), y comparadas con células control (sin tratar). Los valores se expresan
como media + desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias significativas con respecto a
las células control (p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.2.a.6 Determinacién de yH2AX como biomarcador de roturas de doble cadena

de ADN

Se evalud el porcentaje de células CHO-K1 positivas para yH2AX mediante citometria
de flujo, luego de 48 h de tratamiento con BSY02 (0,34 pg/ml). Como controles se
incluyeron células cultivadas en medio de cultivo (células control) y células tratadas con
BLM (100 pg/ml), como control positivo de dafio genotoxico.

Los resultados obtenidos indicaron que el tratamiento con BSY02 no indujo un
incremento significativo en la sefial de yH2AX en comparacién con las células control
(p>0,05), lo que sugiere que el compuesto no provoco roturas de doble cadena en el
ADN bajo las condiciones experimentales utilizadas. En contraste, las células tratadas
con BLM mostraron un aumento significativo en la sefial de yH2AX con respecto al

control (p<0,05), confirmando su efecto genotodxico (Figura 40).
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Figura 40. Deteccion de dafio en el ADN mediante cuantificacion de yH2AX en células CHO-K1.
Porcentaje de células CHO-K1 positivas para yH2AX (%) después de 48 h de tratamiento con
BSYO02 (0,34 ug/mi) y BLM (100 ug/mi, control positivo) analizado por citometria de flujo. Los
valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias
significativas respecto al control (p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.2.a.7 Estudio de la frecuencia de micronucleos en presencia de citocalasina-B

Para evaluar el potencial genotéxico de BSY02, se determiné la frecuencia de MN en
células CHO-K1 mediante el ensayo de CBMN.

Como se muestra en la Tabla 7, todas las condiciones experimentales evaluadas,
incluyendo el tratamiento con BSY02, los controles positivos (BLM y MMC) y las células
control, presentaron valores de CBPI mayores a 1, lo que confirman que las células han
proliferado activamente a lo largo del ensayo y no se evidenciaron diferencias
significativas (p>0,05) respecto de los valores del control negativo. Estos resultados

muestran que el BSY02 no induce alteraciones en la cinética de proliferacién celular.
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Tabla 7. indice de proliferacién celular en presencia de citocalasina B (CBPI) en células
CHO-KT tratadas con BSY02.

Tratamiento (*) CBPI
(media £ DE)
Células control 1,95 + 0,01
BLM (Control positivo) 1,89 £ 0,04
MMC (Control positivo) 1,79 £ 0,04
BSY02 1,73 £ 0,05

(*) Los valores correspondientes a células control, BLM y MMC son los que se muestran en la
Tabla 3, ya que fueron los mismos que se utilizaron en el presente ensayo.

A continuacion, se muestran imagenes representativas del ensayo de MN realizado en
células CHO-K1, obtenidas tras 48 h de exposicion a BSY02 (0,34 ug/ml), asi como a
los controles positivos y células control. Las preparaciones, tefidas con Giemsa al 10%,
permiten identificar células binucleadas, con y sin MN, utilizadas para el analisis
cuantitativo del dafo genético (Figura 41).

Células control BSY02
v~ 3 " . "
o " 8 . .
» ,\“. " " - . - -
‘oA X . . e @ 2 ®
£ a 3 ‘ » e -
e L
e L Y™ ] L2

- L
LY - ‘
2
O A
N B :
MMC BLM
W0 @ " e ™™
8 - by & 3 f’.‘.
™ . "h‘ 2 ey ¥
| i

8
# K-
e e o
L] - f ‘:A:‘ \“;" ‘?
" . )

il .l 1
, i

Figura 41. Ensayo de microntcleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN) en células CHO-K1.
Imagenes representativas de células binucleadas obtenidas tras 48 h de exposicion a los
diferentes tratamientos: control, BSY02, mitomicina C (MMC) y bleomicina (BLM). Las
preparaciones fueron tefiidas con Giemsa al 10% y observadas con un microscopio Zeiss
Axioscope 7 con un objetivo de 20X. En los recuadros se muestran ampliaciones donde se
destacan células binucleadas con (flechas negras) y sin microntcleos.
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Posteriormente, se determiné la frecuencia de MN en células binucleadas (%MN). Los
valores obtenidos fueron 0,9% para las células tratadas con BSY02, 0,8% para las
células control, 6,8% para las células tratadas con BLM y 24,3% para las células tratadas
con MMC (Figura 42). El andlisis estadistico indico que el tratamiento con BSY02 no
produjo un aumento significativo en la frecuencia de MN en comparacién con las células
control (p > 0,05), lo que sugiere ausencia de genotoxicidad detectable en las
condiciones experimentales ensayadas. En cambio, ambos controles positivos
provocaron un aumento significativo en la frecuencia de MN en comparacién con las

células control (p < 0,05).
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Figura 42. Frecuencia de microntcleos (%MN) en células CHO-K1 tras 48 h de exposicion a
BSY02, BLM y MMC. Los resultados se expresan como porcentaje de microntcleos (%MN) en
células binucleadas, representados como media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica
diferencias significativas respecto a las células control (p<0,05); ns: diferencias no significativas
(p>0,05).

4.2.a.8 Estudio de la induccion de rupturas de cadena simple en el ADN

La evaluacién de la induccién de rupturas de cadena simple en el ADN se llevé a cabo
mediante el EC en condiciones alcalinas, siguiendo el mismo disefio experimental y
criterios de analisis previamente descriptos para la linea celular CHO-K1 expuesta al
compuesto U-Omp19 (secciéon 4.1.a.8). Previamente al ensayo, se optimizdé la
concentracion de H,O, utilizada como control positivo de dafo genotéxico.

La Figura 43 muestra microfotografias representativas del EC tras el tratamiento de
células CHO-K1 durante 48 h con BSY02 (0,34 ug/ml), BLM (0,5 pg/ml) y H,O, (100

MM).
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Células control

Figura 43. Microfotografias representativas del ensayo cometa en células CHO-K1 fras 48 h de
exposicion a BSY02, bleomicina (BLM) y perdxido de hidrégeno (H,O.). Las células fueron
teriidas con DAPI observadas mediante microscopia de fluorescencia utilizando el microscopio
Zeiss Axio Observer con un objetivo de 20X.

Los resultados indicaron que el tratamiento con BSY02 no indujo un aumento
significativo en el dafo genético en comparacion con las células control (p>0,05),
evidenciado por la ausencia de diferencias en el porcentaje de ADN en la cola del
cometa. Por el contrario, las células expuestas a H,O, y a BLM (controles positivos)
presentaron un incremento significativo en el porcentaje en el porcentaje de ADN en la
cola en comparacion con las células control (p<0,05) (Figura 44).
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Figura 44. Evaluacion del dafio en el ADN mediante ensayo cometa en células CHO-K1 tras 48
h de tratamiento con BSY02 (0,34 ug/ml), BLM (100 ug/ml) durante 48 h, y H>O» (100 uM) durante
15 min. El porcentaje de ADN en la cola se utiliz6 como parametro cuantitativo del dafio
genotoxico. Los resultados se expresan como media * desviacion estandar. El simbolo (%) indica
diferencias significativas en comparacion con las células control (p<0,05), ns: diferencia no
significativa (p>0,05).

87



4.2.b Resultados obtenidos en la linea celular A549

4.2.b.1 Estudio de la viabilidad celular mediante el ensayo del MTT

Para evaluar el posible efecto citotdéxico de la BSY02 sobre la linea celular A549, se
evalud la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT luego de 48 h de exposicion a
diferentes concentraciones de dicho compuesto. Las concentraciones evaluadas fueron:
0,2, 0,34, 0,5, 0,7, 0,84, 1,68, 4,2, 8,4, 16,8, 84 ug/ml; equivalentes a 20, 40, 60, 80,
100, 200, 500, 1000, 2000, 10000UI/ml; respectivamente.

La exposicién a BSY02 no produjo alteraciones morfoldgicas evidentes en las células
A459, tal como se observa en las microfotografias representativas de la Figura 45.

4,2pgfmi

0,8pg/ml

1,68pg/ml

0,7pg/mi

Figura 45. Microfotografias representativas de células A549 luego de 48 h de exposicion a
diferentes concentraciones de BSY02 obtenidas utilizando un microscopio Zeiss Axio Observer
con un objetivo de 10X.

Los resultados del ensayo de MTT demostraron que BSY02 no indujo citotoxicidad en
la linea celular A549, dado que el porcentaje de viabilidad celular se mantuvo por encima
del 70% en todas las concentraciones analizadas En contraste, los agentes utilizados
como controles positivos: DOX (0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 pg/ml), MMC (0,5, 1, 10,
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25, 50, 100, 200 pg/ml) y BLM (0,25, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 pg/ml), generaron
una disminucion progresiva y dependiente de la concentracion en la viabilidad celular
de A549 (DOX: r=-0,91; MMC: r=-0,98, BLM: r= -0,56) (Figura 46).
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Figura 46. Evaluacion de la viabilidad celular de células A549 tras 48 h de exposicion a BSY02,
DOX, MMC y BLM mediante el ensayo de MTT. Los datos se expresan como porcentaje de
viabilidad celular respecto al control sin tratamiento (100%), representados como la media *
desviacion estandar, de al menos tres experimentos independientes. La linea punteada indica el
umbral del 70% de viabilidad celular, establecido por ISO 10993-5:2009 como valor de referencia
para indicar potencial citotoxico. EI simbolo (*), (*) y (°), indica diferencia significativa (p<0,05)
respecto al control negativo, correspondiendo (*) a DOX, (#) a MMC y (°) a BLM.

En concordancia con los resultados obtenidos en la linea celular CHO-K1, vy
considerando la ausencia de efectos citotoxicos en A549, se selecciond la concentracion
de 0,34 pug/ml (40 Ul/ml) como concentracidon representativa para la realizacién de los

estudios funcionales posteriores.

4.2.b.2 Estudio de la de muerte celular por apoptosis/necrosis

Con el objetivo de determinar si el tratamiento con BSY02 induce muerte celular
programada en la linea celular A549, se analiz6 el perfil apoptético mediante citometria
de flujo. Para ello, se compararon células A549 tratadas con BSY02 con células en
medio de cultivo sin tratamiento (células control), utilizando DOX y H-O» como controles

positivos.
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El andlisis se realizd utilizando el kit de deteccion Anexina V-FITC/PI Tal como se
muestra en la Figura 47, las células control presentaron un alto porcentaje de células
viables (~94%) acompanado de una baja proporcion de células apoptoticas (<5%) y
necréticas (~ 0,8%), o que refleja un bajo nivel basal de muerte celular en condiciones
fisioldégicas. El tratamiento con BSY02 no provocd cambios significativos en la
distribucion de las poblaciones celulares en comparacién con las células control
(p>0,05), sin evidenciar incrementos en apoptosis temprana, apoptosis tardia ni
necrosis. Estos resultados indican que BSY02 no induce muerte celular programada ni
necrosis en células A549 bajo las condiciones experimentales evaluadas. En contraste,
las células tratadas con DOX y el H2O2 mostraron un aumento significativo en los
porcentajes de células en apoptosis y necrosis, respecto a las células control (p<0,05).

Células Control == BSY02 == DOX == HyO,

{%

1004 _ ns
80— ! ,

60 | |

40 é ;

20 1 | :
10 E :

8 E

—
-

%Células

oON A O
4

I ' I '
Cél. Viables ' Ap. Temprana‘' Ap.Tardia '@ Necrosis

Figura 47. Evaluacion del efecto de BSY02 sobre la muerte celular por apoptosis/necrosis en
células A549. Las células fueron incubadas durante 48 h con BSY02 (0,34 ug/mi) y
posteriormente analizadas por citometria de flujo mediante tincion con Anexina V-FITC/PI. Las
barras representan los porcentajes de células viables, en apoptosis temprana (Ap. Temprana),
en apoptosis tardia (Ap. Tardia) y en necrosis. Las células control se cultivaron en medio DMEM-
F12-SFB, mientras que DOX y H,O, se utilizaron como controles positivos de apoptosis. Los
valores se expresan como media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencia
significativa (p<0,05) respecto a las células control; ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.2.b.3 Evaluacion de la activacion de la caspasa-3

Se analiz6 la actividad de caspasa-3 activa en células A549 expuestas durante 48 h a
BSY02 (0,34 ug/ml). Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con BSY02
no produjo un aumento significativo en el porcentaje de células positivas para caspasa-
3 activa en comparacion con las células control (p>0,05). Por el contrario, las células
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tratadas con DOX (50 pg/ml), utilizada como control positivo, evidenciaron un
incremento significativo en la actividad de caspasa-3 escindida con respecto a las
células control (p>0,05) (Figura 48).

Estos resultados son consistentes con los obtenidos previamente en el ensayo de
apoptosis/necrosis mediante tincién con Anexina V-FITC/PI, donde el tratamiento con
BSY02 no produjo un aumento significativo de las poblaciones celulares en apoptosis
temprana o tardia, reforzando la evidencia de que BSY02 no induce apoptosis en células
A549 bajo las condiciones experimentales evaluadas.
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Figura 48. Evaluacion de caspasa-3 escindida en células A549 tratadas con BSY02. Las células
A549 fueron incubadas durante 48 h con BSY02 (0,34 ug/ml), DOX (50 ug/ml; control positivo) o
medio DMEM-F12-SFB (células control, sin tratamiento). La cantidad de caspasa-3 escindida se
determind por citometria de flujo. Los resultados se presentan como media * desviacion estandar
del porcentaje de células con caspasa-3 activa respecto a las células control. El simbolo (*) indica
diferencias significativas respecto a las células control (p<0,05), ns: diferencia no significativa
(p>0,05).

4.2.b.4 Estudio de la progresion del ciclo celular

La distribucion de las células A549 en las distintas fases del ciclo celular (GO/G1, Sy
G2/M) se analizdé mediante citometria de flujo utilizando tincién con IP, luego de 48 h de
exposicién a BSY02 (0,34 ug/ml). Se incluyeron como controles células sin tratar
(células control) y células tratadas con MMC (0,05 pg/ml) como control positivo. En la
Figura 49 se muestran los histogramas representativos de la distribucion de las fases
G0/G1, Sy G2/M en cada condicién experimental.
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Figura 49. Histogramas representativos del andlisis del ciclo celular en células A549 tras 48 h
de tratamiento. Se muestran los perfiles de distribucion del contenido de ADN correspondientes
a células control (sin tratar), tratadas con BSY02 (0,34 ug/ml) y con MMC (0,5 ug/ml, control
positivo). Las regiones sombreadas indican las fases GO/G1 y G2/M del ciclo celular,
determinadas segun el contenido de ADN medido mediante tincién con ioduro de propidio (IP).

En la Figura 50 se presenta el andlisis cuantitativo de los porcentajes de células en cada
fase del ciclo celular. El tratamiento con BSY02 no produjo diferencias significativas en
la proporciéon de células en fase GO/G1 respecto a las células control (p > 0,05). En
cambio, las células tratadas con MMC mostraron una disminucién significativa del
porcentaje de células en esta fase (p<0,05), evidenciando una alteracién en la
progresion normal del ciclo celular. En cuanto a la fase S, ninguno de los tratamientos
evaluados, incluyendo BSY02 y MMC, mostré diferencias significativas respecto al
control (p>0,05). Por ultimo, en la fase G2/M, el tratamiento con BSY02 no modificd de
forma significativa la distribucién celular en comparacion a las células control (p>0,05),
mientras que MMC provocd un aumento significativo en el porcentaje de células en esta
fase (p < 0,05), (p<0,05), sugiriendo un posible bloqueo en G2/M asociado a su efecto

citotoxico.
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Figura 50. Porcentaje de células A549 en las distintas fases del ciclo celular (GO/G1, S y G2/M)
luego de 48 h de tratamiento con BSY02 (0,34 ug/ml), MMC (0,05 ug/ml, control positivo) y células
control (medio de cultivo). Los porcentajes de células en cada fase se determinaron por citometria
de flujo luego de la tincion con ioduro de propidio (IP). Los valores se expresan como media +
desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencia significativa respecto al control (p<0,05), ns:
diferencias no significativas (p>0,05).

Estos resultados indican que BSY02 no induce alteraciones detectables en la progresion
del ciclo celular de células A549 bajo las condiciones experimentales evaluadas, lo cual
es consistente con la ausencia de citotoxicidad observada previamente en los ensayos

de viabilidad celular.

4.2.b.5 Estudio de la produccion de especies reactivas del oxigeno

La produccion de ROS en células A549 fue evaluada mediante citometria de flujo tras
48 h de tratamiento con BSY02 (0,34 pug/ml). Asimismo, se incluyeron células sin tratar
(células control) y células tratadas con DOX (50 pg/ml) y H20- (5% v/v) como controles

positivos.

Como se observa en la Figura 51, el tratamiento con BSY02 no generé no produjo un
aumento significativo en el porcentaje de células positivas para ROS en comparacion
con células control (p>0,05), lo que indica que el compuesto no induce estrés oxidativo
en la linea celular A549 bajo las condiciones experimentales evaluadas. Por el contrario,
los tratamientos con DOX y H,O, provocaron un incremento significativo en la

produccion de ROS en comparacién con las células control (p < 0,05).
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Figura 51. Evaluacion de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en células A549
mediante citometria de flujo utilizando hidroetidina (HE). Las células fueron tratadas durante 48
h con BSY02 (0,34 ug/ml), H-O, (5% v/v, control positivo de estrés oxidativo) y DOX (50 ug/mi,
control positivo), y comparadas con células control (sin tratar). Los valores se expresan como
media + desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias significativas con respecto a las
células control (p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.2.b.6 Determinacion de yH2AX como biomarcador de roturas de doble cadena
de ADN

La induccién de roturas de doble cadena en el ADN fue evaluada mediante la
determinacion de la fosforilacién de la histona yH2AX por citometria de flujo en células
A549. Para ello, las células fueron tratadas durante 48 h con BSY02 (0,34 pg/ml) y
comparadas con células control (sin tratamiento) y con células tratadas con bleomicina
(BLM, 100 pg/ml), utilizada como control positivo de genotoxicidad.

Los resultados mostraron que el tratamiento con BSY02 no produjo un aumento
significativo en el porcentaje de células yH2AX positivas en comparacion con las células
control (p>0,05), lo que indica que, bajo las condiciones experimentales empleadas,
BSY02 no induce dafno en el ADN de doble cadena en la linea celular A549. Por el
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contrario, las células tratadas con BLM mostraron un incremento significativo en el

porcentaje de yH2AX en comparacién con las células control (p<0,05) (Figura 52).
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Figura 52. Deteccién de dafio en el ADN mediante cuantificacién de la histona yH2AX en células
Ab549. Porcentaje de células A549 positivas para yH2AX (%) después de 48 h de tratamiento con
BSY02 (0,34 ug/ml) y BLM (100 ug/ml, control positivo) analizado por citometria de flujo. Los
valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias
significativas respecto al control (p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).

4.2.b.7 Estudio de la frecuencia de MN en presencia de citocalasina-B

Con el fin de evaluar el potencial genotoxico de BSY02 en la linea celular A549, se
determind la frecuencia de MN mediante el ensayo de CBMN. Previo al analisis de la
frecuencia de MN, se determiné el CBPI a partir del recuento de células mononucleadas,
binucleadas y multinucleadas.

En el presente ensayo, el CBPI fue determinado Unicamente para las células tratadas
con BSY02, mientras que los valores correspondientes a las células control y al control
positivo (BLM) se tomaron del ensayo CBMN previamente realizado para el compuesto
U-Omp19, dado que no se repitid la evaluacién de dichos controles y se mantuvieron
constantes las condiciones experimentales (seccién 4.1.b.7).

En el caso de las células tratadas con BSY02, se obtuvo un valor de CBPI de 1,85 +
0,02, indicando que el tratamiento no afecté la capacidad proliferativa de la linea celular
A549 durante el periodo de exposicion ensayado. Asimismo, los valores previamente
obtenidos para las células control y el control positivo confirmaron un comportamiento
proliferativo comparable, permitiendo la correcta interpretacion de los resultados de

genotoxicidad. No se evidenci6é diferencias significativas (p>0,05) respecto de los
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valores del control negativo. Estos resultados muestran que el BSY02 no induce

alteraciones en la cinética de proliferacién celular.

A continuacién, se muestran microfotografias representativas del ensayo de MN en
células A549, luego de 48 h de exposicion a BSY02, a BLM (control positivo) y de las
células control (Figura 53). En las imagenes se observan células binucleadas con y sin

micronucleos, utilizadas para el analisis cuantitativo del dafo genético.
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Figura 53. Ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN) en células A549.
Imagenes representativas de células binucleadas obtenidas tras 48 h de exposicion a los
diferentes tratamientos: control, BSY02 y bleomicina (BLM). Las preparaciones fueron tenidas
con Giemsa al 10% y observadas con un microscopio Zeiss Axioscope 7 con un objetivo de 20X.
En los recuadros se muestran ampliaciones donde se destacan células binucleadas con (flechas
negras) y sin micronucleos.

Posteriormente, se determiné la frecuencia de MN en células binucleadas (%MN). Los
valores obtenidos fueron del 1,6% para células tratadas con BSY02, 1,4% para las
células control, y 7,3% para las células tratadas con BLM (Figura 54). El tratamiento con
BSY02 no mostro diferencias significativas en la frecuencia de MN respecto a las células
control (p>0,05). En cambio, las células tratadas con BLM presentaron un aumento
significativo en el %MN respecto a las células control (p<0,05).
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Figura 54. Frecuencia de microntcleos (%MN) en células A549 tras 48 h de exposicion a BSY02
y BLM. Los resultados se expresan como porcentaje de microntcleos (%MN) en células
binucleadas, representados como media * desviacién estandar. El simbolo (*) indica diferencias
significativas respecto a las células control (p<0,05); ns: diferencias no significativas (p>0,05).

4.2.b.8 Estudio de la induccion de rupturas de cadena simple en el ADN

La concentracion de H,O, utilizada como control positivo fue previamente optimizada,
tal como se describi6 en el apartado 4.1.b.8. En la Figura 55 se muestran
microfotografias representativas del EC en condiciones alcalinas en células A549 tras
48 h de exposicién a BSY02 (0,34 ug/ml), asi como tras el tratamiento con H,O, (100

MM).

Células control

Figura 55. Microfotografias representativas del ensayo cometa en células A549 tras 48 h de
exposicion a BSY02 y peroxido de hidrégeno (H.O,). Las células fueron tehidas con DAPI
observadas mediante microscopia de fluorescencia utilizando el microscopio Zeiss Axio
Observer con un objetivo de 20X.
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El andlisis cuantitativo del dafo genético revel6 que el tratamiento con BSY02 no induce
roturas de cadena simple del ADN en la linea celular A549 a la concentracién evaluada,
ya que el porcentaje de ADN en la cola del cometa fue comparable al observado en las
células control (p>0,05). Por el contrario, la exposicién de las células a H,O, gener6 un
aumento significativo en el porcentaje de ADN en la cola del cometa, en comparacién

con las células control (p<0,05) (Figura 56)

15

10 T

% ADN en la cola del cometa

Células BSY02 H;0,
control

Figura 56. Evaluacion del dafio en el ADN mediante ensayo cometa en células A549 luego del
tratamiento con BSY02 (0,34 ug/mi) durante 48 h, y H202 (100 uM) durante 15 min. El porcentaje
de ADN en la cola se utilizé6 como parametro cuantitativo del dafio genotdxico. Los resultados se
expresan como media * desviacion estandar. El simbolo (*) indica diferencias significativas en
comparacion con las células control (p<0,05), ns: diferencia no significativa (p>0,05).
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B.
DISCUSION




En los ultimos afos, la evaluacion preclinica de nuevos compuestos ha avanzado hacia
la incorporacién de modelos experimentales que reducen o reemplazan el uso de
animales de experimentacion, conocidos como métodos alternativos. Este cambio
responde no solo a consideraciones éticas, sino también a fundamentos cientificos y
regulatorios vinculados con la necesidad de desarrollar estrategias mas reproducibles,
mecanisticas y predictivas. En este marco, los métodos alternativos se encuentran
alineados con el principio de las 3R, que promueve la reduccién del numero de animales
empleados, el refinamiento de los procedimientos experimentales para minimizar el
sufrimiento y, siempre que sea posible, el reemplazo de los modelos animales por
sistemas no animales, tales como sistemas in vitro, ex vivo o in silico (Russell & Burch,
1959).

Diversos analisis criticos han puesto en evidencia que, si bien los ensayos con animales
contindan siendo una practica habitual en la investigacién farmacéutica e industrial para
predecir la toxicidad en humanos, su capacidad predictiva presenta limitaciones. Las
diferencias fisiol6gicas, metabdlicas, inmunoldgicas y moleculares entre especies
pueden hacer que determinados modelos animales no reflejen adecuadamente la
respuesta humana, lo que puede traducirse en retrasos en el desarrollo de nuevos
farmacos, costos econdmicos elevados e, incluso, en la exclusibn temprana de
compuestos con potencial terapéutico. Ademas, existen antecedentes documentados
de farmacos que fueron considerados seguros en etapas preclinicas, pero que
posteriormente generaron efectos adversos graves en ensayos en humanos (Fréhlich,
2018; Van Norman, 2019; Greek & Kramer, 2019). Un caso paradigmatico es el de la
talidomida, cuyos efectos teratogénicos pusieron de manifiesto profundas limitaciones
en la extrapolacién interespecie. En particular, se ha descripto que algunos modelos
animales, especialmente los roedores, presentan menor sensibilidad a los efectos
teratogénicos de la talidomida en comparacién con otras especies, como conejos y
primates no humanos, mientras que en humanos su administracion durante el embarazo
ocasioné malformaciones congénitas severas (McBride, 1961; Lenz, 1962; Vargesson,
2015). De manera similar, el anticuerpo monoclonal TGN1412, un superagonista de
CD28, fue evaluado en estudios preclinicos sin que se anticipara adecuadamente la
magnitud de la respuesta adversa observada posteriormente en humanos. Durante un
ensayo clinico de fase | en voluntarios sanos, la administracion de TGN1412
desencadend una reaccién inflamatoria sistémica grave, mediada por una liberacién
masiva de citoquinas, que produjo un cuadro potencialmente fatal (Suntharalingam et
al., 2006; Stebbings et al., 2007). Este episodio impulsdé una revision critica de los
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modelos preclinicos utilizados para moléculas inmunomoduladoras y contribuy6 al
establecimiento de criterios mas estrictos para la identificacién y mitigacién de riesgos
en estudios de primera administracion en humanos, especialmente para moléculas
consideradas de alto riesgo. Otro ejemplo relevante es el de fialuridina, un analogo
nucledsido desarrollado para el tratamiento de la hepatitis B. Este compuesto no mostré
toxicidad significativa en estudios preclinicos, pero posteriormente indujo insuficiencia
hepatica grave, acidosis lactica en pacientes y desenlace fatal en varios pacientes
durante su evaluacion clinica. Estos efectos fueron atribuidos, al menos en parte, a
mecanismos de toxicidad mitocondrial que no fueron adecuadamente predichos en los
modelos animales utilizados (McKenzie et al., 1995; Lewis et al., 2003). En conjunto,
estos antecedentes ilustran que la ausencia de toxicidad en modelos animales no
garantiza necesariamente la seguridad en humanos. Por el contrario, ponen de
manifiesto la necesidad de incorporar metodologias alternativas y complementarias,
particularmente modelos in vitro, capaces de aportar informacion mecanistica temprana
y de detectar efectos toxicos relevantes para la especie humana (Leist et al., 2008;
Hartung, 2009).

En este sentido, los modelos in vitro basados en células humanas representan
herramientas de gran valor para la evaluacién preclinica ya que permiten estudiar
respuestas celulares especificas en un contexto biolégico mas proximo al humano. Sin
embargo, su utilizacion exclusiva tampoco esta exenta de limitaciones. Muchas lineas
celulares humanas presentan alteraciones derivadas de su proceso de inmortalizacién
o adaptacion al cultivo, incluyendo modificaciones en su capacidad metabdlica, pérdida
parcial de funciones diferenciadas y ausencia de la complejidad estructural, vascular e
inmunoldgica vy tisular propia de un organismo completo (Leist et al., 2008; Hartung,
2009). Por este motivo, el empleo de modelos celulares de distintas especies,
incluyendo lineas no humanas, puede aportar informacién complementaria valiosa.
Estas lineas permiten estudiar mecanismos generales de dafno celular, como estrés
oxidativo, genotoxicidad, alteraciones del ciclo celular, muerte celular o disfuncién
mitocondrial, procesos que se encuentran ampliamente conservados entre especies
(Klaunig et al., 2010). Por lo tanto, el enfoque actual en toxicologia preclinica no se
orienta necesariamente hacia la sustitucion absoluta de un modelo por otro, sino hacia
la construccion de estrategias integradoras que combinen diferentes sistemas
experimentales. La articulacion de modelos in vitro humanos y no humanos, sistemas
ex vivo, herramientas in silico y estudios in vivo cuidadosamente justificados permite

obtener una caracterizacion mas completa del perfil de seguridad de nuevos
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compuestos, aumentando la solidez de la interpretacién y reduciendo la dependencia
exclusiva de modelos animales.

Estas limitaciones han impulsado un cuestionamiento creciente sobre el valor predictivo
de la experimentacion animal cuando se utiliza como Unico criterio para anticipar la
seguridad en humanos. Desde una perspectiva conceptual, se ha argumentado que
tanto los animales como los seres humanos constituyen sistemas biolégicos complejos,
dinamicos y aun no completamente comprendidos. En este marco, asumir que la
ausencia de toxicidad observada en una especie permite predecir de forma confiable la
inocuidad en otra puede resultar cientificamente insuficiente, incluso cuando los
protocolos experimentales sean rigurosos, controlados y estandarizados (Fréhlich,
2018; Greek & Kramer, 2019; Van Norman, 2019) .

En este escenario, la tecnologia de cultivo celular ha adquirido un rol central como
herramienta clave para reemplazar o complementar el uso de animales de
experimentacion. Los sistemas in vitro permiten realizar estudios mas rapidos,
reproducibles y de menor costo, bajo condiciones experimentales altamente
controladas. Estas caracteristicas favorecen la deteccién temprana de efectos
tempranos citotoxicos y genotdxicas, asi como el analisis de mecanismos celulares
especificos involucrados en la respuesta frente a compuestos bioactivos (Andrighetti-
Fréhner et al., 2006; Osawke, 2016).

Si bien en Argentina la incorporacion de normativas orientadas a limitar la
experimentacion con animales ha sido mas lenta en comparacion con otros paises, en
los ultimos afios se han observado avances regulatorios importantes. Organismos como
el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), responsable del
registro de agroquimicos, como la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos
y Productos Sanitarios (ANMAT), encargada de la regulacién de medicamentos,
cosmeéticos, productos médicos y productos de uso doméstico, han manifestado un
interés creciente en considerar evidencia toxicolégica obtenida mediante métodos
alternativos validados (Benedetti et al., 2025).

La necesidad de generar informacion mas robusta, predictiva y alineada con los
lineamientos regulatorios nacionales e internacionales ha puesto de manifiesto la
importancia de incorporar ensayos complementarios orientados al estudio de
mecanismos de muerte celular, estrés oxidativo, alteraciones del ciclo celular y dafo
genético. Estos enfoques permiten aportar evidencia toxicoldégica de mayor valor
traslacional y contribuyen a a una interpretacion mas integral del perfil de seguridad de
nuevos compuestos. En este marco, y con el objetivo de ampliar la capacidad predictiva
y mecanistica de los estudios preclinicos, en el presente trabajo de Tesis Doctoral se
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implementaron metodologias destinadas a la evaluacion in vitro de citotoxicidad y
genotoxicidad de nuevos compuestos. La estrategia metodolégica desarrollada integré
ensayos funcionales y moleculares en lineas celulares de mamiferos. Para el andlisis
de citotoxicidad se incluyeron ensayos de viabilidad celular mediante MTT, deteccion de
apoptosis/necrosis mediante Anexina V/PI, activacion de caspasa-3, produccion de
ROS y andlisis de la progresién del ciclo celular. En cuanto a la evaluacién de
genotoxicidad, se aplicaron metodologias complementarias como la cuantificacion de la
histona yH2AX, el ensayo de MN y el EC.

Tal como sefalan Corvi & Madia (2017), la evaluacién de la genotoxicidad constituye un
componente esencial dentro de la caracterizacion integral del perfil de seguridad de
sustancias quimicas y bioldgicas. En concordancia con este enfoque, las metodologias
empleadas en esta Tesis Doctoral fueron seleccionas considerando los lineamientos
establecidos por la OECD, particularmente la guia OECD TG 487 para el ensayo de
micronucleos in vitro (OECD TG487, 2023), y por la ICH, mediante la guia ICH S2(R1),
asi como recomendaciones provenientes de publicaciones cientificas internacionales.
Particularmente, se utilizaron dos lineas celulares, CHO-K1 y A549, provenientes de
distintas especies, con el objetivo de realizar una evaluacion preclinica in vitro
complementaria. La seleccidén de estos modelos celulares permitio integrar una linea de
origen no humano ampliamente utilizada en estudios de toxicologia genética, como
CHO-K1, y una linea humana epitelial, como A549. Esta estrategia resulta consistente
con el uso de sistemas celulares de mamifero recomendados para ensayos de
genotoxicidad in vitro, y aporta informacién comparativa sobre la respuesta de los
compuestos evaluados en modelos celulares de diferente origen biolégico.

El ensayo MTT, ampliamente utilizado para la evaluacion de citotoxicidad in vitro,
permite identificar potencial citotoxico a partir de la reduccion de la viabilidad celular
respecto del control sin tratamiento. De acuerdo con la norma ISO 10993-5:2009(E),
una reduccién de la viabilidad celular por debajo del 70 % se considera indicativa de
potencial efecto citotéxico en el contexto de la evaluacién biol6gica de dispositivos
médicos o extractos. En concordancia con antecedentes de nuestro grupo de trabajo,
en los cuales esta metodologia ha sido utilizada de manera sistematica para evaluar los
efectos toxicos de farmacos, nanocomplejos y extractos vegetales en distintas lineas
celulares (Ferrado et al., 2020; Visentini et al., 2020; Ribas et al., 2021; Ribas et al.,
2023; Ferrado et al., 2023; Oggero et al., 2023), en la presente Tesis Doctoral el ensayo
de MTT se utiliz6 como herramienta confiable de cribado inicial para establecer
concentraciones no citotdxicas y orientar la seleccién de condiciones experimentales

para los ensayos posteriores.
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No obstante, si bien el MTT constituye una metodologia robusta, sencilla y reproducible,
su interpretacidn requiere considerar ciertas limitaciones. Este ensayo no determina de
manera directa la viabilidad celular, sino la actividad metabdlica reductora asociada
principalmente células metabdlicamente activas. Por otro lado, modificaciones en el
metabolismo celular, aun sin muerte celular efectiva, pueden conducir a
sobreestimaciones o subestimaciones de la viabilidad. Asimismo, se ha descrito que el
producto de reducciéon del MTT, el formazan, puede localizarse tanto en compartimentos
intracelulares como extracelulares. En este ultimo caso, parte del producto formado
podria perderse durante las etapas de lavado, introduciendo sesgos en la cuantificacion.
En este sentido, Ghasemi et al. (2021) evidenciaron que el lavado de las células previo
a la solubilizacién del formazan puede reducir significativamente la densidad Optica,
constituyéndose como una fuente potencial de variabilidad experimental.
Adicionalmente, factores como cambios en el estado redox celular, la produccion de
ROS o la liberacién de componentes intracelulares pueden contribuir a la reduccién del
MTT de manera independiente de la viabilidad celular estricta, reforzando la necesidad
de interpretar este ensayo en conjunto con metodologias adicionales (Ghasemi et al.,
2021). Por este motivo, en esta Tesis Doctoral los resultados obtenidos mediante MTT
fueron complementados con ensayos por citometria de flujo orientados a la evaluacién
de muerte celular por apoptosis/necrosis, activacion de caspasa-3, produccién de ROS
y alteraciones en la progresion del ciclo celular. Esta estrategia permitié caracterizar de
forma mas integral y los posibles efectos citotéxicos de los compuestos seleccionados
y aportar informacion mecanistica sobre las respuestas celulares observadas.

El andlisis de apoptosis mediante citometria de flujo constituye una herramienta
ampliamente utilizada debido a su capacidad para evaluar, de manera cuantitativa y
simultanea, distintos eventos asociados a la muerte celular programada. Entre ellos se
incluyen la externalizacién de fosfatidilserina, la pérdida de integridad de membrana, la
activacion de caspasas y, en determinados enfoques, la fragmentacion del ADN. Sin
embargo, la apoptosis es un proceso altamente dinamico y regulado, que involucra una
secuencia de eventos moleculares, bioquimicos y morfologicos. Por este motivo, ningun
marcador individual resulta suficiente para caracterizarla de manera integral. En este
contexto, se recomienda la utilizacion de enfoques multiparamétricos que permitan
integrar distintos indicadores celulares y obtener una interpretacién méas robusta de los
resultados (Darzynkiewicz et al., 2004; Telford et al., 2018). La marcacién con Anexina
V/IP permite diferenciar células viables, células en apoptosis temprana, células en
apoptosis tardia y células necréticas, aportando informacion sobre eventos asociados a
la externalizacién de fosfatidilserina y a la pérdida de integridad de membrana. No
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obstante, estos parametros deben interpretarse en conjunto con otros biomarcadores,
ya que algunos eventos apoptéticos pueden ser transitorios o depender del momento
especifico en que se realiza la medicion. Dentro de este marco, la caspasa-3 representa
un efector central en la fase de ejecucién de la apoptosis. Su activacion conduce a la
clivacion de multiples sustratos celulares involucrados en los cambios morfolégicos
caracteristicos de este proceso como la condensacién de la cromatina, la fragmentacion
nuclear y la formacién de cuerpos apoptéticos. No obstante, la activacién de caspasa-3
puede ser transitoria y variar segun el tipo celular, el estimulo aplicado y el tiempo de
exposicién, lo que puede dificultar su deteccibn en determinados sistemas
experimentales (Fox et al., 2008; Kaufmann et al., 2008). Por ello, la ausencia de
activacién detectable de caspasa-3 debe interpretarse en el contexto de otros
indicadores de muerte celular y no como evidencia aislada.

En relacién con el analisis del ciclo celular, la evaluacion del contenido de ADN mediante
citometria de flujo permite identificar alteraciones en la distribucién de las células en las
fases G0/G1, S y G2/M, asi como la presencia de una poblacién sub-G1, clasicamente
asociada a fragmentacion del ADN durante la apoptosis. Sin embargo, este enfoque
también presenta limitaciones, ya que puede subestimar eventos apoptéticos
tempranos, no detectar mecanismos alternativos de muerte celular o no discriminar con
precision entre diferentes tipos de dafo genético, estrés replicativo o arrestos del ciclo
celular inducidos por estrés celular. En conjunto, la ausencia de alteraciones
significativas en los parametros evaluados en esta Tesis Doctoral, incluyendo los perfiles
de apoptosis/necrosis, la activacion de caspasa-3 y la distribucion del ciclo celular,
sugiere que U-Omp19 y BSY02 no inducen muerte celular detectable bajo las
condiciones experimentales empleadas en ambas lineas celulares. Esta conclusion,
sustentada en la integracion de multiples aproximaciones metodoldgicas con diferente
sensibilidad y especificidad, refuerza la robustez de los resultados obtenidos y permite
sostener la ausencia de efectos citotoxicos relevantes en los modelos evaluados.

La utilidad de las metodologias basadas en la citometria de flujo ha sido ampliamente
documentada en los campos de la toxicologia, la inmunologia y la oncologia, ya que
permiten evaluar de manera cuantitativa y simultanea distintos parametros celulares
frente a la exposicion a diversos compuestos (Zhou et al., 2011; Chang et al., 2020;
Shujaa Edin et al., 2021; Wang et al., 2021; Zhao, 2023).

En particular, la medicion de ROS resulta fundamental para evaluar el rol del estrés
oxidativo como posible mecanismo subyacente de citotoxicidad o dafo genético,
aportando informaciéon que no puede obtenerse Unicamente a partir de ensayos

convencionales de genotoxicidad (Tarantini et al., 2015 ; Zhang et al., 2015; Ribeiro et
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al., 2020; Chen et al., 2021; Freire et al., 2021; Gomes et al., 2021). Las ROS cumplen
funciones fisiologicas relevantes cuando se mantienen en niveles bajos o moderados,
participando en procesos como la progresién del ciclo celular, la proliferaciéon, la
diferenciacién, la migracién y la muerte celular programada (Covarrubias et al., 2008).
Sin embargo, cuando la produccién de ROS supera los sistemas antioxidantes celulares,
se genera un estado de estrés oxidativo. Este desequilibrio puede provocar dafo sobre
proteinas, lipidos, membranas, acidos nucleicos y organelas celulares, especialmente
las mitocondrias (Halliwell, 2011, Brieger et al., 2012; Kehrer y Klotz, 2015; Ghezzi et
al., 2017). En este contexto, la generacion excesiva de ROS constituye un mecanismo
central que puede vincular la exposicién a distintos compuestos con la induccion de
genotoxicidad y citotoxicidad. A nivel gendmico, el estrés oxidativo puede provocar dano
directo en el ADN, incluyendo la formacién de bases oxidadas, como 8-oxoguanina, asi
como rupturas de cadena simple y doble. Estos eventos pueden activar la respuesta al
dario del ADN y asociarse a la fosforilacion de la histona H2AX, generando yH2AX como
biomarcador temprano de dafo genético (Klaunig et al., 2010; Valdiglesias et al., 2013).
Asimismo, niveles elevados de ROS pueden inducir disfuncién mitocondrial, favorecer
la liberacidn de citocromo ¢ y promover la activacion de caspasas, contribuyendo al inicio
de la apoptosis (Simon et al., 2000; Ott et al., 2007). De esta manera, la evaluacion de
ROS permite conectar distintos niveles de analisis celular, ya que el estrés oxidativo
puede actuar como un punto de convergencia entre dano metabdlico, alteraciones
mitocondriales, activacion apoptética y dafio genético.

Por estas razones, la citometria de flujo se ha consolidado como una herramienta de
gran utilidad para el analisis de ROS a nivel de célula individual, permitiendo obtener
mediciones rapidas, sensibles y reproducibles en poblaciones celulares definidas
(Mukhopadhyay et al., 2007; Cossarizza et al., 2009; Javega et al., 2023). Para este fin
existen diversas sondas fluorescentes, cuya seleccion depende del tipo de especie
reactiva que se desea evaluar, de las caracteristicas del modelo celular y de las
condiciones experimentales empleadas. Una de las sondas ampliamente utilizadas es
la HE para la deteccion de anion O,~. Sin embargo, su especificidad es limitada, ya que
puede ser oxidada por otras especies reactivas y generar productos fluorescentes
inespecificos distintos del 2-hidroxietidio. Esta caracteristica puede conducir a una
sobreestimacién o a una interpretacion ambigua de los niveles reales de superdxido
cuando la sefal fluorescente se analiza sin métodos complementarios de discriminacion
de productos de oxidacion (Zielonka y Kalyanaraman, 2010; Kalyanaraman et al., 2012).
Otra sonda frecuentemente utilizada es H,DCFH-DA, una molécula no fluorescente y
permeable a la célula, sensible a los cambios redox intracelulares. Una vez dentro de la
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célula, las esterasas citoplasmaticas la convierten en 2',7'-diclorodihidrofluoresceina,
que puede ser oxidada en presencia de peroxidasas y especies reactivas para formar la
molécula fluorescente diclorofluoresceina. Sin embargo, esta sonda también presenta
una especificidad limitada, ya que puede responder frente a diferentes ROS y nitrégeno.
Por lo tanto, la sefal de fluorescencia resultante debe interpretarse como un indicador
general del estado oxidativo intracelular, y no como una medida especifica de una Unica
especie reactiva. En consecuencia, si bien las sondas fluorescentes para ROS son
herramientas Utiles y ampliamente utilizadas, sus resultados deben interpretarse
considerando sus limitaciones en términos de especificidad, sensibilidad y localizacién
subcelular de las especies detectadas. Estas limitaciones no son exclusivas de una
sonda o metodologia en particular, sino que constituyen una limitacion inherente al
estudio de ROS en sistemas biolégicos complejos donde las especies reactivas pueden
generarse de manera transitoria, localizada y altamente dependiente del contexto
celular (Kalyanaraman et al., 2012; Winterbourn, 2014). Por ello, los resultados
obtenidos mediante estas herramientas deben interpretarse de manera contextual e
integrada con otros parametros bioldgicos. En el presente trabajo de Tesis Doctoral, la
ausencia de un incremento significativo en los niveles de ROS debe interpretarse con
cautela, ya que no excluye completamente la posible generacién localizada, transitoria
o de baja magnitud de determinadas especies reactivas no detectadas por la
metodologia empleada. Sin embargo, la integracion de estos resultados con los
obtenidos mediante ensayos complementarios de citotoxicidad y genotoxicidad,
incluyendo apoptosis/necrosis, activacion de caspasa-3, analisis de ciclo celular, MN,
YH2AX y EC, permite sostener que, bajo las condiciones experimentales evaluadas, no
se evidencian efectos biolégicos adversos asociados a estrés oxidativo de magnitud
suficiente como para desencadenar dafo celular o genético detectable. Por lo tanto, si
bien el analisis de ROS presenta limitaciones metodolégicas inherentes, su
interpretacion en conjunto con un panel integrado de biomarcadores fortalece la
conclusién de que los compuestos evaluados, U-Omp19 y BSY02, no indujeron
citotoxicidad ni genotoxicidad detectable a través de mecanismos asociados a estrés
oxidativo en los modelos celulares evaluados.

En relacién con la evaluacién de genotoxicidad in vitro, la aplicacion combinada de MN,
el ensayo cometa y la determinacion de yH2AX, permitié un abordaje complementario y
sensible del dafio al ADN. Entre estas metodologias, el ensayo de MN in vitro en células
de mamifero cuenta con una guia regulatoria especifica de la OECD, la TG 487,
mientras que el ensayo cometa in vitro y la determinacion de yH2AX en lineas celulares,

si bien son ampliamente utilizadas en investigacion preclinica y mecanisitca, aun no

107



disponen de guias regulatorias estandarizadas equivalentes para su aplicacion rutinaria
en este contexto (Tice et al., 2000; Cordelli et al., 2021;0ECD, 2023; Bessa et al., 2024;
Arunachalam & Sreeja, 2025). No obstante, la bibliografia respalda ampliamente la
integracién de estos ensayos como herramientas complementarias, ya que permiten
enriquecer la interpretacion de los resultados y explorar mecanismos de dario genético
a distintos niveles de organizacion celular (Olive & Banath, 2006; Avlasevich et al., 2011;
Smart et al., 2011; Sharma et al., 2012; Bryce et al., 2014). En este contexto, la ausencia
de incrementos significativos en los distintos parametros evaluados en el presente
trabajo de Tesis Doctoral sugiere que los compuestos analizados no indujeron dafno
genético detectable bajo las condiciones experimentales empleadas. La concordancia
entre metodologias que abordan diferentes niveles de organizacion del ADN refuerza la
ausencia de efectos genotoxicos relevantes en los modelos celulares evaluados.
Asimismo, la integracion de estos hallazgos con los resultados de citotoxicidad ciclo
celular y estrés oxidativo fortalece la interpretacion global del perfil de seguridad de los
compuestos evaluados.

Cabe destacar que, hasta donde se pudo relevar en la bibliografia disponible, no existen
antecedentes que describan de manera especifica la evaluacion in vitro de citotoxicidad
y genotoxicidad de las moléculas U-Omp19 y BSY02 mediante una bateria de ensayos
comparable a la implementada en esta Tesis Doctoral. En este sentido, los resultados
obtenidos poseen un caracter novedoso y aportan informaciéon relevante para la
caracterizacién preclinica de ambos compuestos.

Los estudios preclinicos realizados demostraron que, bajo las condiciones
experimentales evaluadas, U-Omp19 y BSY02 no evidenciaron potencial citotéxico ni
genotdxico detectable en las concentraciones ensayadas. En las metodologias
aplicadas no se observaron diferencias significativas entre las células tratadas con los
compuestos en estudio y las células control sin tratamiento, lo que refuerza la ausencia
de efectos adversos relevantes en los modelos celulares utilizados.

La relevancia de estos resultados se sustenta en la implementacién de una estrategia
experimental integrada, que permitié evaluar distintos niveles de respuesta celular. La
combinacién de ensayos de viabilidad, muerte celular, activacion de caspasa-3,
producciéon de ROS, analisis del ciclo celular, deteccién de yH2AX, ensayo de
micronucleos y ensayo cometa permitié abordar de manera complementaria procesos
vinculados con la homeostasis celular, la estabilidad genémica y la respuesta frente al
dafno. En conjunto, estos hallazgos indican que los compuestos analizados no indujeron
alteraciones detectables en procesos celulares criticos vinculados a la integridad

gendmica y la viabilidad celular bajo las condiciones experimentales empleadas. La
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consistencia observada entre los distintos ensayos refuerza la robustez de los
resultados obtenidos y destaca la importancia de utilizar enfoques integrados, capaces
de superar las limitaciones inherentes a metodologias individuales. Si bien estos
resultados no descartan la posibilidad de que los compuestos puedan generar efectos
en contextos biol6gicos mas complejos, frente a exposiciones prolongadas o en modelos
celulares diferentes, la respuesta adecuada de los controles positivos confirma la
sensibilidad de las metodologias implementadas y otorga solidez a las conclusiones
alcanzadas.

En este marco, resulta pertinente analizar los resultados obtenidos para U-Omp19
considerando sus antecedentes funcionales y su mecanismo de accién propuesto. U-
Omp19 ha sido caracterizado como un inhibidor de proteasas con propiedades
inmunomoduladoras. Estudios previos demostraron que esta proteina es capaz de
inhibir proteasas gastrointestinales y lisosomales, incluyendo catepsinas, lo que reduce
la degradacién intracelular de antigenos y aumenta su vida media dentro de células
presentadoras de antigeno (Coria et al., 2016). Este efecto favorece la retencién
antigénica en compartimentos endolisosomales y promueve una presentacion
antigénica mas eficiente, particularmente a través de la via de MHC clase I,
incrementando la activacion de linfocitos T CD8+ (Coria et al., 2016). Adicionalmente,
se ha demostrado que U-Omp19 actia como un adyuvante capaz de modular la
respuesta inmune tanto a nivel sistémico como de mucosas, induciendo respuestas de
tipo Th1y Th17, asi como la produccion de citoquinas como IFN-y e IL-17 en modelos
animales (Ibanez et al., 2015). Estos efectos han sido asociados no solo a su capacidad
de proteger antigenos frente a la degradacién proteolitica, sino también a su interaccién
con células dendriticas, promoviendo su activacion y reclutamiento en érganos linfoides
secundarios (Pasquevich et al., 2016). Asimismo, se ha observado que U-Omp19 facilita
el transporte transepitelial de antigenos sin comprometer la integridad de la barrera
epitelial (Mufioz Gonzalez et al., 2019). En este contexto, U-Omp19 se diferencia de
adyuvantes clasicos, cuyos mecanismos de accién se basan principalmente en la
activacion de receptores de reconocimiento de patrones y en la induccidn de respuestas
inflamatorias que, dependiendo del contexto, pueden asociarse con estrés celular o
efectos citotéxicos (Kawai y Akira, 2010). En cambio, U-Omp19 ejerceria su accion
mediante un mecanismo alternativo, centrado en la modulacién del procesamiento
antigénico y en la regulacién de la respuesta inmune, sin evidencia de activacion
inflamatoria exacerbada en los modelos descriptos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral, son consistentes con
este perfil funcional, ya que no se evidencié activacion de caspasa-3, alteraciones
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relevantes en el ciclo celular ni incremento en la generacion de ROS en células tratadas
con U-Omp19. Estos hallazgos sugieren que, bajo las condiciones experimentales
evaluadas, el compuesto no desencadendé mecanismos celulares asociados a
apoptosis, estrés oxidativo o alteraciones proliferativas detectables. Asimismo, la
ausencia de genotoxicidad, evidenciada mediante la evaluacién de yH2AX, el ensayo
de MN y EC, indica que U-Omp19 no indujo dafio detectable en el ADN ni inestabilidad
cromosomica en los modelos celulares utilizados. Esta observacion resulta coherente
con un mecanismo que no implicaria una interaccién directa con el material genético.
La bibliografia disponible sobre adyuvantes biologicos y péptidos inmunomoduladores
con perfiles de seguridad comparables al de U-Omp19 es aun escasa. Un antecedente
relevante es el trabajo de Magnelli et al. (2021), en el cual se evalu6 la seguridad
genotoxica de saponinas y de hidroxido de aluminio en combinacién con la proteina L1
del virus del papiloma bovino. Mediante la aplicacion de técnicas complementarias,
incluyendo EC, CBMN y citometria de flujo con Anexina V/IP, los autores demostraron
gue ambas combinaciones indujeron un nivel intermedio de dafio en el ADN, siendo este
mas pronunciado en el caso de las saponinas. Estos resultados evidencian que los
adyuvantes o formulaciones vacunales pueden presentar perfiles de seguridad variables
y que, por lo tanto, requieren una caracterizacion especifica. De la misma manera,
Genghini et al. (2006) reportaron efectos genotdéxicos asociados al uso de vacunas a
virus vivos contra la peste porcina clasica. Mediante ensayos citogenéticos in vitro en
cultivos de linfocitos, que incluyeron la evaluacién de alteraciones cromosémicas y EC,
se evidencié que dichos efectos fueron dependientes de la dosis y se manifestaron tanto
a nivel citogenético como molecular. Estos hallazgos respaldan la posibilidad de que
determinadas formulaciones vacunales o componentes biol6gicos puedan inducir dafo
genético bajo condiciones experimentales especificas (Genghini et al., 2006). Por otro
lado, Cervantes-Torres et al. (2019) evaluaron el perfil de seguridad del adyuvante
peptidico GK-1. Su caracterizacién preclinica incluy6 ensayos in vitro de genotoxicidad,
como el ensayo de MN, aberraciones cromosémicas y el test de Ames, realizados de
acuerdo con las directrices de la OCDE. Los resultados demostraron que GK-1 no
presenté de potencial mutagénico ni genotdxico en los sistemas evaluados, lo que
respalda su perfil de seguridad y sustenta su consideracibn como adyuvante en
formulaciones vacunales contra la influenza (Cervantes-Torres et al., 2019).

En conjunto, estos antecedentes muestran que la seguridad genotdxica de adyuvantes
y formulaciones vacunales no puede asumirse unicamente a partir de su naturaleza
biologica, sino que debe ser evaluada experimentalmente mediante metodologias
adecuadas. En este marco, los resultados obtenidos para U-Omp19 adquieren
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relevancia, ya que aportan evidencia especifica sobre la ausencia de efectos citotoxicos

y genotoxicos detectables bajo las condiciones evaluadas en esta Tesis Doctoral.

En relacién con BSY02, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral
pueden interpretarse a la luz de los mecanismos alternativos de sefalizacién descritos
para moléculas derivadas de eritropoyetina con actividad con potencial actividad
neuroprotectora. A diferencia de la eritropoyetina nativa, cuya actividad bioldgica clasica
se ejerce principalmente a través de la activacion del receptor homodimérico
eritropoyetina (EPOR) asociado a la eritropoyesis, se ha propuesto que algunas
variantes modificadas o derivados no hematopoyéticos pueden interactuar
preferentemente con complejos receptores alternativos, incluyendo aquellos formados
por EPOR y la subunidad f comun (CD131). Esta interacciéon se ha vinculado con la
activacién de vias de senalizacion asociadas a proteccion tisular, sin inducir de manera
significativa la proliferacién eritroide (Brines y Cerami, 2005). Diversos estudios han
descrito que estas vias alternativas pueden promover la activacion de cascadas
intracelulares como PI3K/Akt y STATS3, involucradas en procesos de supervivencia
celular, inhibicion de la apoptosis, reduccion del estrés oxidativo y la modulacién de la
respuesta inflamatoria (Brines et al., 2008). Asimismo, en modelos experimentales in
vivo, moléculas derivadas de eritropoyetina con actividad citoprotectora han evidenciado
efectos neuroprotectores significativos, incluyendo reduccién del dafo neuronal,
preservacion de la integridad tisular y mejora funcional tras eventos isquémicos o
inflamatorios, sin inducir efectos adversos asociados a la eritropoyesis, como el aumento
del hematocrito (Leist et al., 2004). En este contexto, la ausencia de citotoxicidad,
activacion de caspasa-3, generacion de ROS y alteraciones en el ciclo celular observada
en el presente trabajo de Tesis Doctoral resulta compatible con un con un perfil bioldgico
asociado a la preservacion de la homeostasis celular, mas que en la induccion de
respuestas proliferativas, apoptoéticas o de estrés celular. No obstante, es importante
sefalar que los ensayos realizados en esta tesis no estuvieron dirigidos a demostrar
directamente la activacion de vias de senalizacion especificas, sino a evaluar la posible
induccién de efectos citotoxicos y genotdxicos bajo condiciones experimentales
definidas. Asimismo, la ausencia de genotoxicidad evidenciada mediante la
determinacion de yH2AX, MN y EC sugiere que BSY02 no indujo dafo detectable en el
ADN ni inestabilidad cromosémica en los modelos celulares evaluados. Este resultado
resulta coherente con el perfil esperado para una molécula biolégica cuya accién se
encontraria vinculada principalmente con la modulacién de vias de senalizacién
intracelular, y no con interacciones directas con el material genético. En comparacion

con otros agentes biolégicos o farmacolégicos que pueden inducir efectos citotoxicos
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como parte de su mecanismo de accion, las eritropoyetinas modificadas y sus derivados
citoprotectores presentan un perfil distintivo, caracterizado por la promocion de
respuestas asociadas a supervivencia celular y proteccién frente a dano inducido por
estrés. En este sentido, los resultados obtenidos para BSY02 aportan evidencia
experimental favorable para su caracterizacion preclinica, ya que no se observaron
efectos citotoxicos ni genotoxicos detectables en las concentraciones y modelos

celulares evaluados.

Por otro lado, si bien no se han reportado estudios orientados especificamente a
estudiar su potencial citotéxico o genotéxico de BSY02, existen antecedentes con
moléculas estructural o funcionalmente relacionadas. En este sentido, Shokrzadeh et al.
(2020) evaluaron el efecto protector de ARA290, un péptido no hematopoyético derivado
de la eritropoyetina, frente a la toxicidad inducida por DOX en distintas lineas celulares.
Para ello, los autores aplicaron un conjunto de técnicas complementarias, incluyendo el
ensayo de MTT, el ensayo de MN, el EC y la caracterizacién de parametros asociados
a estrés oxidativo, actividad de enzimas antioxidantes, la inflamacion y apoptosis. Los
resultados evidenciaron que ARA290 atenué el dafo al ADN y el estrés oxidativo
inducidos por la DOX, lo que respalda su capacidad citoprotectora (Shokrzadeh et al.,
2020).

De manera similar, Sooklert et al. (2016) analizaron el potencial protector de GEPO, un
derivado de la eritropoyetina obtenido por modificacion con glutaraldehido, frente a la
toxicidad inducida por nanopatrticulas de plata en células HEK293, linea celular derivada
de células de rindn embrionario humano. En este estudio se aplicaron metodologias
orientadas a la determinacion de viabilidad celular, morfologia y proliferacién, asi como
a la evaluacién de estrés oxidativo y de la expresidn de proteinas antiapoptéticas como
Bcl2. Los resultados mostraron que GEPO disminuy6 la citotoxicidad y el estrés
oxidativo inducidos por las nanoparticulas, preservo la morfologia celular y promovié la
activacion de mecanismos antiapoptéticos (Sooklert et al., 2016). Estos hallazgos
resaltan la relevancia de integrar parametros funcionales y moleculares para la
caracterizacién toxicol6gica de nuevas moléculas y nanomateriales, asi como para la
evaluacion de agentes con propiedades citoprotectoras.

Asimismo, Jeong et al. (2014) desarrollaron nanoparticulas de PLGA [poli (4cido lactico-
co-acido glicélico)] cargadas con rhEPO y estabilizadas con colato de sodio (rhEPO-Ch-
NP), las cuales fueron evaluadas en un modelo in vitro de citotoxicidad inducida por
glutamato en células SH-SY5Y. Para la determinacion de los efectos citotdxicos y
morfolégicos se emplearon el ensayo de MTT y la tincién con DAPI, que permitieron la

determinacién de viabilidad celular y los cambios morfol6gicos nucleares mediante
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microscopia, respectivamente. Los resultados demostraron que las rhEPO-Ch-NP
presentaron un perfil de seguridad superior al de la rhEPO libre y ejercieron una mayor
proteccion neuronal, preservando la morfologia celular frente al dafo inducido por
glutamato. Estos hallazgos resaltan el potencial de las nanoformulaciones para mejorar
la eficacia, estabilidad y seguridad de moléculas con actividad citoprotectora.

En conjunto, estos antecedentes resultan consistentes con los resultados obtenidos
para BSY02 en la presente Tesis Doctoral, ya que respaldan un perfil de seguridad
favorable de moléculas derivadas o relacionadas con eritropoyetina en modelos
celulares sometidos a distintos tipos de estrés. Si bien los estudios citados evaluaron
principalmente efectos protectores frente a estimulos téxicos especificos, mientras que
en esta tesis se analiz6 el potencial citotoxico y genotodxico directo de BSY02, todos ellos
refuerzan la importancia de integrar ensayos funcionales, oxidativos, apoptoticos y
genotoxicos para caracterizar de manera mas completa el perfil de seguridad de estas
moléculas.

El empleo de las metodologias seleccionadas para las evaluaciones llevadas a cabo en
este trabajo de Tesis Doctoral permiti6 ampliar la comprension de los posibles
mecanismos de accion y de los eventos celulares asociados tanto a toxicidad como a
proteccion celular, reforzando la necesidad de incorporar este tipo de aproximaciones
en los estudios preclinicos. En este marco, los resultados obtenidos ponen en evidencia
el valor de las estrategias integradas en toxicologia in vitro, ya que permiten una
evaluacion mas robusta, reproducible y predictiva del perfil de seguridad de nuevos
compuestos. Este enfoque no solo fortalece la interpretacion de los datos
experimentales, sino que también contribuye a la generacion de evidencia cientifica
sélida y trazable. A futuro, este tipo de informacion podria servir como base para la
incorporacién progresiva de metodologias alternativas y complementarias dentro de los
marcos regulatorios de evaluacién toxicologica, especialmente en etapas tempranas del

desarrollo preclinico.

Finalmente, el desarrollo e incorporacion de nuevas tecnologias, tales como los co-
cultivos, sistemas tridimensionales (3D), organoides y las plataformas microfluidicas,
surge como una linea de proyeccion natural a partir de los resultados presentados en
esta Tesis Doctoral. Estos modelos avanzados permiten reproducir con mayor fidelidad
la microarquitectura tisular, el microambiente celular y las interacciones dindmicas entre
distintos tipos celulares, aspectos que no pueden ser completamente representados por
cultivos bidimensionales convencionales. En particular, las plataformas microfluidicas y
los sistemas organ-on-chip ofrecen la posibilidad de integrar parametros funcionales

como el flujo, la presencia de barreras tisulares, gradientes bioquimicos y la conectividad
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entre compartimentos. Estas caracteristicas podrian contribuir a una evaluacion mas
precisa del comportamiento biolégico y toxicolégico de compuestos bioactivos en
condiciones méas cercanas a la fisiologia humana (Fréhlich, 2018; Xu et al., 2020).
Asimismo, la integracion de estos modelos experimentales avanzados con herramientas
in silico, como los modelos QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship), la
biologia de sistemas y los modelos matematicos mecanisticos, representa una
perspectiva prometedora para optimizar el disefio de estudios preclinicos. Estas
aproximaciones permitirian orientar de manera mas racional la seleccion de
compuestos, concentraciones, tiempos de exposicion y biomarcadores de andlisis,
favoreciendo una evaluacion mas predictiva, eficiente y alineada con los enfoques
actuales de toxicologia integrativa (Williams et al., 2013; Fréhlich, 2018; Van Norman,
2019).

Como proyeccién metodoldgica, seria de interés incorporar en futuros estudios sistemas
que permitan evaluar con mayor profundidad la posible participacién del metabolismo
en la respuesta celular frente a los compuestos analizados. En particular, la inclusion de
sistemas de activacion metabdlica exégenos, como la fracciébn S9 hepatica, podria
aportar informacion complementaria sobre la eventual generacion de metabolitos
activos o toxicos. Si bien esta aproximacion no fue incorporada en el disefio
experimental de la presente Tesis Doctoral debido a la disponibilidad limitada y al
elevado costo de los reactivos necesarios, su implementacion futura permitiria ampliar
la caracterizacion preclinica de U-Omp19 y BSY02. Asimismo, seria pertinente
complementar estos estudios con modelos celulares hepaticos humanos, como HepG2,
u otros sistemas con mayor competencia metabdlica. Las células HepG2 poseen cierta
capacidad metabdlica enddgena, y son ampliamente utilizadas en estudios de
hepatotoxicidad y toxicologia in vitro; no obstante, no reproducen por completo el
metabolismo sistémico. Por este motivo, su incorporacion deberia considerarse como
una herramienta complementaria, capaz de aportar informacién adicional y fortalecer la

interpretacion de los resultados obtenidos.

La interpretacion de estos resultados y su extrapolacién al contexto in vivo deben
realizarse con cautela, ya que la respuesta observada en cultivos celulares puede diferir
de la que se produce en un sistema biolégico completo. En este sentido, los hallazgos
obtenidos constituyen una etapa inicial de la evaluacién preclinica y podrian ser
complementados, en futuras etapas, con modelos experimentales mas complejos,

diferentes tiempos de exposicion y condiciones fisioldgicamente mas representativas, a
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fin de continuar profundizando la caracterizacion del perfil de seguridad de U-Omp19y
BSY02.

De esta manera, esta Tesis Doctoral no solo aportan evidencia inédita sobre el perfil de
seguridad in vitro de U-Omp19 y BSY02, sino que también sienta las bases para futuras
investigaciones orientadas a la implementacién de modelos in vitro mas complejos y
fisiologicamente relevantes. La consolidacion de enfoques integrados, que combinen
ensayos celulares convencionales, modelos avanzados y herramientas
computacionales, se proyecta como un paso clave para fortalecer la predictividad
bioldgica de los estudios preclinicos y avanzar hacia una reduccién progresiva, racional
y cientificamente fundamentada del uso de modelos in vivo (Fréhlich, 2018; Van
Norman, 2019; Dourson et al., 2022).

Finalmente, esta Tesis Doctoral contribuye al desarrollo de estrategias preclinicas mas
robustas, reproducibles y éticamente alineadas, orientadas a mejorar la evaluacion
temprana de la seguridad de nuevos compuestos con potencial aplicacién biomédica.
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6.
CONCLUSIONES




El presente trabajo de Tesis Doctoral permitié poner a punto y optimizar una bateria de
ensayos in vitro para la evaluacion de citotoxicidad y genotoxicidad de nuevos
compuestos en etapas tempranas del desarrollo preclinico. La utilizacién de distintos
biomarcadores, evaluados en dos lineas celulares de diferente origen, permitié abordar
de manera integrada la deteccién de posibles efectos adversos a nivel celular y

gendmico.

En relacion con el compuesto U-Omp19, los resultados obtenidos a partir de los distintos

biomarcadores evaluados en ambas lineas celulares permiten concluir que:

e Los ensayos de viabilidad celular no evidenciaron efectos citotéxicos
significativos en las condiciones experimentales analizadas.

e Laevaluacion de apoptosis y necrosis, junto con la determinacion de la actividad
de caspasa-3, no mostré activacion de vias de muerte celular programada.

e La determinacion de ROS no evidenci6 la induccién de estrés oxidativo.

e Los ensayos de genotoxicidad, incluyendo el EC y la deteccion de yH2AX, no
mostraron incremento del dafo primario del ADN.

o El ensayo de MN no evidenci6 induccion de dafio cromosdmico ni alteraciones

en la segregacion cromosomica.

En conjunto, estos resultados indican que U-Omp19 no indujo efectos adversos
detectables a nivel celular ni gendmico bajo las condiciones evaluadas, considerando
las lineas celulares, el tiempo de exposicidn y las concentraciones ensayadas. Estos
hallazgos resultan consistentes con un perfil de seguridad in vitro favorable y aportan
evidencia experimental relevante para complementar su caracterizacién preclinica como

adyuvante bioldgico.
En cuanto a BSY02, los resultados obtenidos permiten concluir que:

» No se observaron alteraciones significativas en la viabilidad celular, lo que indica
ausencia de citotoxicidad detectable en las condiciones ensayadas.

e Los andlisis de apoptosis, necrosis y actividad de caspasa-3 no evidenciaron
activacién de mecanismos de muerte celular.

e No se detectaron incrementos en la producciéon de ROS, lo que sugiere ausencia
de estrés oxidativo inducido.

e Los ensayos de genotoxicidad, incluyendo el EC y la deteccion de yH2AX, no

mostraron incremento en el dafio primario del ADN.
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e El ensayo de MN no evidenci6 induccién de dafo cromosomico ni alteraciones

en la segregacion cromosomica.

Estos hallazgos indican que BSY02 presenta un perfil de seguridad in vitro favorable en
los modelos celulares evaluados, sin evidencias de citotoxicidad ni genotoxicidad
detectable bajo las condiciones experimentales analizadas.

La integracién de mdltiples biomarcadores permiti6 no solo detectar posibles efectos
adversos, sino también explorar mecanismos celulares asociados a citotoxicidad y
genotoxicidad, incluyendo estrés oxidativo, activacion de apoptosis, alteraciones del
ciclo celular y dafno genético. Este enfoque resulta particularmente relevante para la
evaluacion de seguridad de moléculas biolégicas, cuya complejidad estructural y
funcional puede dar lugar a respuestas celulares no detectables mediante ensayos

individuales.

Asimismo, la implementacion de metodologias complementarias, algunas de ellas
reconocidas en guias internacionales, contribuyé a fortalecer la robustez de los
resultados obtenidos y se encuentra en concordancia con las tendencias actuales en
toxicologia preclinica y con los principios de las 3Rs del uso de animales de

experimentacion.

En conjunto, esta Tesis Doctoral aporta evidencia experimental precisa sobre el perfil
de seguridad in vitro de U-Omp19 y BSY02, y consolida una plataforma metodolégica
aplicable a la evaluacion temprana de citotoxicidad y genotoxicidad de nuevos
candidatos terapéuticos. Los resultados obtenidos constituyen una base relevante para
futuros estudios preclinicos a profundizar la caracterizacién de ambos compuestos en

modelos experimentales mas complejos y fisiologicamente representativos.
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