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DESCRIPCION
Métodos para detectar cancerigenos no genotoxicos usando platelmintos
Campo técnico de invencion

La presente invencion se refiere a predecir la carcinogenicidad de compuestos. Mas particularmente, la presente
invencién divulga métodos para detectar o predecir si un compuesto es un cancerigeno no genotdxico y métodos
para diferenciar entre cancerigenos genotoxicos y no genotdxicos que se basan en patrones in vivo de proliferacion
de células madre en platelmintos.

Técnica anterior

Una evaluacion correcta de los riesgos de cancer que se asocian con exposiciones humanas a quimicos resulta de
gran importancia tanto desde el punto de vista tanto de la salud publica como de la economia. A este respecto, los
ensayos precisos y confiables que estiman la potencia cancerigena de compuestos resultan indispensables. El
ensayo bioldgico de carcinogenicidad de 2 afios en roedores constituye el estandar de excelencia para evaluaciones
cancerigenas de medicamentos desarrollados recientemente y otros compuestos quimicos, pero los altos costes,
periodos experimentales prolongados y las politicas europeas (REACH) y de US (Ley de Autorizaciéon del ICCVAM)
promueven la busqueda de ensayos alternativos (1-5). De manera adicional, debido al incremento de cuestiones
éticas en cuanto al uso de animales en procedimientos cientificos, organizaciones como EURL ECVAM (Laboratorio
de Referencia de la Union Europea para la Validacion de Métodos Alternativos) e ICCVAM (Comité de Coordinacion
Interinstitucional sobre la Validacion de Métodos Alternativos) han demostrado validar enfoques alternativos de
acuerdo con el Principio de las 3Rs (Reemplazar, Reducir y Refinar) que incluye el uso de organismos con
sensibilidad limitada tales como invertebrados.

Un desafio para el desarrollo de métodos de ensayo alternativos se refiere a que, ademas de una estimacion de
carcinogenicidad adecuada, los compuestos necesitan clasificarse de acuerdo con su presunto mecanismo de
accion predominante en cancerigenos genotdxicos y no genotoxicos, lo que implica diferentes evaluaciones de
riesgo de cancer para la salud humana. Los cancerigenos genotoxicos alteran la integridad genémica de manera
directa al interactuar con el ADN y/o el aparato celular, y se supone que tienen una linealidad de dosis baja sin
umbrales de dosis en sus efectos cancerigenos. Los cancerigenos no genotéxicos alteran la expresion génica de
manera indirecta y promueven el crecimiento tumoral al interferir con una variedad de procesos celulares que se
asocian con apoptosis suprimida y proliferacion celular aumentada (6-8). Una dificultad importante para distinguir
estas clases de cancerigenos consiste en la comparacion de condiciones de exposicién, debido a que multiples vias
de sefalizacion se desregularizan durante carcinogénesis no genotéxica, segun la cual los efectos cancerigenos
solo ocurren si se alcanza una cierta dosis umbral (7-10). La comprension y prediccion de cancerigenos no
genotoxicos se complica sustancialmente por sus mecanismos de accion de compuesto especifico (7, 10).

Los presentes ensayos in vitro e in vivo a corto plazo alternativos identifican la mayoria de cancerigenos
genotdxicos, a pesar de que se necesitan todavia mejoras en la capacidad predictiva para reducir falsos positivos y
resultados negativos. Los ensayos in vitro estandares para la deteccion de compuestos genotdxicos producen hasta
el 70% y mas de resultados positivos irrelevantes, que requieren pruebas de seguimiento in vitro e in-vivo costosas y
prolongadas. Ofra desventaja de estos ensayos consiste en la sensibilidad y confiabilidad para detectar
cancerigenos no genotoxicos, que representan hasta el 25% de cancerigenos Clase | para la salud humana de
acuerdo con el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) (3, 5, 7, 11-13). Se necesita una
mejor comprensién de eventos celulares y moleculares que se involucran en carcinogénesis no genotoxica y dada la
capacidad de extensién y complejidad de estos procesos, los métodos de deteccion in vitro pueden no resultar
suficientemente sofisticados para cubrir la respuesta de carcinogenicidad completa.

Los platelmintos son organismos prometedores para predecir examenes de carcinogenicidad/genotoxicidad por las
siguientes razones: (1) Su notable capacidad de regeneracion, reconstituyendo partes faltantes del cuerpo en
aproximadamente 1 semana, lo que permite el estudio de respuestas inducidas por cancerigenos durante la
regeneracion de multiples tejidos (14, 15). Debido a que la masiva proliferacion celular constituye un prerrequisito
para tanto la regeneracion como la carcinogénesis, la respuesta celular del organismo a exposiciones a
cancerigenos se acelera durante el proceso de regeneracion (16-18). (2) Sus células madres accesibles
experimentalmente permiten estudios in vivo de respuestas inducidas por cancerigenos de células madre
pluripotentes, adultas en todo el animal. (3) Las caracteristicas principales de carcinogénesis inducida
quimicamente, a saber, la etapa de inicio y promocion de formacion neoplasica se describen en platelmintos y se
han identificado varios genes relacionados con cancer y vias de sefializacion subyacentes, por ejemplo, PTEN,
FOXO, caspasas, ciclinas, via (PI3K)-Akt, via RAS, via p53, via MAPK (19-24).

Kokel et al. (Nature Chemical Biology, 2006: 338-345) divulga el uso del nematodo C.elegans para examinar los
compuestos cancerigenos no genotoxicos.
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Plusquin et al. (Int. J. Dev. Biol. 2012: 183-191) divulga el uso de planaria Schmidtea mediterranea para estudiar el
efecto del cadmio metalico cancerigeno. La busqueda en internet de "URL:http://www.researchportal.be/en/project/-
%28UH R-2902%29/ (Validation and valorization of the flatworms as model system in primary toxicity screenings) (31
de diciembre de 2014)" divulga el uso de los platelmintos Schmidtea mediterranea y Macrostomum lignano como
organismos modelo para examenes de toxicidad de “primera linea”.

Stalmans et al. (25) divulga ademas un ensayo bioldgico in vivo de carcinogenicidad en platelmintos, en el que la
proliferacion de células madre se usa como un punto final para evaluar el potencial cancerigeno de compuestos. Sin
embargo, se desconoce por completo si los platelmintos pueden usarse para detectar si un compuesto es un
cancerigeno no genotoxico y/o si los platelmintos pueden usarse para distinguir cancerigenos no genotoxicos a partir
de cancerigenos genotéxicos.

Breve descripcién de figuras

Figura 1. A) Imagen de contraste por interferencia de Macrostomum lignano adulto; br: cerebro, ey: ojos, gu:
intestino; ov: ovario; te: testiculos, tp: cola. B) y C) imagen de contraste por interferencia y proyecciéon confocal
correspondiente de M. lignano etiquetado con un anticuerpo anti-histona H3 fosforilada. Las células en mitosis (sefial
blanca) se cuentan (marcadas con X). Las células mitéticas en los ensayos (contorno seudocoloreado en azul) no
son parte del analisis. Anterior se encuentra hacia la parte superior. Barra de escala: 50 ym

Figura 2. Diagramas de caja que representan la media e IQR del niumero de células madre mitdticas en controles de
agua de mar (SW; n= 12) y disolvente (DMSO; n=6) para todos los experimentos que se usan para determinar el
valor limite para el criterio de validacion. La linea discontinua representa el valor limite de nuestro ensayo.

Figura 3. Diagramas de caja que representan la media e IQR del nimero de células madre mitéticas en funcion de la
concentraciéon de D-manitol y Sulfisoxazole (Sox) no cancerigenos; cancerigenos genotéxicos 4-Nitroquinolina 1-
oxido y ciclofosfamida monohidrato; cancerigenos no genotdxicos Dietilestilbestrol y Ciclosporina A. Controles de
Agua de mar (SW) y DMSO se diagraman también. Todo se ilustra por un experimento. La linea discontinua
representa el valor limite de nuestro ensayo.

Figura 4. Perfil de tiempo de respuestas de proliferacién de células madre como respuesta a exposiciones a
cancerigenos. Divisiones mitdticas por mm? después de exposicion de 1 dia, 3 dias, 1 semana y dos semanas a un
genotdéxico (MMS), no genotoxico (CsA) y no cancerigeno (Dmann). Las divisiones mitéticas después de exposicion
de 6 semanas a MMS y CsA se representan también. EI nUmero de células mitéticas se normalizé con respecto al
area corporal total de los gusanos y se expresd con respecto al grupo de control de MMS, CsA y Dmann
correspondiente por punto de tiempo, medio de cultivo correspondiente, medio de cultivo con DMSO al 0,05%
(control de vehiculo) y medio de cultivo. Los valores promedio de proliferacion celular en cada punto de tiempo se
conectan mediante lineas, mediciones individuales también se representan (= 3 por punto de tiempo). Los efectos
significativos se indican en la tabla: * p < 0,1; ** p < 0,05; *** p < 0,01. El promedio y se de grupos de control de MMS
son: 172,0 + 21,9 células/mm? (1 dia); 368,6 + 37,4 células/mm? (3 dias); 347,5 + 8,9 células/mm? (1 semana); 83,8
* 26,0 células/mm? (2 semanas); 80,3 + 9,7 células/mm? (6 semanas). El promedio y se de grupos de control de CsA
son: 344,1 + 42,5 células/mm? (1 dia); 328,3 + 46,6 células/mm? (3 dias); 288,8 + 17,7 células/mm? (1 semana);
180,9 + 15,8 células/mm? (2 semanas); 74,9 + 11,6 células/mm? (6 semanas). El promedio y se de grupos de control
de Dmann son: 352,5 + 42,2 células/mm? (1 dia); 317,7 + 26,9 células/mm? (3 dias); 260,6 + 44,0 células/mm? (1
semana); 135,9 + 15,6 células/mm? (2 semanas). MMS metanosulfonato de metilo, CsA ciclosporina A, Dmann d-
manitol.

Figura 5. Comparacion de respuestas de proliferacion de células madre después de exposicion de 1 dia y 3 dias.
Las divisiones mitdticas por mm? después de exposicion de 1 dia y 3 dias a cancerigenos genotoxicos (MMS,
4NQO), cancerigenos no genotdxicos (CsA, S-PB) y no cancerigenos (Dmann). El nimero de células mitdticas se
normalizé con respecto al area corporal total de los gusanos y se expreso6 con respecto al grupo de control de MMS,
4NQO, CsA, S-PB y Dmann correspondiente por punto de tiempo, que constituyé el medio de cultivo para todos los
compuestos a excepcion de CsA, que se expuso a medio de cultivo con DMSO al 0,05% (control de vehiculo). Los
valores de proliferacion celular promedio de cada concentracién se conectan mediante lineas y constituyen el
promedio y se de 3 repeticiones bioldgicas como minimo. Efectos significativos se indican en la tabla: * p < 0,1; ** p
< 0,05; *** p < 0,01. El promedio y se de grupos de control de MMS son: 172,0 + 21,9 células/mm? (1 dia); 368,6
37,4 células/mm? (3 dias). El promedio y se de grupos de control de 4NQO son: 293,5 + 21,6 células/mm? (1 dia);
452,7 + 30,3 células/mm? (3 dias). El promedio y se de grupos de control de CsA son: 344,1 + 42,5 células/mm? (1
dia); 328,3 + 46,6 células/mm? (3 dias). El promedio y se de grupos de control de S-PB son: 289,6 + 41,1
células/mm? (1 dia); 424,5 + 10,9 células/mm? (3 dias). El promedio y se de grupos de control de Dmann son: 352,5
+ 42,2 células/mm? (1 dia); 317,7 + 26,9 células/mm? (3 dias). MMS metanosulfonato de metilo, 4NQO 4-
nitroquinolina-1-6xido, CsA ciclosporina A, S-PB fenobarbital sédico, Dmann D-manitol.

Figura 6. Respuestas de actividad de células madre en la aparicion de efectos fenotipicos. Las respuestas de

proliferaciéon de células madre en la aparicion de efectos fenotipicos (concentraciones de categoria 2) a continuacion
de exposiciones a cancerigenos genotdxicos (MMS, 4NQO) y no genotoxicos (S-PB, CPZ, MPH). El nimero de
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células mitéticas se normalizé con respecto al area corporal total de los gusanos y se expresé con respecto al grupo
no expuesto correspondiente. Los valores que se indican en los graficos constituyen el promedio + se de 3
repeticiones bioldégicas como minimo, a excepcion de S-PB y CPZ, debido a lisis severas de los animales. Los
efectos significativos segun se comparan con el grupo de control correspondiente se indican con las estrellas: ***: p
< 0,01; *: p < 0,05. Los tiempos de exposicién fueron 3 dias (MMS), 1 semana (4NQO) y dos semanas (S-PB, CPZ,
MPH). El promedio y se de grupos que se expusieron a medio de cultivo son: 227,7 + 26,7 células/mm? (3 dias);
212,0 + 4,7 células/mm? (1 semana); 130,9 = 10,2 células/mm? (2 semanas). MMS metanosulfonato de metilo,
4ANQO 4-nitroquinolina-1-6xido, S-PB fenobarbital sédico, CPZ clorhidrato de clorpromazina, MPH clorhidrato de
metapirileno.

Descripcion de invencion

La presente invencion divulga métodos para predecir o detectar si un compuesto es un cancerigeno no genotoxico y
métodos para diferenciar entre cancerigenos genotdxicos y no genotdxicos que se basan en patrones in vivo de
proliferacion de células madre en platelmintos. Por lo tanto, resulta claro que los métodos de la presente invencion
pueden usarse ademas para predecir o detectar si un compuesto es un cancerigeno genotoxico.

Una primera realizacion de la invencion se refiere a un método in vivo para predecir si un compuesto es un
cancerigeno no genotéxico que comprende:

— exponer dicho compuesto a platelmintos durante un periodo de tiempo,

— contar el nimero de células madre pluripotentes adultas en dicho platelmintos después de exposicién a dicho
compuesto, y

— comparar el ultimo nimero con un valor limite de referencia,

en la que dicho compuesto resulta un cancerigeno no genotéxico cuando dicho numero de células madre
pluripotentes adultas resulta mayor que dicho valor limite.

El término “compuesto” se refiere a cualquier compuesto que podria ser cancerigeno. Ejemplos no limitantes son los
cancerigenos genotoxicos metanosulfonato de metilo (MMS; Cas # 66-27-3; pureza del 99%), ciclofosfamida
monohidrato (CP, Cas # 6055-19-2) y 4-nitroquinolina-1-6xido (4NQO, Cas # 56-57-5), los cancerigenos no
genotoéxicos, dietilestilbestrol (DES, Cas # 56-53-1), clorhidrato de metapirileno (MPH; 135-23-9; estandar analitico),
ciclosporina A (CsA; Cas # 59865-13-3; pureza = al 98.5%), clorpromazina (CPZ; Cas # 69-09-0; pureza = al 98%) y
fenobarbital sédico (S-PB; Cas # 57-30-7) y los no cancerigenos d-manitol (Dmann, Cas # 69-65-8) y sulfisoxazole
(Sox, Cas # 127-69-5). Los “compuestos” pueden seleccionarse sobre la base de datos in vitro e in vivo disponibles
que se informan en el documento OECD DRP31 (26), clasificaciones de IARC y las publicaciones de Kirkland et al.
(13, 27) y Robinson and MacDonald (28). Sobre la base de estas publicaciones puede hacerse una distincion entre
cancerigenos genotdxicos, cancerigenos no genotoxicos y no cancerigenos. Un “cancerigeno” se define como
cualquier quimico del cual el potencial cancerigeno se ha demostrado claramente en un ensayo bioldgico de 2 afios
en roedores. Un “cancerigeno genotoxico” debe haber demostrado ser positivo en ensayos de genotoxicidad in vitro
e in vivo clasicos. CP y 4NQO son ejemplos no limitantes de cancerigenos no genotoxicos (a saber, requieren
metabolizacion) y genotoxicos, respectivamente. Un “cancerigeno no genotdxico” consiste en cualquier quimico del
cual un mecanismo no reactivo de ADN resulta la causa principal de los efectos cancerigenos que se observan en
mamiferos y humanos. DES y CA constituyen ejemplos no limitantes de cancerigenos no genotéxicos. Un
compuesto que resulta negativo en los ensayos de genotoxicidad in vitro e in vivo estandares y que carece de
potencial cancerigeno en los ensayos bioldgicos de 2 afios en ratones y ratas se considera “no cancerigeno” Dmann
y Sox son ejemplos no limitantes de no cancerigenos.

Los términos “exponer dichos compuestos a platelmintos” se refieren a cualquier método que se conoce por una
persona experta que permite el contacto entre el compuesto para evaluar y los platelmintos. Un ejemplo no limitante
de un procedimiento de “exponer dichos compuestos a platelmintos” resulta el siguiente:

una semana antes de iniciar la exposicion quimica, una placa de 6 pozos que se rellena con 4 ml de medio /2
(Novolab NV) se inocula con diatomeas para alcanzar una fuente de alimentos ad libitum durante exposicién. La
inanicion de los gusanos conduce a una reduccion de la proliferacion de células madre (segun se muestra en Nimeth
et al (29)) que interferiria con la proliferacion de células madre, el punto final del ensayo. Antes de iniciar la
exposicion quince gusanos adultos por condicion se pipetean en cada pozo que luego se vacia mediante pipeteo sin
secar los gusanos y se rellena con medio f/2 (control), si se requiere, F2 + DMSO al 0,05% (control de vehiculo) y
una concentracion seleccionada del quimico.

La concentracién de DMSO en el control de vehiculo no deberia exceder el 0,05% con el fin de poder observar de
manera confiable cualquiera de los efectos de comportamiento o toxicos de los compuestos en estos animales (30-
32).
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Para seleccionar la concentracion de compuesto apropiada, en primer lugar se puede llevar a cabo un experimento
de deteccion de rango de concentracion amplio (factor de separacion 10, exposicion de 2 semanas). Sobre la base
de esta deteccion de rango piloto se puede elegir una deteccion de rango afinado (factor de separacion < 2; para D-
manitol, factor 5) para conducir el ensayo. La concentracién maxima que se evalla depende de la solubilidad del
compuesto del ensayo y el requisito de una supervivencia de 12/15 gusanos al final de la exposicion.

El medio puede renovarse semanalmente.

El término “platelminto” se refiere a invertebrados bilaterales, no segmentados, de cuerpo blando, relativamente
simples que corresponden al filo Platelmintos. Ejemplos no limitantes son las especies de platelmintos Macrostomum
lignano y Schmidtea mediterranea.

El término “un periodo de tiempo” con respecto a esta primera realizacion se refiere a diferentes tiempos de
exposicion que varia de 1 dia a 6 semanas y se refiere especificamente a un periodo de tiempo de
aproximadamente 2 semanas (a saber, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 dias).

Por lo tanto, y mas especificamente, la presente invencién se refiere ademas a un método in vivo segun se indica
anteriormente en la que dicho periodo de tiempo es de 2 semanas.

Los términos “células madre pluripotentes adultas (APSC)” se refieren a células no diferenciadas en un organismo
adulto que se dividen para dar lugar a otra célula madre y que pueden diferenciarse en cualquier tipo de célula.

Los términos “un valor limite de referencia” con respecto a esta primera realizacion se refiere a un valor especifico
que se usa como un valor de referencia con el fin de decidir de manera concluyente si un compuesto para evaluarse
es un cancerigeno no genotoxico o genotdxico o con el fin de decidir de manera concluyente si un compuesto para
evaluarse es un no cancerigeno. El valor limite puede determinarse sobre la base de diagramas de densidad
(version R 2.15.3; (33)) del numero de células madre mitéticas de todos los experimentos para control (tal como
agua de mar & DMSO), no cancerigenos, cancerigenos genotoxicos y cancerigenos no genotoxicos.

Los términos “mayor que dicho valor limite” con respecto a esta primera realizacion se refieren a que el nimero de
células madre mitéticas excede el valor limite.

Un compuesto puede considerarse positivo si se cumplen los siguientes criterios: 1) un minimo del 20% de los
gusanos por concentracion debe tener un nimero de células madre mitéticas = al valor limite de 30. Treinta (30)
pueden yacer en la cola de la distribucidon que corresponde al 97,5 percentil o 2 desviaciones estandar. Las
concentraciones que dan como resultado la muerte del 20% de los gusanos (3/15) durante exposicién pueden
considerarse citotéxicas y no deberian analizarse. Los siguientes criterios pueden configurarse para un ensayo
exitoso: 1) 3 experimentos independientes como minimo, 2) el numero de células madre mitéticas de 2
concentraciones quimicas subsiguientes deberia proporcionarse, 3) el nimero de células madre mitéticas de 5
gusanos como minimo por concentracion deberia cuantificarse y finalmente 4) un maximo de 2 gusanos de control
individuales (por ejemplo agua de mar & DMSQ) con un nimero de células madre mitéticas = al valor limite de 30.

Por lo tanto, un compuesto puede considerarse positivo si se cumplen los siguientes criterios: 1) un minimo del 20%
de los gusanos por concentracion deberia tener un niumero de células madre mitéticas = al valor limite de 30
(calificado como “+”) y 2) al menos 2/3 de los experimentos deberian haber recibido una calificacion “+” para el
compuesto para tener una llamada final general “+”. En el futuro, 2 experimentos resultarian suficientes para

determinar la llamada final, un tercer experimento se requeriria cuando el numero de “+” y “-“resultan iguales. Los
diagramas pueden generarse usando el paquete R de software segun se describe anteriormente.

Por lo tanto, resulta claro que los métodos segun se describen en detalle en los Ejemplos, o cualquier otro método
para contar el nimero de células madre o para evaluar los patrones de proliferacion de células madre tales como
hibridacion in situ (fluorescente), inmunoetiquetado, tincién con bromodesoxiuridina, lineas transgénicas, ... pueden
usarse para predecir o detectar si un compuesto es un cancerigeno genotoxico. Los ultimos métodos para contar el
numero de células madre o para evaluar los patrones de proliferacion de células madre se describen, por ejemplo,
en: 1) Nimeth K. et al., Regeneration in Macrostomum lignano (Platyhelminthes): celular dynamics in the neoblast
stem cell system. Cell Tissue Res (2007) 327:637-646; 2) Pearson B. et al., A Formaldehydebased Whole-Mount In
Situ Hybridization Method for Planarians. Dev Dyn. (2009) 238(2): 443-450; y 3) King R., Newmark P. In situ
hybridization protocol for enhanced detection of gene expression in the planarian Schmidtea mediterranea. BMC
Developmental Biology (2013) 13:8.

Una segunda realizacién de la invenciéon se refiere a un método in vivo para detectar si un compuesto es un
cancerigeno no genotdxico y/o para distinguir un cancerigeno no genotoxico a partir de un cancerigeno genotéxico
que comprende:

— exponer dicho compuesto o dicho cancerigeno no genotdxico y cancerigeno genotoxico durante un periodo de
tiempo a concentraciones que activan efectos fenotipicos a platelmintos de regeneracion,
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— contar el numero de células madre pluripotentes adultas en dichos platelmintos de regeneraciéon después de
exposicion, y

— comparar el ultimo numero con el nimero que se obtiene mediante una exposicidon similar a un compuesto no
cancerigeno, de control,

en la que un compuesto resulta un compuesto cancerigeno no genotéxico cuando el numero de células madre
adultas al momento de aparicion de efectos sistémicos resulta similar al nimero de células madre adultas cuando se
usa dicho compuesto no cancerigeno, de control, y

en la que un compuesto resulta un compuesto cancerigeno no genotéxico cuando el numero de células madre
adultas al momento de aparicién de efectos sistémicos resulta significativamente menor con respecto al numero de
células madre adultas cuando se usa dicho compuesto no cancerigeno, control.

Los términos “exponer dicho compuesto o dicho cancerigeno no genotéxico y cancerigeno genotdxico durante un
periodo de tiempo a concentraciones que activan efectos fenotipicos a platelmintos de regeneracion” se refieren
principalmente a que el método que se describe se lleva a cabo con animales de regeneracion (cabezas y colas) con
el fin de obtener respuestas iniciales aceleradas a compuestos cancerigenos ya que este proceso de proliferacion
celular masiva, migracién y diferenciacion se asemeja de la mejor manera al proceso de carcinogénesis (16, 32).
Dichos términos indican ademas que los platelmintos pueden dejar de alimentarse por una semana antes de las
mediciones. En cada condicion experimental, por ejemplo, 4 animales de regeneraciéon, que se cortan
transversalmente de manera inmediata antes de la exposicion, pueden colocarse en placas de 6 pozos que
contienen por ejemplo 4 ml de una concentracién de cancerigeno/compuesto, medio (control) o medio con DMSO al
0,05% (control de vehiculo). Para excluir efectos intrinsecos de DMSO en la proliferacion celular, la concentracion de
vehiculo DMSO no deberia exceder nunca el 0,05% y los efectos de interaccién entre el compuesto de ensayo y
DMSO pueden investigarse usando un ANOVA de dos vias (32). Después de la comparacién de exposiciones
continuas versus intermitentes y renovacion de medio Unica versus dos veces por semana, puede encontrarse que
una exposicion continua con renovacién de medio dos veces por semana resulta la mas adecuada para obtener
respuestas celulares distintivas.

El término “platelminto de regeneracion” se refiere a que los platelmintos tienen la capacidad de reemplazar grandes
regiones de estructuras faltantes a través de la regeneracion. Cuando un animal se corta artificialmente, el proceso
de regeneracion se inicia (regeneracion de partida) y termina (dependiendo del tamafo de la pieza faltante) después
de aproximadamente 1 a 2 semanas lo que depende del sitio de amputacion (34).

Los términos “una exposiciéon similar a un compuesto no cancerigeno, de control” se refiere a que la configuracion
experimental de exposicion fue la misma con respecto al esquema de tratamiento para el compuesto cancerigeno.
Deberia estar claro que una alternativa para “en comparacion con una exposicidon similar a un compuesto no
cancerigeno, de control” puede ser “en comparacion con el nimero de células madre pluripotentes adultas de un
platelminto no expuesto, de control o0 en comparacion con el nimero de células madre pluripotentes adultas de un
platelminto de control que se expone a medio en el que no se agrega un compuesto de control (expuestos de
manera simulada)’.

Los efectos fenotipicos que pueden monitorearse diariamente después de la exposicion durante un cierto periodo de
tiempo (a saber, después de 3 a aproximadamente 14 dias) incluyen regresién de tejido (= areas del cuerpo de
gusanos en las que el tejido desaparece sin la aparicion de heridas), lesiones (= areas del cuerpo de gusanos en las
que el tejido desaparece y aparecen heridas), ampollas (= pequefias bolsas de fluidos en la capa de piel de los
gusanos), hinchazén (= inflamaciéon anormal del cuerpo de gusanos), pigmentacion (= areas con un aumento de
pigmentacién visual), cambios de comportamiento tales como movimientos espasmddicos u enrollamientos
alrededor de su superficie ventral, dificultades de regeneracion, tamafio corporal anormal, excrecencia de tejido,
postura plana y muerte (35).

Por lo tanto, y mas en particular, la presente invencion se refiere a un método in vivo segun se describe
anteriormente en el que dichos efectos fenotipicos constituyen manchas de pigmentacion aberrantes, regresion de
tejido, lesiones, ampollas, hinchazén, cambios de comportamiento, dificultades de regeneracién, tamafio corporal
anormal, excrecencia de tejido y postura plana.

El periodo de tiempo después del cual dichos efectos fenotipicos se detectan normalmente y que permite distinguir
entre compuestos genotoxicos y no genotdxicos resulta variable y puede ser de aproximadamente 3 dias (a saber, 2,
3, 4 o 5 dias posteriores a la exposicion) o puede ser de aproximadamente una semana (a saber, 6, 7, 8 dias
posteriores a la exposicidn) o puede ser de aproximadamente 2 semanas (a saber, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19 dias posteriores a la exposicién). Por lo tanto, y mas en particular, la presente invencion se refiere a un
método in vivo segun se describe anteriormente en la que dicho periodo de tiempo que activa efectos fenotipicos en
platelmintos de regeneracion es de entre 3y 19 dias.
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Los términos “concentraciones que disparan efectos fenotipicos” se refieren a concentraciones quimicas de los
compuestos seleccionados segun se indican anteriormente con respecto a la primera realizacion (tal como, por
ejemplo, MMS: 500 uM; 4NQO: 2uM, S-PB: 2mM, CPZ: 1 yM, MPH: 150 uM) donde podrian observarse efectos
fenotipicos (morfolégicos, de comportamiento) segun se indican anteriormente.

Los términos “similar o menor con respecto al numero de células madre adultas cuando se usa dicho compuesto no
cancerigeno, de control” se refieren a:

a) “Similar” se refiere a que el numero promedio de células (valor 1) de control/no cancerigeno no difiere con
respecto al compuesto no genotéxico especifico que se observa (valor 2) (p>0,05); b) “Menor” se refiere a que el
numero promedio de células después de exposicion a un compuesto genotdxico especifico resulta significativamente
menor (p<0,05) con respecto a, por ejemplo, un valor de control. Los valores P menores que 0,05 se consideran
significativos desde el punto de vista estadistico.

Una tercera realizacion de la invencion se refiere a un método in vivo para predecir si un compuesto es un
cancerigeno no genotoxico y/o para distinguir un cancerigeno no genotéxico a partir de un cancerigeno genotéxico
que comprende:

— exponer dicho compuesto o dicho cancerigeno no genotoéxico y cancerigeno genotoxico durante al menos 3 dias
a platelmintos de regeneracion,

— contar el numero de células madre pluripotentes adultas en dichos platelmintos de regeneraciéon después de
exposicion, y

— comparar el ultimo niumero con el nimero que se obtiene mediante una exposicidon similar a un compuesto no
cancerigeno, de control,

en la que un compuesto resulta un cancerigeno no genotéxico cuando existe aumento que depende de la
concentracion del numero de células madre pluripotentes adultas en el dia 3 posterior a la exposicién, en la que un
compuesto resulta un cancerigeno genotoxico cuando existe reduccion que depende de la concentracion del numero
de células madre pluripotentes adultas en el dia 3 posterior a la exposicién, y, en la que, un compuesto resulta no
cancerigeno cuando no existe respuesta que depende de la concentracion del niumero de células madre
pluripotentes adultas en el dia 3 posterior a la exposicion.

Una comparacion de respuestas proliferativas de células madre de planarias adultas durante las etapas iniciales de
regeneracion, a saber, después de los dias 1 y 3 de exposicion, diferencia cancerigenos genotdxicos a partir de no
genotdxicos y no cancerigenos. Cancerigenos genotéxicos se caracterizan por cantidad significativamente menor de
células mitéticas después de 3 dias de exposicion en comparacion con una configuracion de exposicion de 1 dia,
mientras que cancerigenos no genotdxicos se caracterizan por cantidad significativamente mayor de células
mitéticas después de 3 dias de exposicion en comparacién con una configuracién de exposicion de 1 dia. El
compuesto no cancerigeno no muestra diferencias entre los dias 1 y 3 de exposicion, diferenciandose claramente a
partir de cancerigenos no genotéxicos y genotéxicos.

Los términos “un aumento o reduccién que depende de la concentracion” describe la relacion entre la concentracion
quimica del compuesto y el numero promedio de células madre. Concentraciones mayores dan como resultado un
aumento del numero de células madre para una clase cancerigena (cancerigenos no genotoxicos) y una reduccion
en la otra clase (cancerigenos genotéxicos), respectivamente.

El término “durante al menos 3 dias” con respecto a la tercera realizacion se refiere a que el tiempo de exposicion a
los cancerigenos deberia durar 3, 4, 5,... dias con el fin de poder llevar a cabo un comparaciéon con una
configuracion de exposicion de 1 dia segun se describe anteriormente.

Los términos “una exposiciéon similar a un compuesto no cancerigeno, de control” se refiere a que la configuracion
experimental de exposicidn resulté la misma que el esquema de tratamiento para el compuesto cancerigeno.

Deberia estar claro que una alternativa para “en comparacion con una exposicion similar a un compuesto no
cancerigeno, de control” puede ser “en comparacion con el numero de células madre pluripotentes adultas de un
platelminto no expuesto, de control o en comparacion con el nimero de células madre pluripotentes adultas de un
platelminto de control que se expuso a medio en el que no se agrega un compuesto de control (expuestos de
manera simulada)”.

Mas en particular, la presente invencion se refiere a un método in vivo segun se describe anteriormente con respecto
a la totalidad de las 3 realizaciones en las que dicho platelminto es Macrostomum lignano o Schmidtea
mediterranea. La ultima especie se describe por Ladurner et al. (36, 37) y Benazzi et al (38) respectivamente.
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Mas en particular, la presente invencion se refiere a un método in vivo segun se describe anteriormente en la que
dicho nimero de células madre se cuantifica mediante un inmunoensayo con histona H3 fosforilada. El ultimo
ensayo se describe en detalle por Ladurner et al. (36) y Newmark y Alvarado (39).

La presente invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Ejemplos 1: Métodos in vivo para detectar si un compuesto es un cancerigeno no genotéxico
Materiales & Métodos

Estrategia de seleccién de quimicos y compuesto

Ciclofosfamida monohidrato (CP, Cas # 6055-19-2), Ciclosporina A (CA; Cas # 59865-13-3), Dietilestilbestrol (DES,
Cas # 56-53-1), D-manitol (Dmann, Cas # 69-65-8), 4-Nitroquinolina-1-6xido (4NQO, Cas # 56-57-5), y Sulfisoxazole
(Sox, Cas # 127-69-5) se adquirieron todos de Sigma Aldrich. Estos quimicos se seleccionaron sobre la base de
datos in vitro e in vivo disponibles que se informan en el documento OECD DRP31 (26), clasificaciones de IARC y
las publicaciones de Kirkland et al. (13, 27) y Robinson y MacDonald (28). Sobre la base de estas publicaciones se
realizé6 una distincién entre cancerigenos genotoxicos, cancerigenos no genotdxicos y no cancerigenos. Un
cancerigeno se define como cualquier quimico del cual el potencial cancerigeno se ha demostrado claramente en un
ensayo biologico de 2 afios en roedores. Un cancerigeno genotoxico debe haber demostrado ser positivo en
ensayos de genotoxicidad in vitro e in vivo clasicos. CP y 4NQO se seleccionaron como cancerigenos no genotoxico
(a saber, requieren metabolizacidn) y genotoxico, respectivamente. Un cancerigeno no genotoxico consiste en
cualquier quimico del cual un mecanismo no reactivo de ADN resulta la causa principal de los efectos cancerigenos
que se observan en mamiferos y humanos. DES y CA se seleccionaron como cancerigenos no genotéxicos. Un
compuesto que resulta negativo en los ensayos de genotoxicidad in vitro e in vivo estandares y que carece de
potencial cancerigeno en los ensayos bioldgicos de 2 afios en ratones y ratas se considera no cancerigeno. Dmann
y Sox se seleccionaron como no cancerigenos.

Cultivo animal

Cultivos de Macrostomum lignano (37) se desarrollaron en agua de mar artificial (ASW) enriquecida con medio f/2
(40) y se alimentaron ad libitum con la diatomea Nitzschia curvilineata (coleccidon de cultivo PAE; UGent
http://www.pae.ugent.be/collection.htm), segiin se describe en (41-43).

Procedimiento de ensayo

Una semana antes de iniciar la exposicion quimica, una placa de 6 pozos que se rellené con 4 ml de medio /2
(Novolab NV) se inoculd con diatomeas para alcanzar una fuente de alimentos ad libitum durante exposicién. La
inanicién de los gusanos conduce a una reduccion de la proliferacion de células madre (segun se muestra en Nimeth
et al (29)) que interferiria con la proliferacion de células madre, el punto final del ensayo. Antes de iniciar la
exposicion quince gusanos adultos por condicion se pipetean en cada pozo que se vacio luego mediante pipeteo sin
secar los gusanos y se rellen6 con medio f/2 (control), si se requiere, F2 + DMSO al 0,05% (control de vehiculo) y
una concentracion del quimico.

La concentracién de DMSO en el control de vehiculo nunca excedio el 0,05%. Esto representé el porcentaje maximo
de DMSO en la concentracion de ensayo mas alta de los quimicos. Los datos de bibliografia demostraron que las
concentraciones de DMSO > al 0,1% deberian evitarse con el fin de poder observar de manera confiable cualquiera
de los efectos de comportamiento o toxicos de compuestos en estos animales (30-32).

Para seleccionar la concentracion de compuesto apropiada, en primer lugar se llevé a cabo un experimento de
deteccion de rango de concentracion amplio (factor de separacion 10, exposicion de 2 semanas). Sobre la base de
esta deteccion de rango piloto se eligié una deteccion de rango afinado (factor de separacion < 2; para D-manitol,
factor 5) para conducir el ensayo. La concentracion maxima que se evalué dependié de la solubilidad del compuesto
del ensayo y el requisito de una supervivencia de 12/15 gusanos al final de la exposicion.

Para todos los quimicos que se investigan en esta invencion, el medio se renové semanalmente. Después de un
ensayo preliminar (CP como referencia) en tiempos de exposicion diferentes que varian de 2 dias a 6 semanas,
elegimos exponer los gusanos durante un periodo de 2 semanas después de lo cual se sometieron a inmunotincion
con histona H3 fosforilada (PH3) para cuantificar mitosis.

Inmunohistoquimica con PH3 y cuantificacién

Para cuantificar células mitéticas en especimenes montados enteros se usd el marcador mitético anti-PH3. La
tincion se llevé a cabo relajando a los animales en primer lugar en una mezcla 1:1 de MgCl2.6H20 (7,14%) y ASW (5
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min), luego en MgCl2.6H20 (7,14%) (sin diluir, 5 min), continuando con fijacién en paraformaldehido (PFA, 4% en
PBS, 60 min). Los animales se enjuagaron luego con solucién salina regulada con fosfato (PBS, 3 x 5 min) y se
bloquearon en albumina de suero bovino, que contenia Triton (BSA-T, Triton X-100 al 0,1%, 60 min).
Posteriormente, los animales se incubaron en conejo anti-fosfo-H3 primario (1:300 en BSA-T, durante la noche, 4 °C,
Upstate Biotechnology), se enjuagaron en PBS (3 x 5 min) y se incubaron en cerdo anti-conejo conjugado a TRITC
secundario (1:150 en BSA-T, 1 h, DAKO). Finalmente, los animales se lavaron con PBS (3 x 5 min) y los
portaobjetos se montaron usando Vectashield (Vector Laboratories). Los portaobjetos se analizaron usando un
microscopio Leica 2500P que se equipd con epifluorescencia, un objetivo 40 x y una camara DFC360FX CCD.

Todas las células somaticas positivas para PH3 se contaron manualmente usando el Image J cell counter plugin (44)
(Fig. 1). Células + PH3 gonadales no se incluyeron en el analisis debido a que 1) la alta densidad de divisiones en
esa region que puede conducir a sefial de solapamiento y 2) la linea germinal que representa una poblaciéon de
células por separado, diferencialmente tolerante a exposicion que puede dar como resultado variabilidad de
cuantificacion.

Criterios de aceptacion y estadisticas

El valor limite de nuestro ensayo se determind sobre la base de diagramas de densidad (versién R 2.15.3; (33) del
nimero de células madre mitéticas de todos los experimentos para controles (agua de mar & DMSO), no
cancerigenos, cancerigenos genotdxicos y cancerigenos no genotéxicos. El valor limite de 30 puestas en la cola de
la distribucion correspondiente al 97,5 percentil o 2 desviaciones estandar.

Las concentraciones que dieron como resultado la muerte del 20% de los gusanos (3/15) durante exposiciéon se
consideraron citotdxicas y no se analizaron. Se establecieron los siguientes criterios para un ensayo exitoso: 1) 3
experimentos independientes como minimo, 2) el niumero de células madre mitéticas de 2 concentraciones quimicas
subsiguientes debe proporcionarse, 3) el numero de células madre mitéticas de 5 gusanos como minimo por
concentracion debe cuantificarse y finalmente 4) tener en cuenta la posibilidad de gusanos de control negativo que
exhiben numeros mitéticos que exceden el valor limite, se tolera un maximo de 2 gusanos de control individuales
(agua de mar & DMSO) con un numero de células madre mitéticas = al valor limite de 30.

Criterios de evaluacion

Un compuesto se considera positivo si se cumplen los siguientes criterios: 1) un minimo del 20% de los gusanos por
concentracion debe tener un nimero de células madre mitéticas = al valor limite de 30 (calificado como “+”) y 2) al
menos 2/3 de los experimentos deben haber recibido una calificaciéon “+” para el compuesto para tener una llamada
final general “+”. En el futuro, 2 experimentos resultarian suficientes para determinar la llamada final, un tercer
experimento se requeriria solamente cuando el niumero de “+” y ““ resultan iguales. Los diagramas pueden
generarse usando el paquete R de software.

Resultados

Durante el proceso de multiples etapas de carcinogénesis quimica, alteraciones intracelulares pueden dar como
resultado proliferacion celular aumentada. El punto final de nuestro ensayo in vivo de proliferacion de células madre
de platelmintos consiste en el numero de células madre mitéticas. Esperamos que los cancerigenos originen un
aumento de proliferacion de células madre (resultado +) y que los no cancerigenos no tengan efecto alguno en la
proliferacién después de exposicion de 2 semanas (resultado -).

Una base de datos de control se confeccion6 a partir del nimero de células mitéticas por animal de control negativo.
El valor limite del ensayo se determind mediante el analisis de los diagramas de densidad del numero de células
madre mitéticas para todos los controles en todos los experimentos (Fig. 2).

Todos los controles cumplieron con los criterios de aceptacion de < 2 gusanos por experimento que exhiben un
ndmero de células madre mitéticas = al valor limite. Para controles de agua de mar (media 20,1; n=232), el nimero
de células madre mitéticas fue 38 como maximo y el 50% de los recuentos se encontraron entre 17 y 28 células.
Para controles de DMSO (media 21,0; n=89), el numero de células madre mitéticas fue 35 como maximo y el 50%
de los recuentos se encontraron entre 18 y 24 células. En todos los controles, el nimero de células madre mitéticas
fue < 30 con unas pocas excepciones (5/232 gusanos para agua de mar y 4/89 en controles de DMSO). Como tal, el
valor limite se configuré en 30 células madre mitéticas.

No cancerigenos

D-manitol se pronosticé como negativo para nuestro ensayo para la totalidad de los tres experimentos con 0% de
gusanos que tienen un numero de células madre mitdticas que excede el valor limite, incluso hasta 5 mM (910
ug/ml) (Fig. 3 y tabla 1). Mayores concentraciones de Dmann dieron como resultado insolubilidad del medio.
Sulfisoxazole se pronosticO como negativo para la totalidad de los tres experimentos hasta 1 mM. Mayores
concentraciones de Sox dieron como resultado > del 20% de letalidad y no se analizaron. En el experimento 2
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solamente una concentracion de Sox (500 uM) dio como resultado un 11,1% de gusanos que exhiben un nimero de
células madre mitéticas que excede 30 lo cual se encuentra todavia por debajo de nuestros criterios de aceptacion
del 20% (tabla 1). Como conclusién, ambos quimicos se pronosticaron finalmente como negativos (no cancerigenos)
en nuestro ensayo (Fig. 3 y tabla 1).

Cancerigenos genotoxicos

Ciclofosfamida monohidrato se pronostic6 como positivo para todos los experimentos, en cada oportunidad a 100
UM (26 pg/ml). Un experimento con CP se rechazé ya que solo 3 gusanos se cuantificaron a pesar de que el 66,7%
(100 uM) de ellos tuvo un numero de células madre mitéticas que excedio el valor limite (tabla 1).

4-Nitroquinolina 1-6xido dio como resultado una prediccion positiva en nuestro ensayo para 2/3 de los experimentos
en ya sea 0,25 (0,047 pg/ml) y 0,5 uM (0,095 pg/ml). En las concentraciones que se pronosticaron como positivas, el
porcentaje de gusanos que exhibié un niumero de células madre mitéticas = al valor limite variaba de 33,3 a 77,8
(tabla 1). En el segundo experimento que se pronostic6 como negativo, 2 concentraciones subsiguientes dieron
como resultado un porcentaje de gusanos que exhibian un nimero de células madre mitéticas = al valor limite pero
este porcentaje fue, sin embargo, no mayor que el 20% (tabla 1). Concentraciones de HP y 4NQO mayores dieron
como resultado > del 20% de letalidad de los gusanos y no se analizaron. En general, ambos compuestos se
pronosticaron finalmente como positivos para nuestro ensayo (Fig. 3 y tabla 1).

Cancerigenos no genotoxicos

Dietilestilbestrol se pronosticé como positivo para la totalidad de los 3 experimentos en concentraciones que
variaban de 0,3125 (0,04 pg/ml) a 0,625 uM (0,16 pg/ml). En el experimento uno, 0,3125 uyM dio como resultado el
100% de gusanos que exhibié un nimero de células madre mitdticas que excedia el valor limite. En 2/3 de los
experimentos, incluso dos concentraciones consecutivas dentro del rango se encontraron positivas (Fig. 3).

Para Ciclosporina A, todos los experimentos cumplieron con nuestros criterios de aceptacion dando como resultado
una prediccion positiva en nuestro ensayo. Concentraciones positivas variaron de 0,125 yM (0,14 pg/ml) a 0,5 yM
(0,56 pg/ml) con un porcentaje de células mitdticas = al valor limite que variaron de 36,4,5 al 70%. En general,
ambos compuestos se pronosticaron como positivos en nuestro ensayo (Fig. 3 y tabla 1).

TABLA 1

Modelo de predicciéon. Tabla que representa el nimero de gusanos que se analizan por concentracion (=N), la
proporcion de gusanos que tienen 30 o mas células madre mitéticas (A), las predicciones que resultan de todos los
experimentos para todos los compuestos que se evalian y la llamada de prediccion final. Cuando el 20% del
nuamero de células mitdticas en un experimento excede el valor limite de 30, se asigna un “+” para calificar ese
experimento. Un “+” por experimento se requirié para predecir el compuesto como positivo (=Pos) y un minimo de
2/3 de los experimentos con predicciones positivas dieron como resultado una llamada de prediccién positiva final
para ese compuesto (véanse criterios de evaluacion en Materiales y Métodos). Concentraciones que no se
analizaron debido a pérdida experimental durante el procedimiento de ensayo o se rechazaron debido a invalidez de
ensayo (por ejemplo N<3 para CP) se codificaron como no aplicables (NA). Dmann: D-Manitol; Sox: Sulfisoxazole;
Ngo: 4-Nitroquinolina 1-6xido; Cp: ciclofosfamida monohidrato; Des: dietilestilbestrol; CA: ciclosporina A.

Compuesto Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Prediccion
(M) general
No N %"  Pred N %"  Pred N %"  Pred
cancerigenos B B B
D-Manitol ©
0 6 0 - 10 0 - 8 0 -
1000 0 - 10 0 - 8 0 -
5000 0 - 6 0 - 8 0 -
Neg Neg Neg Neg

Sulfisoxazole ©
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(continuacién)

Compuesto Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Prediccion
(M) general
No N %”  Pred N %A Pred N %"  Pred
cancerigenos B B B
250 12 0 - NA NA NA 9 0 -
500 9 0 - 9 11,1 - 8 0 -
1000 0 - 10 0 - 9 0 -
Neg Neg Neg Neg
Cancerigenos
genotoéxicos
4-Nitroquinolina-
1-6xido ©
0 9 0 - 6 0 - 6 0 -
0,125 NA NA NA 6 16,7 - NA NA NA
0,25 33,3 + 8 12,5 - 8 37,5 +
0,5 9 77,8 + 7 0 - 11 36,4 +
Pos Neg Pos Pos
Ciclofosfamida
monohidrato ©
0 8 0 - 9 0 - 11 0 -
50 6 0 - 8 0 - 12 16,7 -
100 3D 66,7 NA 10 20 + 6 33,3 +
NA Pos Pos Pos
Cancerigenos
no genotodxicos
Dietilestilbestrol E
0 10 0 - NA NA NA 8 0 -
DMSO 8 0 - 6 0 - 8 0 -
0,3125 10 100 + 8 12,5 - 12 33,3 +
0,625 11 27,3 + 10 50 + 9 22,2 +
Pos Pos Pos Pos
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(continuacién)

Compuesto Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Prediccion
(M) general
Cancerigenos N %”  Pred N %A Pred N %"  Pred
no genotodxicos B B B

Ciclosporina A E

0 12 0 - 8 0 - 9 0 -

DMSO 12 0 - 6 0 - 6 0 -

0,125 NA NA NA 7 0 - 8 37,5 +

0,25 10 70 + 7 0 - 7 42,9 +

0,5 10 40 + 11 36,4 + 8 50 +
Pos Pos Pos Pos

A proporcién de gusanos que tienen 30 o mas células madre mitdticas
B + en caso del 20% o mas de gusanos que tienen 30 o mas células madre mitoticas

€ en Agua de Mar (SW)
P Menos de 5 gusanos se cuantificaron para esta concentracion, este experimento se excluyd.
E DMSO conc. 0,05%

Organismos de ensayo

Cepas asexuales de la planaria de agua dulce Schmidtea mediterranea (38, 45) se mantuvieron en medio de cultivo,
que consistié de agua, que fue en primer lugar desionizada y luego destilada, y a la cual se agregaron los siguientes
nutrientes: 1,6 mM de NaCl, 1,0 mM de CaCl2, 1,0 mM de MgS0O4, 0,1 mM de MgCI2, 0,1 mM de KCl y 1,2 mM
NaHCO3. Los animales se mantuvieron de manera continua en la oscuridad a una temperatura ambiente de 20 °C y
se alimentaron una vez a la semana con higado de ternera.

Disefio experimental

Los experimentos se llevaron a cabo con animales de regeneracion (cabezas y colas) para acelerar respuestas
iniciales a compuestos cancerigenos ya que este proceso de proliferacion celular masiva, migracién y diferenciacion
se asemeja mas al proceso de carcinogénesis y, posiblemente de manera diferente, afecta la dinamica de células
madre hacia exposiciones a cancerigenos genotoxicos y no genotoxicos (16, 32, 39).

En cada condicidon experimental, los animales se cortaron transversalmente de manera inmediata antes de la
exposicion a una concentracion de genotoxico, no genotdxico o no cancerigeno, medio (control) o medio con DMSO
(control de vehiculo). Las exposiciones se llevaron a cabo en placas de 6 pozos (4ml/pozo). Para excluir efectos
intrinsecos de DMSO en la proliferacion celular, la concentracién de vehiculo DMSO nunca excedié el 0,05% vy los
efectos de interaccién entre el compuesto de ensayo y DMSO se investigaron usando un ANOVA de dos vias (32).
La seleccion del compuesto se basd en investigaciones bibliograficas (13, 26-28) e incluyé los cancerigenos
genotoxicos metanosulfonato de metilo (MMS; Cas # 66-27-3; pureza del 99%) y 4 nitroquinolina-1-éxido (4NQO,
Cas # 56-57-5; pureza del 98%); los cancerigenos no genotoxicos, clorhidrato de metapirileno (MPH; 135-23-9;
estandar analitico), ciclosporina A (CsA; Cas # 59865-13-3; pureza 2 al 98.5%), clorhidrato de clorpromazina (CPZ;
Cas # 69-09-0; pureza = al 98%) y fenobarbital sédico (S-PB; Cas # 57-30-7) y el no cancerigeno D-manitol (Dmann,
Cas # 69-65-8), todos adquiridos de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Después de la comparacion de
exposiciones continuas versus intermitentes (toxicidad de dosis repetida: 2 dias de exposicion de compuesto, 3 dias
de recuperacion en medio de cultivo) y renovaciéon de medio Unica versus dos veces por semana, se encontré que
una exposicion continua con renovacién de medio dos veces por semana resulta la mas adecuada para obtener
respuestas celulares distintivas. Los animales se alimentaron una vez por semana con higado de ternera y se
dejaron de alimentar durante 1 semana antes de las mediciones de proliferacién de células madre. La proliferacion
de células madre se midi6 después de 1 dia de regeneracién (el minimo de regeneracion mitética), después de 3
dias (el maximo de regeneracion mitética), después de 1 semana (la etapa final de regeneracion), después de 2 y 6
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semanas (durante homeostasis), asi como también en la aparicion de fenotipos organicos (15,46,47). Los efectos
fenotipicos se monitorearon diariamente con un microscopio estéreo.

Actividad mitoética de células madre

Las células madre son las Unicas células de proliferacion en estos animales (48). Los cambios observados en la
proliferacién celular pueden relacionarse, de este modo, directamente con respuestas de células madre. La actividad
mitotica de las células madre se determind mediante inmunotincién con anticuerpo anti-p-histona H3 (Millipore), que
se llevo a cabo segun se describe anteriormente (32, 49). Después de la exposicion, los gusanos se trataron durante
5 minutos en hielo con solucién Holtfreter cinco-octavos (50) que contiene HCI al 2%(VWR) para remover la capa de
mucosa. Las muestras se fijaron en fijador de Carnoy (51) durante 2 horas (en hielo) y se enjuagaron en metanol al
100% (VWR) durante 1 hora y se decoloraron durante la noche a temperatura ambiente en H202 al 6% (VWR) (en
metanol al 100%). Posteriormente, los gusanos se rehidrataron a través de series graduadas de solucién salina
regulada con fosfato/metanol-triton (PBST) (comprimidos de PBS; VWR) (Triton X-100 pro analyse, VWR), se
lavaron (75%, 50%, 25%, 0%) durante 10 minutos cada una, donde después se bloquearon sitios de unién no
especificos en albumina de suero bovino (Sigma Aldrich) (PBST/BSA) (Triton X-100 al 0,1%, y 0.1g/ml de BSA)
durante 3 horas. Los animales se incubaron a 4 °C durante 44 horas con un anticuerpo primario (anti-fosfo-histona
H3 (Ser 10) conjugado a biotina, Millipore, numero de catalogo: 16-189) se diluyeron a 1:600 en PBST/BSA. Los
animales se enjuagaron de manera repetida durante 1 hora en PBST y se incubaron en PBST/BSA durante 7 horas.
Luego, los animales de incubaron con un anticuerpo secundario (de cabra anti-lgG de conejo conjugado a rodamina,
Millipore, nimero de catélogo: 12-510), se diluyeron a 1:500 en PBST/BSA durante 16 horas. Después, los animales
se enjuagaron de manera repetida durante 30 minutos en PBST y se montaron en glicerol. Los animales se
examinaron con microscopia de fluorescencia que se realizdé con un Nikon Eclipse 80i. El nimero total de neoblastos
mitéticos se normalizdé con respecto al tamafio corporal de los animales (cfr. area corporal). Antes de iniciar la
coloracion, se tomaron 3 fotos de cada animal al momento en el que el cuerpo se encontraba estirado por completo.
Para normalizacion, de estas 3 fotos, el tamafio promedio del cuerpo se calculé usando Image J (1.44p, National
Institutes of Health).

Seguimiento fenotipico

Un estudio in vivo permite la investigacion de la repuesta de todo el organismo a compuestos cancerigenos y, como
tal, hace posible vincular la proliferacién de células madre inducida por cancerigenos con el fenotipo del organismo.
Las condiciones se subdividieron de acuerdo con sus efectos fenotipicos en concentraciones que no originaron
efectos fenotipicos que pudieran observarse (categoria 1), efectos fenotipicos (categoria 2, que se describen en
examen de efecto fenotipico) y concentraciones que indujeron la muerte del organismo (categoria 3). Los
parametros fenotipicos que se monitorearon diariamente fueron regresion de tejido, lesién, ampollas, hinchazon,
pigmentacion, comportamiento, éxito regenerativo, tamafio corporal, excrecencia de tejido, postura plana y muerte
organica (35). La proliferacién de células madre se cuantificd en la aparicion de efectos sistémicos (concentraciones
de categoria 2).

Métodos estadisticos

Efectos del tiempo y exposiciones a cancerigenos (que incluyen concentraciones bajas y altas de cancerigenos) en
el nimero de células de division se analizaron usando un modelo de ANOVA que incluy6 tiempo, exposicion y la
interaccion entre ambas covariables (Fig. 4, Fig. 5). Los efectos de exposiciones a cancerigenos en el niumero de
células de division se analizaron estadisticamente usando un modelo de ANOVA que incluy6 exposicién (Fig. 6). Los
residuos a partir del modelo de ANOVA se inspeccionaron visualmente para asegurar que las suposiciones de
constancia de varianza y normalidad de errores se cumplieran. Si las suposiciones de normalidad no se cumplieron,
se aplicé una transformacion de la configuracion de datos (Log, raiz cuadrada, 1/x y ex). Todos los analisis
estadisticos se llevaron a cabo usando SAS version 9.2 (SAS institute, Cary, NC, USA). Un valor P de menos de
0,05 se considerd significativo. Los niveles significativos de nivel de 0,1 se informaron también para fortalecer los
patrones que se observaron. Un efecto de exposicion general se presenta siempre y cuando una exposicion a
cancerigenos tenga un efecto significativo diferente en el parametro medido en comparacion con una exposicion a
medio de cultivo.

Resultados

La proliferacion de células madre se monitoreé en puntos de tiempo significativos a nivel fisiolégico después de
exposicion a ambas concentraciones bajas y altas de cancerigenos genotdxicos, no genotdxico y no cancerigenos
(Fig. 4). En general, las respuestas de proliferacion celular a continuaciéon de las exposiciones a MMS y CsA se
distinguieron significativamente unas con respecto a las otras (p<0.01). Las diferencias mas grandes entre
cancerigenos genotéxicos y no genotéxicos se detectaron antes de la plena realizacion de homeostasis (hasta
exposicion de 2 semanas), con cambios notables en respuestas proliferativas entre 1 y 3 dias, a saber, una
reduccion significativa para cancerigenos genotéxicos (P<0,01) en comparacion con un aumento significativo para
cancerigenos no genotoxicos (p<0,01). Una adicién del no cancerigeno Dmann en el andlisis estadistico revelo
diferencias significativas de respuestas de proliferacion celular a través del tiempo entre exposiciones a Dmann y
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MMS (p<0,01), pero no con exposiciones a CsA. La concentracion (alta versus baja) de compuestos cancerigenos
afectd la mitosis de manera significativa (p<0,01), mientras que el no cancerigeno Dmann no tuvo efectos
significativos en respuestas de proliferacion en los tiempos de exposicion diferentes y concentraciones que se
midieron. Para evaluar si las diferencias que se observaron de la proliferacion celular después de 1 y 3 dias de
exposicion son respuestas de compuesto no especifico, y como tales pueden generalizarse a cancerigenos
genotdxicos y no genotoxicos, expusimos los organismos a otro cancerigeno genotoxico (4NQO) y no genotoxico (S-
PB) (Fig. 5). Al hacer foco en 1 y 3 dias de exposicion, intentamos aumentar la potencia diferencial entre
proliferacion de células madre inducida por cancerigenos genotdxicos, no genotdxicos y no cancerigenos. La
proliferacion se diferencio significativamente entre 1 y 3 dias de exposicidn para los cancerigenos genotéxicos MMS
(p<0,01) y 4NQO (p<0,01) y para los cancerigenos no genotoxicos CsA (p<0,05) y S-PB (p<0,1). No se observaron
diferencias significativas entre exposiciones a Dmann de 1 y 3 dias. Un resultado sorprendente en funcién del
ensayo consisti6 en una inhibicion mas fuerte de la proliferacién celular después de exposicion de 3 dias a
cancerigenos genotéxicos en contraste con una induccion mas fuerte de proliferacion celular después de exposicion
de 3 dias a cancerigenos no genotéxicos, ambas en comparacion con respuestas de proliferacion después de
exposiciones de 1 dia. Otro resultado valioso consistié en la reduccion significativa de la proliferacion celular para
concentraciones en aumento de cancerigenos genotoxicos después de exposicion de 3 dias (p<0,01) en
comparacién con aumentos o reducciones no significativos de la proliferacién celular para concentraciones en
aumento de cancerigenos no genotoxicos.

Efectos fenotipicos y respuestas de células madre asociadas.

Para distinguir de manera adicional entre exposiciones a cancerigenos y no cancerigenos y entre cancerigenos
genotdxicos y no genotoxicos, estudiamos efectos fenotipicos como un factor de diferenciacién. Las concentraciones
de exposicidon se subdividieron en categorias, en las que la categoria 1 consisti6 de concentraciones que no
indujeron efectos fenotipicos, la categoria 2 consistid en concentraciones que indujeron efectos fenotipicos y la
categoria 3 fueron concentraciones letales (tabla 2).

Tabla 2: Clasificacion de concentraciones de cancerigenos genotdxicos y no genotoxicos de acuerdo con
fenotipos que se observan. Concentraciones de cancerigenos genotoxicos (MMS, 4NQO) y no genotoxicos (S-
PB, CPZ, MPH) se clasificaron en 3 categorias de acuerdo con los efectos fenotipicos que inducen: Categoria 1:
ausencia de efectos en el fenotipo; Categoria 2: efectos fenotipicos; Categoria 3: mortalidad. Para
concentraciones de categoria 2 en cursiva, las respuestas de proliferacion celular se presentan en el articulo. Los
tiempos de exposicion fueron de 3 dias (MMS), 1 semana (4NQO) y 2 semanas (S-PB, CPZ, MPH).

MMS metanosulfonato de metilo, 4NQO 4-nitroquinolina 1-6xido, S-PB fenobarbital sédico, CPZ clorhidrato de
clorpromazina, MPH clorhidrato de metapirileno.

Toxicidad

Cancerigenos Cat. 1 Cat. 2 Cat. 3
Genotoéxicos MMS 25-50-100-200 uM | 400-500 uM 1mmMm 10
4NQO 0,1-0,5 pM 2uM 5uM
No genotoéxicos S-PB 1 mM 2mM 4 mM
CPz 250-500 nM 750-1000 nM 2 uM
MPH 10 uM 150-250 yM 500 uM

En contraste con exposiciones a cancerigenos, no se indujeron efectos fenotipicos mediante exposiciones a no
cancerigenos (Dmann). Concentraciones de categoria 2 de cancerigenos genotéxicos indujeron efectos fenotipicos
tales como manchas de pigmentacion aberrante, regresion de tejido severa, fallas de regeneracién y
comportamiento aberrante (tabla 3).

Tabla 3. Numero de animales con efectos fenotipicos especificos después de exposicion a concentraciones de

categoria 2 de cancerigenos genotoxicos y no ienotéxicos ivéase Tabla 2i.

Fenotipos MMS 4NQO S-PB CPz MPH

Regresion de tejido 3/14 2/4 / / /
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icontinuaciéni

MMS 4NQO S-PB CPz MPH
Pigmentacion 114 2/4 / / /
Comportamiento 14/14 3/4 2/2 4/4 8/8
Exito regenerativo 14/14 4/4 / / /
Tamafio corporal 10/14 / / 2/2 8/8

Una exposicion a concentraciones de categoria 2 de cancerigenos no genotoxicos provoco respuestas fisiolégicas
que parecian tener inicialmente un impacto menor en la viabilidad del organismo en comparacién con fenotipos
inducidos por cancerigenos genotoxicos, por ejemplo, cambios de tamafio corporal o longitud o un comportamiento
aberrante. De manera interesante, una cuantificacion de proliferaciéon celular en la aparicion de efectos fenotipicos
diferencié ademas exposiciones a cancerigenos genotoxicos y no genotoxicos: efectos fenotipicos inducidos por
cancerigenos genotoxicos (concentraciones de categoria 2) se asociaron con una caida significativa de la
proliferaciéon de células madre en comparacion con animales no expuestos, mientras que no se observaron cambios
de proliferacion en la manifestacion de fenotipos inducidos por cancerigenos no genotéxicos (Fig. 6).
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REIVINDICACIONES
1. Un método in vivo para predecir si un compuesto es un cancerigeno no genotoxico que comprende:
— exponer dicho compuesto a platelmintos durante un periodo de tiempo,

— contar el numero de células madre pluripotentes adultas en dichos platelmintos después de exposicion a dicho
compuesto, y

— comparar el ultimo nimero con un valor limite de referencia,

en el que dicho compuesto resulta un cancerigeno no genotéxico cuando dicho numero de células madre
pluripotentes adultas resulta mayor que dicho valor limite.

2. Un método in vivo de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que dicho periodo de tiempo es de 2 semanas.

3. Un método in vivo para predecir si un compuesto es un cancerigeno no genotdxico y/o para distinguir un
cancerigeno no genotéxico a partir de un cancerigeno genotoxico que comprende:

— exponer dicho compuesto o dicho cancerigeno no genotdxico y cancerigeno genotoxico durante un periodo de
tiempo a concentraciones que activan efectos fenotipicos a platelmintos de regeneracion,

— contar el numero de células madre pluripotentes adultas en dichos platelmintos de regeneraciéon después de
exposicion, y

— comparar el ultimo numero con el nimero que se obtiene mediante una exposicion similar a un compuesto no
cancerigeno, de control,

en el que un compuesto resulta un compuesto cancerigeno no genotéxico cuando el niumero de células madre
adultas al momento de aparicidon de efectos sistémicos resulta similar al nimero de células madre adultas cuando se
usa dicho compuesto no cancerigeno, de control, y

en el que un compuesto resulta un compuesto cancerigeno genotéxico cuando el nimero de células madre adultas
al momento de aparicion de efectos sistémicos resulta significativamente menor con respecto al nimero de células
madre adultas cuando se usa dicho compuesto no cancerigeno, de control.

4. Un método in vivo de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicho periodo de tiempo que activa efectos
fenotipicos para platelmintos de regeneracion es de entre 3 y 19 dias.

5. Un método in vivo de acuerdo con las reivindicaciones 3-4, en el que dichos efectos fenotipicos son manchas de
pigmentacién aberrantes, regresion de tejido, lesiones, ampollas, hinchazén, cambios de comportamiento,
dificultades de regeneracion, tamafio corporal anormal, excrecencia de tejido y postura plana.

6. Un método in vivo para predecir si un compuesto es un cancerigeno no genotdxico y/o para distinguir un
cancerigeno no genotéxico a partir de un cancerigeno genotoxico que comprende:

— exponer dicho compuesto o dicho cancerigeno no genotdxico y cancerigeno genotoxico durante al menos 3 dias
a platelmintos de regeneracion,

— contar el numero de células madre pluripotentes adultas en dichos platelmintos de regeneraciéon después de
dicha exposicion, y

— comparar el ultimo numero con el numero que se obtiene mediante una exposicion similar a un compuesto no
cancerigeno, de control,

en el que un compuesto resulta un compuesto cancerigeno no genotoxico cuando existe aumento que depende de
la concentraciéon del nimero de células madre pluripotentes adultas en el dia 3 posterior a la exposicion, en el que
un compuesto resulta un compuesto cancerigeno genotoxico cuando existe reduccidon que depende de la
concentracion del numero de células madre pluripotentes adultas en el dia 3 posterior a la exposicion, y, en el que
un compuesto resulta no cancerigeno cuando no existe respuesta que depende de la concentraciéon del nimero de
células madre pluripotentes adultas en el dia 3 posterior a la exposicion.

7. Un método in vivo de acuerdo con las reivindicaciones 1-6, en el que dicho platelminto es Macrostomum lignano o
Schmidtea mediterranea.
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8. Un método in vivo de acuerdo con las reivindicaciones 1-7, en el que dicho nimero de células madre se cuantifica
mediante un inmunoensayo con histona H3 fosforilada.

9. Un método in vivo de acuerdo con las reivindicaciones 3-8, en el que dicha comparacién del ultimo numero

consiste en la comparacion con respecto al niumero que se obtiene a partir de un platelminto de regeneracién no
expuesto o expuesto de manera simulada.
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