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1. RESUMEN 
 

La dermatitis de contacto alérgica es una reacción de hipersensibilidad, modulada por el 

sistema inmune, que ocurre en individuos susceptibles luego de que una sustancia 

alergénica xenobiótica entra en contacto con la piel, donde ocurre una primera fase de 

sensibilización cutánea. Estas sustancias xenobióticas generalmente son químicos 

orgánicos de bajo peso molecular (haptenos) o iones metálicos que penetran en la piel. El 

proceso de inducción de sensibilización dérmica incluye cuatro eventos clave: la unión de 

haptenos a proteínas endógenas de la piel; la inducción de la expresión de genes asociados 

a diferentes vías de señalización intracelular en queratinocitos; la activación de células 

dendríticas (CDs) y finalmente, la proliferación de células T antígeno-específicas. 

Contar con la información sobre el potencial de sensibilización de nuevas sustancias o 

formulaciones es esencial para la protección de la salud y el medioambiente y un requisito 

imprescindible para su comercialización. 

Tradicionalmente, la evaluación de la sensibilización dérmica involucró el uso de animales 

de experimentación. En respuesta a la tendencia mundial existente hacia el reemplazo de 

ensayos realizados en animales de experimentación por metodologías alternativas y a 

medida que se genera conocimiento sobre los procesos celulares y moleculares que 

conducen a una determinada respuesta celular por exposición a compuestos químicos, 

surge el desarrollo de metodologías in vitro e in chemico para poner a prueba diferentes 

etapas de la respuesta biológica en cuestión.  

En particular, en este trabajo se buscó comenzar con la implementación de un ensayo in 

vitro que evalúa el tercer evento clave de la sensibilización dérmica y que se denomina 

ensayo de Activación de Línea Celular humana (hCLAT). Este ensayo emplea la línea celular 

THP-1 para estudiar el efecto de concentraciones subtóxicas de una sustancia en la 
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expresión de las moléculas coestimulatorias CD86 y CD54. En esta tesis se evaluó la 

citotoxicidad sobre la línea celular THP-1 de cinco de las diez sustancias de competencia 

que una guía validada internacionalmente recomienda para la implementación de este 

ensayo y se analizaron los cambios en los niveles de expresión de las moléculas de 

superficie CD54 y CD86 tras la exposición de estas células a dos de estas sustancias, el 2,4-

dinitroclorobenzeno y el ácido láctico, recomendados como control positivo y negativo de 

sensibilización dérmica por la guía. 

Para asegurar la calidad de la línea celular empleada, previo a la puesta a punto del ensayo 

in vitro, se realizó una curva de crecimiento, se estimó el tiempo de generación de la línea 

celular THP-1, se registraron los cambios en las concentraciones de glucosa y lactato a 

medida que transcurrió el tiempo en un cultivo discontinuo y se estimó la tasa de 

incorporación de glucosa por parte de estas células. 

Adicionalmente, se buscó implementar un ensayo basado en PCR para la verificación de la 

especie de origen de líneas celulares, el cual puede ser utilizado para la detección de 

contaminación cruzada con líneas celulares de diferentes especies. Se logró poner a punto 

las condiciones óptimas de las distintas PCRs y se comenzó a trabajar en el análisis de la 

especificidad de especie y sensibilidad de detección de las mismas. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 

2.1. Generalidades de la dermatitis de contacto 

La dermatitis de contacto es una afección cutánea de carácter inflamatorio y mediada por 

células T que se caracteriza por la presencia de lesiones eritematosas y pruriginosas 

producidas después del contacto con un alérgeno (Peiser et al., 2012). Esta condición puede 

ser categorizada como irritante o alérgica. La dermatitis de contacto irritante (DCI) hace 

referencia a la irritación de la piel después del contacto con una sustancia, generalmente de 

manera inmediata. La dermatitis de contacto alérgica (DCA), sin embargo, es una reacción 

de hipersensibilidad, modulada por el sistema inmune, que ocurre luego de que una 

sustancia alergénica xenobiótica entra en contacto con la piel, donde ocurre una primera 

fase de sensibilización cutánea y los cambios en este órgano son visualizados tras una 

reexposición a la misma sustancia, durante la fase de la DCA conocida como establecimiento 

de la reacción inmunológica. La DCA suele ocurrir en individuos genéticamente susceptibles 

que previamente hayan sido sensibilizados con determinado alérgeno, en contraposición a 

la DCI, que puede ocurrir en cualquier persona si la concentración del químico irritante y la 

duración de la exposición son suficientes para causar daño directo en queratinocitos (Mark 

y Slavin, 2006). 

En cuanto a las sustancias sensibilizadoras cutáneas, que se definen como tal si generan 

una respuesta alérgica tras su contacto con la piel (United Nations, 2015), generalmente son 

químicos orgánicos de bajo peso molecular (haptenos) o iones metálicos que penetran en la 

piel. La penetración de estos químicos alergénicos a través de la barrera cutánea se ve 

facilitada por defectos genéticos como mutaciones en la proteína filagrina (FLG), que agrega 

filamentos de queratina y es importante en la formación del estrato córneo de la epidermis. 
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Estas mutaciones incrementan de manera sustancial la susceptibilidad de los individuos a la 

DCA, como ha sido demostrado para el caso del níquel (Ni2+) (Novak et al., 2008).  

 

2.2. Eventos clave del proceso de sensibilización dérmica 
 

El proceso de inducción de sensibilización de la piel con el consecuente desarrollo de la 

dermatitis de contacto alérgica incluye cuatro eventos clave: la unión de haptenos a 

proteínas endógenas de la piel (Figura 1.1); la inducción de la expresión de genes asociados 

a diferentes vías de señalización intracelular en queratinocitos (Figura 1.2); la activación de 

células dendríticas (CDs) (Figura 1.3) y finalmente, la proliferación de células T antígeno-

específicas (Figura 1.4). 

 

Figura 1. Fases del proceso de inducción de sensibilización dérmica. Imagen modificada de Saito et al., 2016. 

1 

2 

3 

4 
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2.2.1.  Unión de haptenos a proteínas endógenas de la piel 

Una vez en la epidermis viable o en la dermis, los compuestos alergénicos orgánicos 

electrofílicos reaccionan con centros nucleofílicos en las proteínas extracelulares y celulares 

de la piel, uniéndose de manera covalente a las mismas. Para el caso de iones metálicos, la 

unión a proteínas de la piel ocurre a través de la formación de complejos que involucran 

enlaces de coordinación. Sin embargo, no todos los haptenos alergénicos que logran 

penetrar en la piel tienen estas características reactivas, algunos deben ser activados 

metabólicamente (pro-haptenos). Se ha descrito que son usados sistemas de transporte de 

las células de la piel, como los queratinocitos, para la captación de estos haptenos y para la 

liberación de los mismos luego de su activación, la cual es estimulada por el propio alérgeno 

(Heise et al., 2010; Skazik et al., 2011).  

 

Esta unión covalente de los alérgenos de contacto a las proteínas de la piel imita 

modificaciones postraduccionales convencionales o las previene, alterando la función y/o 

localización de estas proteínas. Además, esta unión genera la exposición de epítopes 

crípticos en las proteínas de la piel. Esto último ha sido discutido como un mecanismo para 

la generación de autoantígenos contra los cuales no se ha generado tolerancia (Peiser et 

al., 2012; Doyle y Mamula, 2012). 

 

2.2.2. Inducción de la expresión de genes asociados a diferentes vías de señalización 

intracelular en queratinocitos 

Existen mecanismos que permiten neutralizar el estrés celular provocado por compuestos 

oxidantes y electrofílicos (Kensler et al., 2007). Uno de estos mecanismos es la inducción de 

genes regulados mediante el elemento de respuesta antioxidante (ARE) (Nguyen et al., 

2003). Se ha reportado que la gran mayoría de los sensibilizadores de contacto inducen la 
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expresión de genes regulados vía ARE (Natsch y Emter, 2008). Esta respuesta consta de 

tres componentes esenciales: a) el elemento ARE, una secuencia regulatoria presente en 

una única o en múltiples copias corriente arriba de los genes que regula; b) el Factor Nuclear 

Eritroide-2/Relacionado-2 (Nrf2), principal factor de transcripción que heterodimeriza con 

miembros de la familia de factores de transcripción Maf. Este complejo Nrf2/Maf se une al 

elemento ARE y recluta la maquinaria de trascripción necesaria para la expresión de los 

genes regulados por ARE, y c) la proteína 1 de asociación a Kelch (Keap1), un represor 

proteico citosólico que se une a Nrf2, reteniéndolo en el citoplasma y promoviendo su 

ubiquitinación y degradación vía proteosoma. La proteína Keap1 posee varios residuos de 

cisteína con los cuales los sensibilizadores de contacto electrofílicos pueden reaccionar, 

resultando en la modificación covalente de Keap 1. Esto desencadena la disociación de Nrf2 

de Keap1 y, por lo tanto, la expresión de los genes regulados por ARE (Nguyen et al., 2003; 

Motohashi, et al., 2002; Itoh et al., 1999). Algunos de los genes regulados por ARE en 

queratinocitos son: el gen de la interleuquina 8 (IL-8), el gen de la NADPH deshidrogenasa, 

entre otros. La inducción de la vía Nrf2 por sensibilizadores de contacto no ocurre solamente 

en queratinocitos, sino que se reproduce en diferentes tipos celulares, incluyendo CDs 

(Gęgotek y Skrzydlewsk, 2015; Nastch, 2009). 

 

2.2.3. Activación de células dendríticas 

Luego de la penetración de estas moléculas xenobióticas en la piel, ocurre la activación del 

sistema inmune innato, lo que conlleva a la inflamación de la piel (denominada 

xenoinflamación cuando es desencadenada por este tipo de moléculas). Estudios en el 

modelo de hipersensibilidad de contacto (HSC) (modelo murino de DCA), han demostrado 

la capacidad de estos compuestos xenobióticos de causar inflamación debido a su actividad 

auto-adyuvante en ausencia de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) 
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(inflamación estéril) (Martin et al., 2008). Descubrimientos recientes mostraron la capacidad 

de algunos de estos químicos alergénicos de activar receptores de reconocimiento de patrón 

(PRRs), imitando los mecanismos de activación del sistema inmune innato que son 

desencadenados por la entrada de microorganismos patógenos a través de rupturas en las 

barreras físicas del organismo.  

La señalización a través de PRRs (tanto a través de TLRs como de NLRs) en células de 

Langerhans (CDs de la piel) genera un incremento en la expresión de moléculas de 

superficie co-estimulatorias como CD80, CD86, CD54 y un aumento transitorio en la 

actividad fagocítica de estas células. Además, como resultado de esta señalización por 

PRRs en células CDs, se da la expresión y secreción de citoquinas pro-inflamatorias que 

son necesarias para que ocurra el fenómeno de xenoinflamación. Sumado a esto, la 

expresión del receptor de quimioquinas CCR7 es positivamente regulada en respuesta a 

esta señalización, lo que contribuye a la migración por quimiotaxis de las CDs activadas al 

ganglio drenante. (Murphy, 2014). 

Uno de los descubrimientos recientes más importantes ha sido la identificación del níquel 

(Ni2+), el alérgeno de contacto de mayor relevancia en humanos, como un activador directo 

del receptor Toll-Like Receptor 4 (TLR4) humano (Schmidt et al., 2010). En el caso del Ni2+, 

tres residuos de histidina del TLR4 humano median la respuesta al mismo. El TLR4 forma 

un homodímero en presencia de lipopolisacárido (LPS) (ligando del TLR4), en el cual se 

forma un clúster de seis residuos de histidinas, correspondientes a los mencionados 

anteriormente. El cross-linking mediado por níquel de los monómeros del receptor a través 

de las cadenas laterales de estos residuos de histidina genera la formación de un 

homodímero de TLR4 humano estructuralmente similar al dímero inducido por LPS. La 

dimerización del TLR4 desencadena cascadas de señalización intracelular que conllevan a 

la activación del factor de transcripción NF-kB, induciendo la expresión de proteínas pro-
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inflamatorias, como la pro-interleuquina 18 (IL-18) y la pro-interleuquina 1 beta (pro IL-1β) 

(Schmidt et al., 2010). En ratones, sin embargo, estos tres residuos de histidina no están 

presentes en el TLR4. Esto explicaría por qué el Ni2+ no conlleva al desarrollo de HSC en 

ratones (Martin et al., 2011; Schmidt et al., 2010). 

 

Para el caso de los alérgenos orgánicos, se ha descrito que no activan completamente CDs 

humanas o murinas in vitro. La exposición in vitro de CDs a sensibilizadores de contacto 

como el 2,4,6-trinitroclorobenceno (TNCB) no provoca la producción de citoquinas pro-

inflamatorias dependientes de la activación de NF-kB pero sí lleva a la regulación positiva 

de la expresión de moléculas co-estimulatorias como CD86, CD80 y CD54, entre otras 

(Martin et al., 2008). Esto podría estar poniendo en evidencia la relevancia de las señales de 

peligro que sólo son provistas en el microambiente tisular para la inducción de la respuesta 

alérgica (Powell y Horton, 2005; Scheibner et al., 2006; Lutz y Schuler, 2002). Lo que 

muestra que, en la evaluación de una sustancia, la utilización de más de un método in vitro 

que sean complementarios permite obtener mayor asertividad en la determinación de una 

sustancia como sensibilizadora o no sensibilizadora dérmica.  

Los alérgenos de contacto orgánicos disparan mecanismos de estrés oxidativo y 

mecanismos de respuesta antioxidante (Matsue et al., 2003; Kim et al., 2008; Natsch y 

Emter, 2008). Un estudio reveló que el alérgeno orgánico 2,4,6-trinitroclorobenceno (TNCB) 

provoca la producción mitocondrial de especies reactivas del oxígeno (ROS), la 

despolimerización oxidativa del ácido hialurónico de la matriz extracelular (MEC) inducida 

por ROS y la degradación de esta macromolécula de alto peso molecular en fragmentos 

pequeños a través de la acción de la enzima hialuronidasa en piel humana y murina. 

Adicionalmente, se detectó una regulación positiva en la actividad de la hialuronidasa por 

parte de sensibilizadores de contacto orgánicos (Esser et al., 2012). De esta forma, aparecen 
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en el microambiente del tejido cutáneo patrones moleculares asociados al daño (DAMPs), 

los cuales constituyen activadores endógenos de los receptores TLR4 y TLR2 en la piel y 

son fundamentales en el proceso de xenoinflamación que es requerido para la fase de 

sensibilización de la DAC (Esser et al., 2012; Ågren et al., 1997). Además, los alérgenos de 

contacto pueden provocar la liberación de ATP mediante procesos activos o fugas pasivas 

desde queratinocitos y células dendríticas. El incremento de la concentración extracelular de 

nucleótidos como el ATP liberados por células dañadas bajo condiciones de estrés también 

constituye una señal de peligro endógena (DAMP). Esta liberación de ATP en la piel 

provocada por los alérgenos de contacto, permite la activación del NLRP3 inflamasoma. La 

activación del mismo es dependiente de la señalización por NLRs (Nod-Like Receptors) y de 

la apertura del receptor purinérgico P2X7R, el cual es un canal iónico modulado por ligando 

(ATP) (Watanabe et al., 2007; Sutterwala et al., 2006). El flujo de salida de K+ de las células 

mediado por ATP, que se desencadena por la apertura de este canal, es crítico para la 

activación del NLRP3 inflamasoma (Ferrari et al., 1997). El NLRP3 inflamasoma es un 

complejo macromolecular citosólico que activa la enzima caspasa-1, responsable del 

procesamiento postraduccional de la pro-IL-1β y pro-IL-18, producidas por queratinocitos y 

CDs en respuesta a estímulos derivados de la señalización por TLRs. (Ferrari et al., 2006; 

Di Virgilio, 2007; Martinon et al., 2009; Surprenant y North, 2009). El procesamiento 

postraduccional de estas moléculas proinflamatorias mediado por la enzima caspasa-1 

permite la secreción de IL-1β e IL-18, las cuales juegan un rol crucial en la xenoinflamación, 

y, por lo tanto, en la fase de sensibilización de la HSC y DAC en humanos (Shornick, 1996; 

Antonopoulos et al., 2001). 
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2.2.4. Proliferación de células T antígeno-específicas 

En la zona T del ganglio drenante y en el endotelio del vaso linfático aferente se expresan, 

de manera constitutiva, las moléculas quimioatrayentes (quimioquinas) CCL19 y CCL21. Las 

células de Langerhans que han fagocitado y procesado el complejo alérgeno-proteína, 

exponen el antígeno T resultante del procesamiento en los complejos de histocompatibilidad 

de clase I y II (MHC I y MHC II). Sumado a esto, estas células migran al ganglio por 

quimiotaxis, mediante la expresión del receptor de quimioquinas CCR7, y como resultado de 

la presión local debida a la xenoinflamación que impulsa la migración de células innatas y 

moléculas al ganglio (Murphy, 2014).  

 

Una vez en la zona T del ganglio, ocurre la presentación de antígeno a las células T vírgenes 

mediada por las CDs activadas. La primera señal para la activación de las células T es la 

interacción específica de receptores de linfocitos T (T cell receptor - TCRs) y el complejo 

MHC-péptido expuesto sobre la superficie de la CD, en un contexto co-estimulatorio. En 

particular, la interacción de las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 sobre la superficie 

de la CD activada con el ligando CD28 en la superficie del linfocito T constituye la segunda 

señal de activación. La interacción de CD54 (molécula de adhesión sobre la superficie de 

las CDs) con su ligando Antígeno Asociado a la Función Leucocitaria-1 (LFA - Leukocyte 

Functional Antigen-1) es vital para la correcta formación de la sinapsis inmunológica y LFA-

1 cumple un rol mecanosensor tras la unión de CD54 al mismo, cambiando su conformación 

y desencadenando cascadas de señalización intracelular que también están relacionadas a 

la activación del linfocito T (Comrie et al., 2015). Consecuentemente, los linfocitos T que 

forman parte de la presentación, secretan interleuquina 2 (IL-2) y regulan positivamente la 

expresión de la cadena beta del receptor de IL-2, volviéndolo funcional. Esta señal estimula 

la proliferación clonal de células T con TCRs específicos para el antígeno T presentado por 
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las CDs. La reexposición al alérgeno genera la activación y el reclutamiento de nuevas 

células T vírgenes, así como también la activación y el reclutamiento de células T de 

memoria hacia el sitio de exposición, mediante la expresión de receptores específicos de 

tejido (homing), desencadenado las reacciones típicas visualizadas en la respuesta de HSC 

en ratón y DCA en humano, como lo es la apoptosis de queratinocitos (Mark y Slavin, 2006). 

 

2.3. Métodos para la evaluación de la Sensibilización Dérmica 

Las enfermedades que afectan a la piel, aunque estadísticamente no representan una de las 

primeras causas de mortalidad en el mundo, ocupan un lugar importante en cuanto al número 

de personas que se ven afectadas y la alteración en la calidad de vida que suponen. En 

España representan aproximadamente el 6% de las enfermedades profesionales declaradas 

(Alejandro et al., 2014) que conllevan una menor calidad de vida a los que las padecen, y 

necesitan del tratamiento médico adecuado.  

El descubrimiento de nuevos materiales y su posterior utilización, han provocado una 

alteración en la salud de la piel de las personas. En la actualidad, se han identificado más 

de 4000 productos como sensibilizantes dérmicos y se ha calculado que en Europa la tasa 

de prevalencia de la enfermedad está comprendida entre 7,2 y 18,6% con una incidencia 

cada vez más en aumento debido a las repetidas exposiciones a sensibilizantes (Mortz et 

al., 2001).  Por lo tanto, contar con la información sobre el potencial de sensibilización de las 

sustancias representa un requisito esencial en la protección de la salud y el medioambiente 

y un requisito imprescindible para su comercialización.  

En este sentido, las guías de la OECD (Organización para la Cooperación y el Desarrollo 

Económico) para ensayos con productos químicos, por ejemplo, son una herramienta para 
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la evaluación de los efectos potenciales de los productos químicos en la salud humana, 

animal y el medio ambiente (OECD, 2018b). 

 

2.3.1. Métodos in vivo 
 

Tradicionalmente, la evaluación de la sensibilización dérmica a través de guías OECD 

involucró el uso de animales de experimentación. En particular, ha sido evaluada a través 

de dos ensayos clásicos in vivo: el ensayo de ganglio linfático local (Local Lymph Node Assay 

- LLNA) (TG 429) y sus dos modificaciones no radiactivas, LLNA:DA (TG 442A) y LLNA 

BrdR-ELISA (TG 442B) que involucran el uso de ratones y cuantifican la proliferación de 

células T en nódulos linfáticos auriculares tras la exposición a un compuesto (OECD, 2010) 

y la prueba de maximización en cobayos (Guinea Pig Maximisation Test - GPMT), la cual 

evalúa cualitativamente la reacción dérmica tras analizar la aparición de un aro rojo en la piel 

luego del contacto con una sustancia (TG 406) (OECD, 1992).  

 

2.3.2.  Métodos in chemico e in vitro 
 

Uno de estos métodos para la evaluación de la sensibilización dérmica a través de guías 

OECD, pone en evidencia el primer paso de este proceso, es decir, la formación de 

complejos hapteno-proteína in chemico evaluada mediante HPLC (High Performance Liquid 

Chromatography). Este método se denomina “Direct Peptide Reactivity Assay” (DPRA) 

(OECD, 2015a). 

Otro de estos ensayos constituye un método in vitro que se focaliza en el segundo evento 

clave en el proceso de sensibilización dérmica, el cual tiene lugar en los queratinocitos e 

incluye tanto respuestas inflamatorias como cambios en la expresión génica asociados a 
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vías de señalización celular específicas como las vías dependientes del elemento de 

respuesta antioxidante/electrofílica (ARE) (OECD, 2015b). En este ensayo, denominado 

Ensayo de Sensibilización Dérmica - KeratinoSens, es empleada la línea celular de 

queratinocitos humanos HaCaT (Boukamp et al., 1988) conteniendo una construcción 

reportera con una única copia del elemento ARE del gen AKR1C2 (Aldo/Ceto Reductasa, 

Familia 1, Miembro C2) humano corriente arriba del gen de la luciferasa (Emter et al., 2010).  

Por último, una tercera aproximación in vitro denominada “Ensayo de activación de línea 

celular humana” (Human Cell Line Activation Test - hCLAT) pone en evidencia la activación 

de células inmunes innatas tras la exposición a sustancias sensibilizadoras, a través de la 

evaluación de los cambios en los niveles de expresión de marcadores de superficie 

específicos (OECD, 2018a). Para ello, es utilizada la línea celular monocítica humana THP-

1, derivada de un paciente con leucemia monocítica aguda. Se ha descrito que las células 

THP-1 poseen el potencial de responder a sensibilizadores aumentando los niveles de 

expresión de moléculas de superficie como CD86 y CD54 (Ashikaga et al., 2002; Yoshida et 

al., 2003). A su vez, poseen una ventaja frente al uso de CDs primarias para la evaluación 

del proceso de sensibilización cutánea por el hecho de ser una línea celular establecida y 

validada. Existe gran dificultad en el aislamiento de células de Langerhans debido a la 

carencia de piel humana disponible para este procedimiento. Sumado a esto, la gran 

variabilidad genética entre donantes, el bajo número de células viables obtenidas y el alto 

costo involucrado en la obtención de las CDs han limitado el uso de éstas en comparación 

con líneas celulares establecidas en aproximaciones experimentales alternativas al uso de 

animales de laboratorio (Moulon et al., 1993; Krasteva et al., 1996). 

Sin embargo, dado que la activación de células de Langerhans representa sólo un evento 

clave de la respuesta adversa de sensibilización cutánea, la información generada con el 

método h-CLAT no es suficiente por sí sola para realizar conclusiones acerca del potencial 
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de un compuesto evaluado de ser o no sensibilizador cutáneo. Tampoco lo es la información 

otorgada de manera individual por cualquiera de los otros dos ensayos. Por lo tanto, debe 

tenerse en cuenta un enfoque integrativo que involucre resultados obtenidos a partir de estas 

tres aproximaciones experimentales alternativas al uso de animales de experimentación en 

conjunto, así como también debe considerarse el uso de la información preexistente sobre 

análogos químicos al compuesto a analizar para la designación de un compuesto como 

sensibilizador o no sensibilizador cutáneo (Lilienblum et al., 2008). 

Los tres ensayos mencionados anteriormente, han sido evaluados en un Laboratorio de 

Referencia para Alternativas a la Experimentación Animal de la Unión Europea (European 

Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing - EURL ECVAM) mediante un 

estudio de validación y subsecuentes revisiones independientes por pares del Comité Asesor 

Científico (Scientific Advisory Committee - ESAC) de la EURL ECVAM, siendo considerados 

válidos a nivel internacional para su uso como parte del enfoque integrativo para la 

discriminación entre sensibilizadores y no sensibilizadores dérmicos. (EC EURL-ECVAM, 

2013 A; EC EURL ECVAM, 2012 A; OECD, 2005; EC EURL-ECVAM, 2014; EC EURL-

ECVAM, 2013 B; EC EURL-ECVAM, 2015; EC EURL ECVAM, 2012 B). La Tabla 1 muestra 

que, la precisión y el valor predictivo de los resultados obtenidos al emplear estos tres 

ensayos in chemico e in vitro en conjunto es mayor que la precisión y el valor predictivo de 

los resultados obtenidos mediante la utilización del LLNA (Clouet et al., 2017). 
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Tabla 1. Resultados de las estadísticas de Cooper para los ensayos in chemico e in vitro individuales y 

para combinaciones de ellos en comparación con datos humanos. Datos extraídos de Clouet y 

colaboradores, 2017. 

 

En cuanto a las limitaciones del Ensayo de Activación de Línea Celular humana, debido a la 

capacidad metabólica limitada de la línea celular THP-1 (Fabian et al., 2013), pro-haptenos 

(sustancias que requieren de activación enzimática, mediante el complejo P450, por 

ejemplo) y pre-haptenos (sustancias que son activadas por oxidación) con una lenta tasa de 

oxidación pueden generar falsos resultados negativos para sensibilización dérmica mediante 

esta aproximación, al igual que reactivos que se han descripto como sensibilizadores 

dérmicos mediante métodos in vivo luego de sufrir procesos de fotoconversión (Ashikaga, 

2010). 

Recientemente, se han reportado otros dos nuevos ensayos que ponen en evidencia la 

activación de las CDs para la evaluación de la sensibilización cutánea. Uno de estos 

ensayos, denominado “Ensayo de activación de línea celular U937” (U-SENS) (TG 442E) es 

una aproximación in vitro muy similar a la descripta para el método hCLAT, donde es utilizada 

Valor 

predictivo 

Valor 

predictivo 
Sensibilidad Especificidad Precisión

Ensayos 

individuales
DPRA 86 100 100 79 91

h-CLAT 77 82 89 64 79

KeratinoSens 86 100 100 79 91

Combinaciones
DPRA y h-

CLAT
73 100 100 50 79

DPRA y 

KeratinoSens
79 100 100 64 85

h-CLAT y 

KeratinoSens
70 100 100 43 76

Modelo 

predictivo

DRPA, 

KeratinoSens, 

h-CLAT

90 100 100 86 94

Estándar in 

vivo
LLNA 83 100 100 71 88
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la línea celular monocítica humana U937 para la evaluación de los cambios en los niveles 

de expresión de la molécula coestimulatoria de superficie CD86 tras la exposición de las 

mismas a un compuesto. El otro, denominado “Ensayo de gen reportero para la interleuquina 

8” (IL-8 Luc assay) (TG 442E), no evalúa la expresión de marcadores de superficie, sino que 

cuantifica cambios en la expresión de IL-8, una citoquina asociada con el proceso de 

activación de CDs. En este ensayo se utiliza una línea celular reportera derivada de la línea 

celular THP-1 que presenta el gen de la luciferasa bajo el promotor de la IL-8 (THP-G8) 

(Takahashi et al., 2011). La expresión de IL-8 es medida luego de la exposición de esta línea 

celular reportera a sustancias mediante la cuantificación de la expresión de luciferasa para 

discriminar entre compuestos potencialmente sensibilizadores y no sensibilizadores. 

 

2.3.3. ¿Por qué surgen los enfoques alternativos al uso de animales de 

experimentación en el campo de la toxicología?: el principio de Reemplazo 

En su libro “Principios de las Técnicas Experimentales Humanitarias”, Russell y Burch (1959) 

proponen que la adopción de las 3Rs (Reemplazo, Reducción y Refinamiento) debería ser 

un componente integral de la planificación científica y ejecución de investigaciones. 

Específicamente, el principio de reemplazo de Russell y Burch, promueve el desarrollo y la 

implementación de métodos que eviten el uso de animales de experimentación. La 

importancia de este principio para el presente trabajo es fundamental. Actualmente, existe 

una tendencia mundial hacia el reemplazo de animales de experimentación para la 

realización de pruebas de toxicidad y bioseguridad con productos químicos potencialmente 

peligrosos para la salud humana y/o animal por ensayos in chemico, in vitro o in silico (Balls, 

2007). En particular, en Uruguay todavía no existe experiencia en el establecimiento y 

utilización de este tipo de ensayos. 
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Por un lado, las metodologías in silico han mostrado cierta promesa como herramientas 

potenciales para la búsqueda de compuestos con características similares a otros con 

función conocida, pudiendo predecir de esta forma, posibles respuestas y escenarios 

obtenidos al realizar ensayos de bioseguridad con dichos compuestos.  

Por otra parte, a medida que se genera conocimiento sobre los procesos celulares y 

moleculares que conducen a una determinada respuesta, patología o afección 

desencadenada por exposición a compuestos químicos, surge el desarrollo de metodologías 

in vitro e in chemico para poner a prueba diferentes etapas de la respuesta biológica en 

cuestión. Por ejemplo, el conocimiento actual de los mecanismos bioquímicos y celulares 

detrás del proceso de sensibilización dérmica ha sido compilado en la forma de una vía de 

respuesta adversa (Adverse Outcome Pathway – AOP). Este conocimiento permitió el 

desarrollo de los ensayos in vitro, in silico e in chemico anteriormente mencionados para la 

evaluación de la sensibilización cutánea (OECD, 2018a), los cuales evalúan la potencialidad 

de un compuesto de inducir una respuesta de hipersensibilidad dérmica a diferentes niveles 

en la AOP. 

Sin embargo, más allá del desarrollo de metodologías aisladas, la atención está dirigida 

hacia la combinación de estas nuevas metodologías experimentales para generar 

estrategias de evaluación de toxicidad de carácter integrativo que pongan en evidencia los 

efectos de un compuesto en diferentes etapas o fases de una respuesta (Tice et al., 2013). 

De esta forma, se genera información más adecuada sobre las propiedades potencialmente 

dañinas de las sustancias sobre la salud humana y animal (Worth y Patlewicz, 2016).  

Como resultado de la prohibición de la experimentación en animales para la evaluación de 

la toxicidad, seguridad y calidad de los productos cosméticos en el año 2004, y de 

ingredientes de cosméticos en el año 2009 en la Unión Europea, el desarrollo de métodos 
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alternativos que pudieran sustituir los ensayos en animales aumentó considerablemente. En 

2009 se prohibió la comercialización de productos cosméticos compuestos de ingredientes 

evaluados en animales en los países de la Unión Europea, exceptuando aquellos evaluados 

para toxicidad crónica, toxicidad reproductiva y toxicocinética, cuya comercialización se 

prohibió en la Unión Europea en marzo de 2013. Además, en 2013, la Comisión Europea 

emitió un comunicado donde exponía su intención de promover el bienestar animal a nivel 

mundial (Comisión Europea, 2013). 

Regionalmente, el surgimiento y establecimiento de una legislación en algunos estados de 

Brasil que imitaría la europea para el año 2019, prohibiendo la realización y comercialización 

de productos probados en animales, podría afectar negativamente las relaciones 

comerciales de productos cosméticos con los países que conforman el MERCOSUR. En 

respuesta a esta preocupación, en 2015 se creó la Plataforma Regional de Métodos 

Alternativos do MERCOSUL (PReMASul). Esta red busca promover la generación de una 

infraestructura de laboratorios y de recursos humanos especializados capaces de 

implementar métodos alternativos al uso de animales en sus respectivos países, así como 

estimular la validación de nuevos métodos alternativos. Alineados con esta iniciativa, en 

2017, el Institut Pasteur de Montevideo comenzó con la implementación de algunos de estos 

métodos. Actualmente, se está buscando establecer una plataforma de métodos alternativos 

a la experimentación animal, específicamente dentro de un programa de investigación 

denominado Programa de Tecnología Molecular, Celular y Animal, donde se ha comenzado 

a poner a punto una batería de ensayos alternativos, los cuales se encuentran validados a 

nivel mundial y se realizan siguiendo las guías internacionales de la OECD. Entre ellos, se 

encuentra el “Ensayo de activación de línea celular humana” para la evaluación de la 

sensibilización dérmica sobre cual trata este trabajo.  
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Cabe destacar que las guías OECD no sólo constituyen lineamientos y protocolos para el 

reemplazo de animales de experimentación en diferentes tipos de investigaciones, sino que 

también existen guías validadas que apuntan a uso de metodologías nuevas que reducen el 

número de animales de experimentación necesarios para la evaluación de problemas 

conocidos, cumpliendo con otro de los principios de Russell y Burch (1959): el de reducción. 

 

2.4. Monitoreo del crecimiento celular y actividad metabólica de líneas 

celulares 

Los ensayos in vitro mencionados para la evaluación de la sensibilización dérmica involucran 

el cultivo de diferentes líneas celulares. Conocer las características de las líneas celulares 

como la velocidad de crecimiento celular y su actividad metabólica son esenciales para 

asegurar la calidad de los cultivos de células y el éxito de los ensayos que se realizan. 

La masa celular puede ser determinada por métodos directos o indirectos (Butler, 1999; 

Steward et al., 2000). Las técnicas directas como el conteo de células ofrecen limitada 

información de las actividades metabólicas del cultivo, mientras que, los métodos indirectos, 

como los basados en la medición del consumo de un nutriente o en la acumulación de un 

metabolito aportan esta información. Generalmente, la información obtenida a partir de 

ambos métodos es usada en conjunto, con el fin de proporcionar información 

complementaria sobre el estado de un cultivo celular (Tsao et al., 2005). 

Dos de los compuestos monitoreados comúnmente son la glucosa y el lactato. La glucosa 

sirve tanto como fuente de carbono y de energía en la mayoría de las formulaciones de 

medios de cultivo. La entrada de glucosa en la vía glucolítica lleva a la formación de piruvato 

como producto final. En células animales, el piruvato puede ser dirigido al ciclo de Krebs o 

puede ser convertido a lactato (Hu et al., 1987; Wagner, 1997). La acumulación de lactato 
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conlleva a la acidificación del medio de cultivo celular y es, generalmente, un factor limitante 

para el crecimiento de los cultivos celulares, especialmente cuando la densidad celular es 

alta (Hassel et al., 1991; Lao y Toth, 1997). 

Por lo tanto, la concentración de glucosa es un indicador de la carga energética de un cultivo, 

mientras la acumulación de lactato es considerada un indicador importante de la 

acumulación de otros subproductos metabólicos y un indicador de deterioro del cultivo 

celular (Ozturk et al., 1997). 

 

2.5. Análisis de contaminaciones para la validación de los resultados 

Un requerimiento fundamental para la validación de los resultados obtenidos a través de 

aproximaciones experimentales que involucran el cultivo de células es el descarte de la 

existencia de contaminación, tanto por microorganismos, como de contaminación cruzada 

con otras líneas celulares (Stacey, 2000).  

Los ensayos de detección de Mycoplasma, la búsqueda de contaminación por otras 

bacterias y por hongos, así como los ensayos de verificación de líneas celulares son 

indispensables antes del uso de cultivos celulares y constituyen controles de calidad 

esenciales para asegurar que los resultados sean obtenidos bajo la aplicación de buenas 

prácticas de laboratorio. Se han diseñado ensayos basados en la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), los cuales son robustos y eficientes para la detección de especies 

comúnmente utilizadas en cultivos celulares: rata, ratón, hámster chino, hámster sirio y 

humano (Nelson-Rees et al., 1981; Steube et al., 2008). Uno de estos ensayos muestra que, 

pares de cebadores especie-específicos diseñados a partir de diferentes regiones de los 

genes de la beta-globina o de la beta-actina de las especies mencionadas anteriormente son 
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efectivos para la confirmación de la identidad de especie de un cultivo celular y la detección 

de contaminación cruzada con líneas celulares de otros orígenes (Steube et al., 2008). 
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3. OBJETIVOS GENERAL Y ESPECÍFICOS 

3.1. Objetivo General 
 

El objetivo general del presente trabajo es la puesta a punto del ensayo in vitro de Activación 

de Línea Celular Humana (Human Cell Line Activation Test - hCLAT) correspondiente a la 

guía OECD 442E, para la evaluación de la potencialidad de compuestos químicos de inducir 

una respuesta de hipersensibilidad tras el contacto de los mismos con la piel. 

 

3.2. Objetivos Específicos 
 

- Caracterización de la línea celular monocítica humana THP-1 a través de la 

generación de curvas de crecimiento, medición del consumo de glucosa y producción 

de lactato. 

- Implementación de un ensayo basado en PCR para la verificación de especie de 

líneas celulares y detección de contaminación cruzada con líneas celulares de 

diferente especie. 

- Comenzar con la implementación del ensayo Activación de Línea Celular Humana 

(hCLAT). 
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  

 

4.1. Mantenimiento y cultivo de células THP-1 

 

4.1.1. Medio y condiciones de cultivo 

Las células en suspensión THP-1 (ATCC TIB-202) obtenidas directamente del repositorio 

celular ATCC (American Type Culture Collection)., fueron mantenidas en cultivo en medio 

RPMI-1640 completo (Anexo A0.1), a 37°C y 5% CO2, según recomendación de ATCC. 

 

4.1.2. Mantenimiento y propagación 

Estas células fueron mantenidas, según recomendación de la guía OECD 442E (TG 442E), 

a densidades celulares entre 0,1 - 1 x 106 células viables/mL.  

Los pasajes fueron realizados cada dos o tres días por reemplazo de medio, resuspendiendo 

las células en medio RPMI-1640 completo a 37°C, estableciendo una densidad celular de 

0,1 – 0,2 x 106 células viables/mL.  

Todas las centrifugaciones del cultivo fueron realizadas a 200 RCF (Relative Centrifugal 

Force), durante 5 minutos y a temperatura ambiente. 

 

4.1.3. Criopreservación de células THP-1 

Las células THP-1 fueron congeladas en una densidad celular de 4 x 106 células viables/mL 

en 1 mL de solución de congelado (Anexo A0.3). Los crioviales generados fueron 

transferidos a un contenedor para congelación conteniendo isopropanol (Mr. Frosty, Thermo 
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Scientific), el cual asegura una velocidad de congelamiento de -1°C/minuto. Luego de 24 

horas a -80°C, los crioviales fueron transferidos a nitrógeno líquido.  

 

4.1.4. Procedimiento de descongelado de células THP-1 

El contenido de los crioviales fue rápidamente descongelado y luego transferido a un tubo 

cónico de 15 mL, el cual contenía 6 mL de medio RPMI-1640 completo a 37°C. Para remover 

el DMSO, las células fueron centrifugadas a 200 RCF por 5 minutos. Posteriormente, las 

células se resuspendieron en 4 mL de medio RPMI-1640 completo a 37°C y transferidas a 

un frasco de cultivo T25, resultando en una densidad celular de aproximadamente 1 x 106 

células viables/mL, ya que se observó que la recuperación de las mismas es más rápida si 

son mantenidas a esta densidad celular tras el descongelado. La viabilidad inicial del vial 

descongelado fue registrada y al día siguiente, se agregaron 4 mL adicionales de medio 

RPMI-1640 completo a 37°C, registrando nuevamente la densidad celular y la viabilidad del 

cultivo para monitorear la recuperación del cultivo. 

El primer pasaje por reemplazo de medio de cultivo fue llevado a cabo durante el tercer día 

post descongelado, donde las células fueron resuspendidas a 0,1 – 0,2 x 106 células 

viables/mL en un mayor volumen de medio, escalando a un frasco de cultivo T75. 

 

4.2. Generación de bancos celulares maestro y de trabajo 

A partir de células THP-1 (pasaje 14) libre de Mycoplasma, se generó un banco celular 

maestro (pasaje 17) y un banco celular de trabajo (pasaje 21), tras la propagación y la 

criopreservación de estas células. Los procedimientos de propagación y criopreservación 

fueron llevados a cabo como se describió en las secciones 4.1.2. y 4.1.3., del presente 
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trabajo. Se verificó que ambos bancos se encontraban libres de contaminaciones mediante 

la búsqueda de contaminación con bacterias y hongos en medios líquidos apropiados y a 

través de la detección de Mycoplasma mediante un ensayo basado en PCR. Ambos servicios 

fueron brindados por la Unidad de Biología Celular del Institut Pasteur de Montevideo. 

 

4.3. Caracterización de la línea celular THP-1 a través de una curva de 

crecimiento  

 

4.3.1. Construcción de la curva de crecimiento, determinación del tiempo de 

generación y cálculo de la tasa de incorporación de glucosa  

Las células THP-1 (pasaje número 22) fueron mantenidas en cultivo en medio RPMI-1640 

completo a 37°C y 5% CO2, sin renovación de medio. Se sembraron tres placas de 24 

pocillos de fondo plano con 0,5 mL de cultivo de células THP-1 por pocillo a una densidad 

celular de 0,3 x 106 células/mL. Cada 24 horas y durante siete días consecutivos, se 

registraron los valores de densidad celular y viabilidad de tres pocillos (uno de cada placa) 

a través de la tinción de las células con Azul de Tripán 0,4 % en PBS y conteo en cámara de 

Neubauer. Se recuperó el sobrenadante de cada uno de los tres pocillos y los mismos fueron 

almacenados a -20°C, junto con una alícuota del medio de cultivo preparado el día de inicio 

del cultivo, hasta finalizar la toma de muestras. 

Las concentraciones de glucosa y lactato de los sobrenadantes de cultivo y del medio de 

cultivo fueron determinadas mediante el uso de un analizador automático de estos 

compuestos (Bioprofile Basic 2 Analyzer - Nova Biomedical). 

Los gráficos fueron generados mediante el uso del software GraphPad Prism 7 y el cálculo 

del tiempo de generación en fase de crecimiento exponencial de estas células fue realizado 
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tras la aplicación de un ajuste lineal a los datos obtenidos en fase exponencial utilizando el 

programa Excel. 

Finalmente, se estimó la tasa de incorporación de glucosa de las células THP-1 (Glucose 

Uptake Rate – GUR) (g/hora) mediante la aplicación de la siguiente ecuación: 

𝐺𝑈𝑅 = (𝐶𝐺𝑙𝑢, 𝑡2 − 𝐶𝐺𝑙𝑢, 𝑡1) × 𝑉/(𝑡2 − 𝑡1) 

Donde,  

• CGlu es la concentración de glucosa (g/mL). 

• t1 y t2 son las horas de muestreo. 

• V es el volumen de medio en el que se encuentran las células (mL) 
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4.4. Ensayo de verificación de especie de líneas celulares basado en 

PCR 

Líneas celulares de diferentes especies fueron mantenidas en cultivo y el ADN genómico de 

las mismas fue extraído. Utilizando estos ADN genómicos como moldes, se probaron 

distintas condiciones de PCR para los diferentes juegos de cebadores. La Tabla 2 muestra 

las características de los cebadores utilizados en las amplificaciones. Estos cebadores 

fueron diseñados por Steube y colaboradores, 2008 y 2003. 

Tabla 2. Cebadores empleados en los ensayos de PCR de verificación de especie de líneas celulares. 

M: ratón; R: rata; HS: hámster sirio; HC: hámster chino; H: humano.  

  

 

 

 

 

 

Nombre Gen blanco Secuencia 5' - 3' Especies Posición Localización
EMBL - Gene Bank 

Número de acceso
Tm (°C)

c-globin-F Beta globina cct gtg ggg aaa ggt gaa c R, Ra 2759–2777 Exon 1 J00413 and X06701 55,9

glo-mus-R Beta globina ata cca gat acc tgc agg ctt at R, Ra 3735–3757 Intron 2 J00413 55,4

glo-rat-F Beta globina gat gat gtg tgg ata tgc cct g Ra 841–861 Intron 2 X06701 55,6

glo-rat-R2 Beta globina aat tcc ttg ccc agg tgg Ra 1412–1430 Exon 3 X06701 55,4

act-rat-F Beta actina agg tga tcc act cct tcg ct HS 251–270 ADNc X57030 58,2

act-rat-R Beta actina tgt tct cta ggg aac aag tga ctt c HS 529–552 ADNc X57030 56,2

act-bHam-1F Beta actina ggc ttt agg agc ttg aca ata ctg Ra 2118–2140 Intron 3 J0091 55,7

act-bHam-1R Beta actina gca ttg gtc acc ttt aga tgg a Ra 2620–2641 Intron 4 J0091 55

act-bHam-2F Beta actina ata ttg aga aca tcg ttc ccc HC, HS 1417–1427 Intron 1 U20114 52,2

act-bHam-2R Beta actina cca caa gta gtc aag gca ggt HC, HS 2082–2102 Intron 2 U20114 57

act-cHam-F Beta actina acc tgc ctt gac tac ttg tgg HC, HS 2082–2102 Intron 2 U20114 57

act-cHam-R Beta actina agg cta agg atg ctt agc tca HC, HS 2860–2880 Intron 4 U20114 55,7

glo-sHam-F Beta globina acc tgc ctt gac tac ttg tgg HC 2082–2103 Intron 2 U20114 57

glo-sHam-R Beta globina ttg gtc acc att aga tga ag HC 2601–2620 Intron 3 U20114 49,6

HamRepS-F RepetidosS gtg tat tcc agg agc agc agc c HS 250–272 Repetidos S AB185084 60,3

HamRepS-R RepetidosS act ggt cct ctg cag gtg ca HS 671–690 Repetidos S AB185084 61,3

Act-hum-F Beta actina cta caa tga gct gcg tgt gg H 1494–1514 Exon 2 M10277 56,2

Act-hum-R Beta actina taa ccc tca tgt cag gca ga H 2491–2510 Intron 4 M10277 55,5

Human-F Beta globina caa gac agg ttt aag gag acc a H 1720-1741 Intron 1 AH001475.2 54,3

Human-R Beta globina gca gaa tcc aga tgc tca agg H 3110 - 3130 Intron 3 AH001475.2 55,9
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4.4.1. Condiciones de cultivo de líneas celulares de diferentes especies 

 

4.4.1.1. Línea celular THP-1 

La línea celular humana THP-1 fue mantenida en cultivo como se describió en la sección 

4.1. del presente trabajo. 

 

4.4.1.2. Líneas celulares NIH/3T3, H9C2, CHOK1 y BHK 

Las líneas celulares adherentes NIH/3T3 (ATCC CRL1658) de fibroblastos embrionarios de 

ratón (Mus musculus), H9C2 (ATCC CRL-1446) de mioblastos de rata (Rattus norvegicus), 

CHOK1 (ATCC CCL-61) de ovario de hámster chino (Cricetulus griseus) y BHK (ATCC CCL-

10) de fibroblastos de riñón de hámster sirio (Mesocricetus auratus) fueron cultivadas en 

medio de cultivo DMEM completo (Anexo A0.2), a 37°C y 5% CO2. Una vez alcanzado el 

80% de confluencia se cosecharon las células. Para ello, el medio fue removido del cultivo 

en adherencia y se realizó un lavado con 5 mL de PBS 1X. Posteriormente, se llevó a cabo 

una incubación a 37°C con 5 mL de tripsina-EDTA 0,25% durante 5 minutos y luego se 

adicionaron 5 mL de medio de cultivo fresco completo para inactivar la tripsina. Las células 

fueron transferidas a un tubo cónico y se realizó una centrifugación durante 5 minutos a 200 

RCF, a temperatura ambiente y las células recuperadas fueron utilizadas para la extracción 

de ADN.  

 

4.4.2. Extracción de ADN genómico de líneas celulares 

Todas las extracciones de ADN genómico de las líneas celulares provenientes de las 

distintas especies mencionadas en la sección 4.4.1. fueron realizadas por el método de 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (Ausubel et al., 2003). 



29 
 

Posteriormente, se estimó la concentración de ADN genómico a través de la medición de la 

absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro de microvolúmenes NanoDrop (Thermo 

Scientific). Se analizaron, además, los cocientes de las absorbancias a 260 nm/280 nm y 

230 nm/260 nm, con el fin de valorar la pureza de las soluciones de ADN genómico 

obtenidas.  

 

4.4.3. Reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) 

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen final de 50 μL, con 1,5 mM de 

cloruro de magnesio (Thermo Scientific), 1mM dNTP mix (Thermo Scientific), 1U Taq DNA 

Polymerase Recombinant (#10342020, Invitrogen), en 1X PCR Buffer sin Cloruro de 

Magnesio (Thermo Scientific). 

Luego de una desnaturalización inicial a 94°C durante tres minutos, se realizaron 35 ciclos 

de amplificación. Cada ciclo estuvo constituido por una fase de desnaturalización a 94°C con 

una duración de 30 segundos, una fase de unión de cebadores (annealing) (a diferente 

temperatura, dependiendo del par de cebadores) con una duración de 30 segundos y una 

fase de extensión a 72°C. Se probaron diferentes temperaturas de annealing para cada par 

de cebadores, cercanas a su temperatura de melting. La Tabla 3 resume las condiciones 

óptimas determinadas para las reacciones en cadena de la polimerasa, incluyendo las 

temperaturas de annealing y los tiempos de extensión para cada juego de cebadores. Estos 

últimos fueron definidos en función del tamaño del producto de amplificación esperado y de 

la tasa de polimerización de la enzima utilizada (90 segundos por kilobase). 
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Tabla 3. Condiciones óptimas ensayadas para las reacciones en cadena de la polimerasa para cada par 

de cebadores. 

  

 

 

 

4.4.4. Electroforesis en gel de agarosa (1,2%) 

Los productos de PCR resultantes fueron analizados mediante electroforesis en geles de 

agarosa 1,2% en buffer TAE 0,5 X (Anexo A0.4) y tinción con bromuro de etidio (#E1510, 

Sigma Aldrich) a una concentración final de 0,2 mg/mL en el gel.  

Luego de la siembra del marcador de peso molecular (Anexo A1) y de las muestras 

preparadas con buffer de carga (Blue Juice Gel Loading Buffer 10X # 10816015, Invitrogen), 

la migración electroforética fue llevada a cabo a 10V/cm, durante 30 minutos. 

 

 

 

 

 

Cebadores Gen blanco Molde de DNA genómico
Cantidad de 

molde (ng)

Temperatura 

de Annealing 

(°C)

Tiempo de 

extensión 

(Minutos)

Producto de 

amplificación

c-globin-F / glo-mus-R Beta globina Ratón: Línea NIH 3T3 25 56 1 998 pb

glo-rat-F / glo-rat-R2 Rata: Línea H9C2 25 56 1 589 pb

act-rat-F / act-rat-R Beta actina Rata: Línea H9C2 25 56 1 523 pb

act-bHam-1F / act-bHam-1R Beta actina Hámster Chino:  Línea CHOK1 25 57 1 685 pb

Hámster Sirio: BHK 25 57 1 685 pb

act-bHam-2F / act-bHam-2R Beta actina Hámster Chino:  Línea CHOK1 25 57 1 798 pb

Hámster Sirio: BHK 25 57 1 798 pb

act-cHam-F / act-cHam-R Beta actina Hámster Chino:  Línea CHOK1 25 57 1 538 pb

glo-sHam-F / glo-sHam-R Beta globina Hámster Sirio: BHK 25 57 1:30 1243 pb

HamRepS-F / HamRepS-R RepetidosS Roedor: BHK 10 60 1 440  pb

Human-F / Human-R Beta globina Humano: THP-1 25 56 2 1410 pb
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4.5. Ensayo de activación de línea celular humana (hCLAT) 

 

4.5.1. Medición de citotoxicidad: búsqueda de la concentración CV75 

La concentración CV75 hace referencia a la concentración de reactivo que genera un 75% 

de viabilidad celular en el cultivo. 

 

4.5.1.1. Preparación del cultivo de células THP-1 

 Las células THP-1 fueron sembradas a densidades celulares de 0,2 x 106 células viables/mL 

o 0,1 x 106 células viables/mL y precultivadas por 48 y 72 horas respectivamente antes de 

ser expuestas a los reactivos a ensayar.   

La densidad del pre-cultivo de células THP-1 nunca excedió 1 x 106 células viables/mL ya 

que densidades superiores pueden afectar la expresión de CD54 y CD86 inducida por 

alérgenos (Mizuno et al., 2008). 

El día del ensayo, las células THP-1 del pre-cultivo fueron resuspendidas en medio de cultivo 

RPMI-1640 completo fresco a una densidad celular de 2 x 106 células/mL. Luego, estas 

células fueron transferidas a una placa de 96 pocillos de fondo plano. Por pocillo se 

sembraron 80 µL de células a 2 x 106 células/mL (1,6 x 105 células por pocillo). 

 

4.5.1.2. Preparación de los compuestos a ensayar y de las sustancias control 

Los reactivos a ensayar y las sustancias control fueron preparados el mismo día en el que 

fue realizado el ensayo bajo condiciones de esterilidad. En primer lugar, los reactivos fueron 

disueltos en medio de cultivo RPMI-1640 completo o en dimetilsulfóxido (DMSO, pureza 

99,9%; Sigma Aldrich, #D5879) dependiendo de la solubilidad del compuesto (Ver Tabla 
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A2.1), para generar una Solución Madre con una concentración final de 100 mg/mL medio 

de cultivo o de 500 mg/mL DMSO. 

Partiendo de la Solución Madre de 100 mg/mL (para reactivos disueltos en medio de cultivo) 

o 500 mg/mL (para reactivos disueltos en DMSO), se generaron ocho soluciones stock en el 

solvente/vehículo apropiado con un formato de diluciones seriadas en base 2. A partir de 

estas soluciones stock, fueron generadas soluciones de trabajo a través de una dilución 1/50 

(para reactivos disueltos en medio de cultivo) o 1/250 (para reactivos disueltos en DMSO) 

de cada solución stock en medio de cultivo RPMI-1640 completo. En la Figura 2 se muestra 

el procedimiento que fue establecido y mantenido para la generación de estas soluciones 

stock y de trabajo. 
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Figura 2. Esquema de la preparación de los reactivos a ensayar. Este procedimiento de preparación de 

reactivos y fue llevado a cabo bajo condiciones de esterilidad para la generación de la curva dosis/respuesta 

que permite encontrar la concentración CV75 de cada compuesto probado. 

 

Si el reactivo analizado fue disuelto en DMSO, se estableció un control de disolvente a partir 

de una solución de trabajo de DMSO. Esta solución de trabajo de DMSO fue generada 

adicionando de 2 μL de DMSO a 498 μL de medio de cultivo RPMI-1640 completo. 

Para todos los reactivos ensayados fue empleado un control de medio (RPMI-1640 

completo). 

 

4.5.1.3. Exposición de las células THP-1 a los reactivos a analizar y a las sustancias control 

Las soluciones de trabajo generadas fueron utilizadas para llevar a cabo la exposición de las 

células THP-1 al compuesto.  

Tras una previa homogeneización por vórtex de las soluciones de trabajo de la sustancia a 

ensayar, del control de disolvente y del control de medio, se adicionaron 80 μL de cada 

solución a los 80 μL de las células presentes en la placa de 96 pocillos, logrando así una 

dilución ½ de las soluciones de trabajo y una concentración de 0,20% del disolvente en 

placa.  

Las diferentes concentraciones del reactivo a ensayar y las sustancias control se analizaron 

por triplicado en cada ensayo realizado. 

Posteriormente, las placas fueron incubadas por 24±0,5 horas a 37°C y bajo 5% CO2. 
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4.5.1.4. Procesamiento de las células y medición de la citotoxicidad por citometría de flujo 

La guía OECD 442E (TG 442E) propone un procedimiento en el cual, luego de transcurrido 

el tiempo de incubación, las células son transferidas, en primer lugar, a tubos eppendorf y 

recolectadas por centrifugación. Los sobrenadantes son descartados y se realiza un primer 

lavado con 600 µL buffer de tinción (Anexo A0.5). Luego las células son resuspendidas en 

200 µL del mismo buffer y transferidas a una placa de 96 pocillos de fondo en U, donde se 

efectúan los dos lavados con 200 µL de buffer de tinción. 

En este trabajo, se buscó adaptar este procedimiento en su totalidad a placa de 96 pocillos 

de fondo en V, por lo que las células fueron directamente transferidas desde la placa de 96 

pocillos de fondo plano a una placa de 96 pocillos de fondo en V luego de transcurrido el 

tiempo de exposición. Posteriormente, se realizaron cinco lavados con 200 µL de buffer de 

tinción. 

Las células fueron mantenidas siempre en hielo durante este procedimiento y todas las 

centrifugaciones fueron llevadas a cabo a 4°C, durante 7 minutos y 250 RCF. 

Finalmente, las células fueron resuspendidas en 180 µL de buffer de tinción y justo antes de 

realizar la adquisición en el citómetro, 20 µL de ioduro de propidio (6 µg/mL) fueron 

adicionados para evaluar la viabilidad celular, llegando a una concentración final de ioduro 

de propidio de 0,6 µg/mL.  

La captación de ioduro de propidio fue analizada por citometría de flujo mediante el uso del 

citómetro analítico BD Accuri™ C6 (BD Biosciences), equipado con los láseres 488 nm y 

633 nm. Se adquirió un total de 10000 células THP-1, estableciendo un umbral de detección 

de 80000 para el parámetro Forward Scatter (FSC) y se seleccionó el canal de detección 

FL2 (Láser 488, Filtro 585/40) para el análisis de la fluorescencia del ioduro de propidio.  

Para el análisis de los datos, se utilizó el software FlowJo X. 
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4.5.1.5. Estimación de la concentración CV75 

Luego del análisis por citometría de flujo, la viabilidad celular resultante para cada 

concentración de reactivo ensayado fue estimada mediante la aplicación de la siguiente 

ecuación: 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =  
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑎𝑑𝑞𝑢𝑖𝑟𝑖𝑑𝑎𝑠
 × 100 

Posteriormente, los porcentajes de viabilidad celular fueron graficados en función del 

logaritmo en base 10 de la concentración del reactivo ensayado, obteniéndose un gráfico 

como el que se muestra en la Figura 3. 

Figura 3. Representación gráfica de la curva dosis/respuesta generada a partir del ensayo de medición 

de citotoxicidad y búsqueda del CV75. Los valores definidos como a, b, c y d son posteriormente utilizados 

para el cálculo de la concentración CV75, donde, a corresponde al mínimo valor de viabilidad celular por encima 

del 75%, c es el máximo valor de viabilidad celular por debajo del 75%, b y d corresponden a las 

concentraciones de reactivo que generaron los valores de viabilidad celular a y c, respectivamente. 

 

El valor de la concentración de reactivo que generaría un 75% de viabilidad celular para las 

células THP-1 fue calculado mediante una interpolación log-lineal (semilogarítmica) 

mediante la aplicación de la siguiente ecuación: 

Log concentración del reactivo analizado (μg/mL) 
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𝐿𝑜𝑔 𝐶𝑉75 =
(75 − 𝑐) × 𝐿𝑜𝑔(𝑏) − (75 − 𝑎) × 𝐿𝑜𝑔(𝑑)

𝑎 − 𝑐
 

Los parámetros a, b, c y d están definidos en la figura 3. 

 

4.5.2. Medición de los niveles de expresión de los marcadores de superficie celular 

CD54 y CD86 

La concentración CV75 hallada para cada reactivo ensayado debe ser utilizada para 

determinar el rango de concentraciones del compuesto a ser utilizadas para evaluar el 

cambio en los niveles de expresión de las moléculas CD54 y CD86. 

Para este ensayo, se establecieron ocho nuevas concentraciones del reactivo ensayado, a 

partir de las cuales se evaluó el cambio en los niveles de expresión de los marcadores de 

superficie celular CD54 y CD86 entre células THP-1 tratadas con las diferentes 

concentraciones del reactivo analizado y controles sin tratamiento. 

Posteriormente, los resultados obtenidos fueron evaluados según un modelo predictivo 

establecido por la guía OECD 442E (TG 442E) para la determinación de los posibles 

positivos y negativos para sensibilizadores cutáneos. 

 

4.5.2.1. Preparación del cultivo de células THP-1  

Las células THP-1 para este ensayo fueron pre-cultivadas como se indica en la sección 4.1.2. 

El día del ensayo, las células THP-1 del pre-cultivo fueron resuspendidas en medio de cultivo 

RPMI-1640 completo fresco a una densidad celular de 2 x 106 células/mL. Luego, estas 

células fueron transferidas a una placa de 24 pocillos de fondo plano. Por pocillo se 

sembraron 500 µL de células a 2 x 106 células/mL (1 x 106 células por pocillo). 
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4.5.2.2. Preparación de los compuestos a ensayar y de las sustancias control 

Los reactivos a ensayar y las sustancias control fueron preparados el mismo día en el que 

fue realizado el ensayo, bajo condiciones de esterilidad. 

 

Compuestos a ensayar 

En primer lugar, los reactivos para los cuales fue posible hallar la concentración CV75 fueron 

disueltos en el solvente/vehículo apropiado (medio de cultivo RPMI-1640 completo o DMSO) 

para generar una Solución Madre con una concentración final 100 x 1,2 x CV75 (mg/mL) (en 

medio de cultivo RMPI-1640 completo) o de 500 x 1,2 x CV75 (mg/mL) (en DMSO). 

En el caso de no haber determinado el CV75, por no haberse observado suficiente 

citotoxicidad en el ensayo de búsqueda de la concentración CV75, la guía OECD 442E (TG 

442E) establece que se deberá partir de la mayor concentración del reactivo testeada. La 

mayor concentración de reactivo en placa, de igual forma que para el ensayo de medición 

de la citotoxicidad, no puede exceder los 5000 μg/mL (para el caso de reactivos disueltos en 

medio de cultivo RPMI-1640 completo) o los 1000 μg/mL (para el caso de los reactivos 

disueltos en DMSO). 

Se generaron ocho diluciones seriadas en base 1,2 utilizando el vehículo/solvente 

correspondiente. El rango de concentraciones del reactivo en las soluciones stock fue 100 x 

1,2 x CV75 (Solución Madre) – 100 x 0,335 x CV75 (para reactivos disueltos en medio de 

cultivo RPMI-1640 completo) o 500 x 1,2 x CV75 – 500 x 0,335 x CV75 (para reactivos 

disueltos en DMSO). 

A partir de estas soluciones stock, se generaron ocho soluciones de trabajo a través de una 

dilución 1/50 (para reactivos disueltos en medio de cultivo) o 1/250 (para reactivos disueltos 
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en DMSO) en medio de cultivo RPMI-1640 completo. En la Figura 4 se muestra el 

procedimiento que fue establecido y mantenido para la generación de estas soluciones stock 

y de trabajo.  

 

Figura 4. Esquema de la preparación de los reactivos a ensayar. Este procedimiento fue llevado a cabo 

bajo condiciones de esterilidad para la preparación de los reactivos a utilizar en cada ensayo de medición de 

los niveles de expresión de los marcadores de superficie celular CD54 y CD86. 

 

Controles 

El compuesto 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB) es requerido como control positivo del 

experimento, según lo establece la guía OECD 442E (TG 442E). Según esta guía, el mismo 

puede ser utilizado a una concentración final en placa igual a la concentración CV75 

determinada en cada laboratorio, o a una concentración de 4 μg/mL en placa. Esta última 

concentración fue la utilizada en este trabajo como control positivo de sensibilización. Para 
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obtener esta concentración de DNCB en placa, se parte de una solución stock 2 mg/mL en 

DMSO, la cual es diluida 250 veces en medio de cultivo RPMI-1640 completo para obtener 

la solución de trabajo. 

Como control negativo de sensibilización, la guía OECD 442E (TG 442E) recomienda el uso 

del ácido láctico.  

Si el reactivo ensayado fue disuelto en DMSO, se estableció un control de disolvente a partir 

de una solución de trabajo de DMSO. La concentración final de la solución de trabajo de 

DMSO generada fue 0,4% en medio de cultivo RPMI-1640 completo. 

Para todos los reactivos ensayados fue empleado un control de medio (RPMI-1640 

completo). 

 

4.5.2.3. Exposición de las células THP-1 a los reactivos a ensayar y a las sustancias 

control 

Las soluciones de trabajo generadas fueron posteriormente utilizadas para llevar a cabo la 

exposición de las células THP-1 al compuesto.  

Tras una previa homogeneización por vórtex de las soluciones de trabajo de la sustancia a 

ensayar, del control positivo (DNCB), del control de disolvente (DMSO) y del control de 

medio, se adicionó un volumen de las mismas igual al volumen de células en el pocillo de la 

placa de 24 pocillos correspondiente (500 μL), logrando una dilución ½ de las soluciones de 

trabajo. 

En cada ensayo se incubaron las células THP-1 con las diferentes concentraciones del 

reactivo a ensayar y con las sustancias control por duplicado. Según la guía OECD 442E 

(TG 442E), es suficiente con realizar un duplicado, ya que la predicción se obtiene a partir 

de por lo menos dos ensayos independientes con el mismo compuesto. 
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Posteriormente, las placas fueron incubadas por 24±0,5 horas a 37°C y bajo 5% CO2. 

 

4.5.2.4. Marcación de las células THP-1 para el análisis por citometría de flujo 

 

Marcación de las células THP-1 

En este trabajo, se realizaron modificaciones del protocolo original buscando adaptar el 

procedimiento establecido por la guía a placa de 96 pocillos de fondo en V, por lo que las 

células fueron directamente transferidas desde la placa de 24 pocillos de fondo plano a una 

placa de 96 pocillos de fondo en V luego de transcurrido el tiempo de exposición.  

Los sobrenadantes fueron descartados y posteriormente, se realizaron dos lavados con 200 

µL de buffer de tinción y un bloqueo con 150 µL por pocillo de solución de bloqueo (Anexo 

A0.6), durante 15 minutos y a 4°C. 

Luego, las células fueron marcadas con 20 µL de diluciones de anticuerpos en buffer de 

tinción, durante 20 minutos y a 4°C. 

Luego de transcurrido el tiempo de marcación, se realizaron tres lavados con 200 µL de 

buffer de tinción y las células fueron finalmente resuspendidas en 180 µL de PBS.  

Todas las centrifugaciones de este procedimiento fueron llevadas a cabo a 4°C, durante 7 

minutos y 250 RCF y las células THP-1 fueron mantenidas siempre en hielo. 

 

Titulación de anticuerpos 

En este trabajo, los anticuerpos utilizados fueron: anti-CD54-FITC (#ab210193, Abcam), 

Mouse IgG1-FITC (#ab18435, Abcam), anti-CD86-PE (#555658, BD Pharmingen) o Mouse 
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IgG1 sin conjugar (#54155, Cell Signaling) en conjunto con un anticuerpo secundario anti-

Mouse IgG1-PE (#P8547, Sigma Aldrich).  

Para definir la concentración a utilizar de los anticuerpos, se realizó una titulación en la cual 

se buscó la mejor relación señal-ruido anti-CD54-FITC y anti-CD86-PE. Para llevar a cabo 

esta titulación, se ensayaron diferentes diluciones del anticuerpo anti-CD54-FITC (1/50, 

1/100 y 1/200) y del anticuerpo anti-CD86-PE (1/20, 1/50 y 1/100) sobre células THP-1 

tratadas con una concentración final en placa de 4 µg/mL de DNCB y con el control de 

disolvente DMSO a una concentración final de 0,20%. 

La relación señal-ruido para cada anticuerpo fue analizada mediante el cálculo del Stain 

Index (SI), como especifica la siguiente ecuación, además de la observación de los dot plots 

resultantes del análisis por citometría de flujo. 

 

𝑆𝐼 =
𝑀𝐹𝐼 𝐷𝑁𝐶𝐵 − 𝑀𝐹𝐼 𝐷𝑀𝑆𝑂

2𝑠𝑑 𝐷𝑀𝑆𝑂
 

Donde, 

• MFI DNCB, corresponde a la Intensidad de Fluorescencia Media geométrica de las 

células tratadas con DNCB. 

• MFI DMSO, corresponde a la Intensidad de Fluorescencia Media geométrica de las 

células tratadas con DMSO. 

• sd DMSO, corresponde al desvío estándar de los valores de MFI DMSO obtenidos 

para las réplicas analizadas. 

 

 

 



42 
 

Análisis por citometría de flujo 

De cada muestra tratada y de los controles positivo, negativo, de vehículo y de medio, se 

reservaron células en la placa de 96 pocillos de fondo en V sobre las cuales no fue realizada 

ninguna marcación, con el fin de estimar la viabilidad de las mismas por medio del análisis 

por citometría de flujo de la captación de ioduro de propidio. A estas células se les 

adicionaron, justo antes de realizar la adquisición en el citómetro, 20 µL de ioduro de propidio 

(6 µg/mL) para llegar a una concentración final de 0,6 µg/mL. 

La captación de ioduro de propidio y los niveles de expresión de los marcadores de superficie 

celular CD54 y CD86 fueron analizados por citometría de flujo mediante el uso del citómetro 

analítico BD Accuri™ C6 (BD Biosciences). El análisis de viabilidad fue realizado como se 

describió en la sección 4.5.1.5. Para el análisis de la expresión de CD54 y CD86, se adquirió 

un total de 10000 células THP-1 viables, seleccionadas según su posición en un dot plot 

Side Scatter (SSC) y FSC, estableciendo el mismo umbral de detección de 80000 para el 

parámetro FSC. Luego, se eliminaron los dobletes y multipletes, seleccionando singuletes 

según su posición en un dot plot FSC-Área y FSC-Altura. Finalmente, se seleccionaron los 

canales de detección FL1 (Láser 488, Filtro 530/30) y FL2 (Láser 488, Filtro 585/40), para el 

análisis de la fluorescencia de FITC y PE, respectivamente. 

Para el análisis de los datos, se utilizó el software FlowJo X.  

 

4.5.2.5. Evaluación de los datos y modelo de predicción  

En base a la intensidad de fluorescencia media geométrica (MFI) obtenida con las distintas 

marcaciones fueron calculadas la intensidad de fluorescencia relativa (RFI) de CD54 y CD86 

para las células THP-1 del control positivo, del control negativo, y de las muestras tratadas 
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con las diferentes concentraciones de reactivo a ensayar. El cálculo de RFI se realizó de 

acuerdo la siguiente ecuación: 

 

𝑅𝐹𝐼 =
𝑀𝐹𝐼 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 − 𝑀𝐹𝐼 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑖𝑠𝑜𝑡𝑖𝑝𝑜  𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑀𝐹𝐼  𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑀𝐹𝐼 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑖𝑠𝑜𝑡𝑖𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 
 ×  100 

Donde: 

• MFI células tratadas corresponde a la MFI de las células tratadas con el compuesto. 

• MFI control de isotipo tratadas corresponde a la MFI del control de isotipo de las 

células tratadas con el compuesto. 

• MFI control corresponde a la MFI de las células incubadas con el control de medio o 

disolvente. 

• MFI control de isotipo control corresponde a la MFI de las células del control de isotipo 

incubadas con el control de medio o disolvente. 

La viabilidad celular de los controles y de las muestras tratadas con las diferentes 

concentraciones del compuesto a ensayar fue calculada según la ecuación descripta en la 

sección 4.5.1.5.  

Para la medición de los niveles de expresión de CD86 y CD54, cada compuesto a ensayar 

fue probado en por lo menos dos ensayos independientes para derivar en una predicción 

(positivo o negativo para sensibilizador cutáneo), según lo requerido por la guía OECD 442E 

(TG 442E). Una predicción hCLAT fue considerada positiva si por lo menos una de las dos 

condiciones siguientes fue observada en 2 de 2, o en 2 de 3 ensayos independientes. De lo 

contrario, la predicción hCLAT fue considerada negativa. 

• La RFI de CD86 es igual o mayor a 150% para cualquiera de las concentraciones 

ensayadas. 
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• La RFI de CD54 es igual o mayor a 200% para cualquiera de las concentraciones 

ensayadas. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1. Caracterización del crecimiento de la línea celular THP-1 
 

Con el fin de analizar las características metabólicas y de crecimiento de la línea celular 

THP-1, se realizó una curva de crecimiento. Se graficaron los valores del número de células 

viables, el consumo de glucosa y la producción del metabolito lactato en función del tiempo 

de cultivo transcurrido (Figura 6). Como era esperado, con el transcurso del tiempo, a medida 

que la glucosa del medio de cultivo fue utilizada como fuente de carbono y energía por las 

células, se observó un descenso en su concentración en el medio. A su vez, se observó un 

aumento en la concentración de lactato en el medio con el transcurso de los días de cultivo. 

Esto se explica por la ineficiencia del acoplamiento entre la glucólisis y el ciclo de Krebs, lo 

que resulta en la acumulación de lactato como metabolito secundario en cultivos 

discontinuos (Hu et al., 1987; Wagner, 1997). 

Durante los días 5, 6 y 7, la concentración de glucosa en el medio de cultivo disminuyó, pero 

esta disminución no se vio acompañada de un aumento en la concentración de lactato. Por 

lo tanto, luego de día 5 de cultivo, el lactato podría estar comenzando a ser utilizado como 

nueva fuente de carbono y energía por las células THP-1. Se ha descripto, para esta línea 

celular, que los niveles de lactato acumulado en el medio de cultivo decrecen cuando la 

concentración de glucosa es menor a 1 mg/mL. El lactato producido por el consumo de 

glucosa es incorporado mediante un transportador denominado Transportador de 

Monocarboxilato por las células THP-1 y convertido de nuevo a piruvato, para luego formar 

parte del ciclo de Krebs (Wei et al., 2015). Por lo tanto, los resultados obtenidos coinciden 

con lo reportado en la literatura. 
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Figura 6. Curva de crecimiento de la línea celular THP-1. Determinación del número de células viables, 

concentración de glucosa y concentración de lactato en el medio de cultivo en función del tiempo de cultivo. 

 

Posteriormente, se generó una representación gráfica en escala log-lineal (semilogarítmica) 

del número de células viables en función del tiempo transcurrido en cultivo para visualizar 

las fases de crecimiento del cultivo de células THP-1 (Figura 7). En el gráfico se observa que 

la fase de adaptación de las células, partiendo de una densidad celular de 0,3 x 106 

células/mL, abarca los primeros dos días de cultivo. A partir del día 2 al día 4 ocurre un 

crecimiento exponencial para luego pasar a una fase de crecimiento estacionaria.  Se estimó 

el tiempo de generación de las células THP-1 en fase de crecimiento exponencial realizando 

un ajuste lineal sobre los puntos definidos como fase de crecimiento exponencial donde la 

ecuación de la recta resultante es y=0,2433x – 0,3293, con un R2= 0,9698. El tiempo de 
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generación fue hallado mediante el cálculo del tiempo requerido para duplicar el número de 

células viables (Mather y Roberts, 1998) y resultó ser de 20,39 horas.  
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Figura 7. Representación gráfica del logaritmo en base 10 del número de células viables en función del 

tiempo de cultivo. 

 

Se ha descrito que el tiempo de generación para esta línea es aproximadamente de 26 horas 

cuando la densidad inicial del cultivo se encuentra en el orden de 105 células/mL (Bowdish, 

2011).  

Finalmente, se calculó la tasa de incorporación de glucosa (GUR) (g/hora). El GUR, al ser 

proporcional al número total de células, permite estimar el crecimiento celular. Por lo tanto, 

se espera un aumento del GUR relacionado al incremento del número de células THP-1 con 

el transcurso del tiempo. Como se aprecia en la Figura 8, si bien los desvíos para algunos 

de los puntos son importantes, la tasa de incorporación de glucosa se incrementa a medida 
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que el cultivo celular crece, llegando a una meseta a partir del día 5 de cultivo, lo que coincide 

con el inicio de la fase estacionaria del cultivo.  

Podría ser conveniente repetir el ensayo bajo las mismas condiciones realizadas, buscando 

minimizar los desvíos obtenidos. 
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Figura 8. Representación gráfica de la tasa de incorporación de glucosa (GUR) y del número de células 

viables en función del tiempo de cultivo. 

 

Es importante destacar que, hallar el tiempo de generación de las células THP-1 fue vital 

para el correcto monitoreo y mantenimiento de la línea celular en cultivo para los posteriores 

ensayos del método hCLAT. 
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5.2. Ensayo de verificación de especie de líneas celulares basado en 

PCR 

Se ha reportado que la contaminación cruzada entre distintas líneas celulares en los 

laboratorios ocurre de forma frecuente (Markovic y Markovic, 1998). Si bien la línea THP-1 

con la que se trabajó fue adquirida directamente de un repositorio celular y fue cultivada en 

todo momento siguiendo normas de buenas prácticas de laboratorio, consideramos 

importante contar en el laboratorio con un ensayo capaz de detectar este tipo de 

contaminación.  

En este trabajo se buscó implementar un ensayo basado en PCR, el cual fue diseñado por 

Steube y colaboradores (2008), que permita detectar contaminaciones entre líneas celulares 

de diferentes especies. Este ensayo se basa en la amplificación de ciertas regiones de los 

genes de la beta actina y la beta globina de ratón, rata, hámster chino, hámster sirio y 

humano. Los cebadores fueron diseñados mayoritariamente a partir de regiones intrónicas, 

donde existen diferencias en las secuencias entre las diferentes especies.  

 

5.2.1. Extracciones de ADN genómico de líneas celulares 

La Tabla 4 resume los resultados de concentración de ADN genómico, coeficientes 260 

nm/280 nm y coeficientes 260 nm/230 nm resultantes de la extracción de ADN genómico a 

partir de las líneas celulares utilizadas para implementar ensayo de verificación de especie 

basado en PCR.  

Los cocientes 260 nm/280 nm obtenidos para las muestras de ADN genómico de hámster 

chino y de hámster sirio se encuentran dentro del rango 1,8 - 2,0. Esto demuestra una pureza 

óptima de ADN con respecto a la contaminación de las muestras con proteínas. Sin embargo, 
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aquellas relaciones 260 nm/280 nm obtenidas que no superaron el rango mencionado 

siempre fueron superiores a 1,6, lo que demuestra una pureza aceptable de las demás 

soluciones de ADN genómico. 

Con respecto a la relación 260 nm/230 nm, para todas las soluciones de ADN genómico 

analizadas la misma siempre superó el valor 1,5. Esto indica la ausencia de contaminación 

con sales, carbohidratos y fenoles, los cuales pueden interferir con la PCR. 

Por lo tanto, los resultados obtenidos para el análisis de calidad de las extracciones de ADN 

genómico realizadas muestran que estas soluciones de ADN se encuentran en condiciones 

de ser utilizadas para ensayos basados en PCR. 

 

Tabla 4. Resultados de las extracciones de ADN genómico de líneas celulares de diferentes especies. 

 

 

5.2.2. Análisis de los productos de amplificación 

Luego de llevadas a cabo las reacciones en cadena de la polimerasa bajo las condiciones 

óptimas encontradas para cada juego de cebadores que se especifican en la Tabla 3, los 

productos de amplificación fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa 

1,2%. 

Línea celular Origen
Concentración de 

ADN (ng/μL)

Coeficiente 

260/280

Coeficiente 

260/230

NIH3T3 Ratón 186,79 1,77 2,43

H9C2 Rata 147,82 1,71 2,5

CHOK1 Hámster Chino 419,51 1,85 2,22

BHK Hámster Sirio 2640,56 2,06 2,28

THP-1 Humano 127,8 1,68 2,38
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Como se observa en la Figura 9, se obtuvieron los productos de amplificación de tamaño 

esperado para cada par de cebadores.  

 

Figura 9. Análisis de productos de PCR obtenidos a partir de la amplificación de ADN genómico de 

líneas celulares de ratón (Mus musculus, NIH3T3), rata (Rattus norvegicus, H9C2), hámster chino 

(Cricetulus griseus, CHOK1), hámster sirio (Mesocricetus auratus, BHK) y humano (Homo sapiens, 

THP-1). Moldes. R: Ratón; Ra: Rata; HC: Hámster Chino; HS: Hámster Sirio; H: Humano. MPM: Marcador de 

peso molecular (100bp DNA Ladder #15628-019, Invitrogen). Pares de cebadores. Carriles 1 y 2: c-globin-F 

/ glo-mus-R; Carriles 3 y 4: glo-rat-F / glo-rat-R2; Carriles 5 y 6: act-rat-F / act-rat-R; Carriles 7 y 8: act-bHam-

1F / act-bHam-1R; Carriles 9 y 10: act-bHam-2F / act-bHam-2R; Carriles 11 y 12: act-cHam-F / act-cHam-R; 

Carriles 13 y 14: act-bHam-1F / act-bHam-1R; Carriles 15 y 16: act-bHam-2F / act-bHam-2R; Carriles 17 y 

18: glo-sHam-F / glo-sHam-R; Carriles 19 y 20: HamRepS-F / HamRepS-R; Carriles 21 y 22: Human-F / 

Human-R. Controles negativos. Los carriles pares corresponden a los controles negativos sin molde de DNA 

genómico de cada una de las amplificaciones. 

 

Para el par de cebadores act-Hum-F/act-Hum-R dirigido hacia el gen de la beta actina de 

humano descrito en por Steube y colaboradores (2008), no fue posible obtener el producto 

de amplificación esperado. Por ello, fue utilizado un par de cebadores dirigido hacia el gen 

de la beta globina de humano Human-F/Human-R, diseñado por Steube y colaboradores en 

un trabajo previo al citado (2003). 
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5.2.3. Validación del ensayo de verificación de especie de líneas celulares basado en 

PCR y análisis de la sensibilidad de los pares de cebadores utilizados 

Una vez establecidas las condiciones óptimas de amplificación de los cebadores utilizando 

como molde ADN genómico de la especie en base al cual fueron diseñados los cebadores, 

se procedió a evaluar su especificidad. Para ello, se llevarán a cabo PCRs utilizando como 

molde ADN genómico de las distintas especies que se pretenden distinguir con el ensayo. 

Hasta el momento fue evaluada la especificidad para tres pares de cebadores, dos 

específicos para el gen de la globina y actina de rata (glo-rat-F / glo-rat-R2 y act-rat-F / act-

rat-R) y uno capaz de amplificar una región del gen de la actina tanto de hámster chino como 

de hámster sirio (act-bHam-1F / act-bHam-1R). 

Simultáneamente, con el objetivo de evaluar cuál es el mínimo nivel de contaminación que 

el ensayo es capaz de detectar, se comenzó con el análisis de la sensibilidad de los pares 

de cebadores utilizados. Esto fue llevado a cabo mediante el diseño de un ensayo basado 

en PCR donde se simularon contaminaciones de la línea celular NIH 3T3 de ratón con las 

líneas celulares H9C2 de rata y CHOK1 de hámster chino, estableciendo porcentajes de 10, 

20, 30, 40 y 50% de contaminación. Estas contaminaciones fueron generadas a través de la 

mezcla de ADN genómico del contaminante (rata o hámster chino) con cierta cantidad de 

ADN genómico la línea contaminada (de ratón), para llegar a una cantidad total de 25 ng de 

ADN genómico molde en el tubo de reacción. 

Las condiciones de PCR para cada par de cebadores fueron las mismas que las 

mencionadas en la Tabla 2 de este trabajo. 

Por lo tanto, este experimento fue diseñado de forma tal que simultáneamente se comprobó 

la especificidad de especie de cada par de cebadores analizado y su sensibilidad para la 

detección de diferentes niveles de contaminación. 
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En primer lugar, la Figura 10 A muestra que el par de cebadores glo-rat-F / glo-rat-R2 

diseñados para la beta globina de rata no son capaces de generar un producto de 

amplificación cuando el único molde de ADN genómico en el tubo de reacción corresponde 

a ADN genómico de ratón (Carril 7). A su vez, en la simulación de contaminaciones de ADN 

genómico de ratón derivado de la línea celular NIH 3T3 con ADN genómico de rata derivado 

de la línea celular H9C2, este par de cebadores fue capaz de detectar levemente niveles del 

20% y del 30% de contaminación (Carriles 2 y 3). Niveles de contaminación del 40% y del 

50%, sin embargo, fueron detectados de forma evidente (Carriles 4 y 5).   

En segundo lugar, la Figura 10 B muestra que el par de cebadores act-rat-F / act-rat-R 

diseñados para la beta actina de rata no es capaz de generar un producto de amplificación 

cuando el único ADN genómico molde presente en el tubo de reacción corresponde a ADN 

genómico de ratón (Carril 7). Además, con este juego de cebadores se logró detectar de 

forma evidente un nivel mínimo de contaminación con ADN genómico de rata del 20% en la 

simulación de contaminación (Carril 2). 

A partir de los resultados obtenidos para ambos pares de cebadores diseñados para la 

detección de genes blanco de rata, se puede concluir que no detectan inespecíficamente 

ADN genómico de ratón. En cuanto a la sensibilidad de estos cebadores se observó que, los 

diseñados para amplificar una región del gen de la beta actina de rata poseen una mayor 

sensibilidad que el par de cebadores destinados a la detección de una región del gen de la 

beta globina de rata. 

Por último, en la Figura 10 C se puede observar que el par de cebadores act-bHam-1F / act-

bHam-1R diseñados para la detección de la beta actina de hámster, los mismos no son 

capaces de generar un producto de amplificación cuando la reacción de PCR ocurre sólo en 

presencia de ADN genómico molde de ratón (Carril 7). Este juego de cebadores fue capaz 
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de detectar un nivel mínimo de contaminación de ADN genómico de ratón con ADN 

genómico de hámster chino derivado de la línea celular CHOK1 del 10% (Carril 1) en la 

simulación de contaminación, siendo la detección de un nivel de contaminación del 40% o 

50% más evidente (Carril 4). 

Utilizando la estrategia antes mencionada se continuará con el análisis del resto de los 

juegos de cebadores descritos en el ensayo de verificación especie de líneas celulares, tanto 

para la evaluación de su especificidad de especie como para el análisis de la sensibilidad de 

cada par en la detección de mínimos niveles de contaminación. Una vez realizados todos 

los controles se contará con un método robusto y eficiente basado en PCR que permitirá la 

detección de contaminaciones cruzadas con líneas celulares de diferentes especies y la 

verificación de la especie de la línea celular con la que se esté trabajando, lo cual es de vital 

importancia para la validación de ensayos in vitro que involucran el uso de líneas celulares. 

En el caso del ensayo in vitro basado en el método hCLAT, donde se trabajó con la línea 

celular THP-1 que fue adquirida directamente de un repositorio celular, que posee un número 

de pasajes bajo y que fue manipulada siguiendo normas de buenas prácticas de laboratorio, 

no consideramos que la verificación de especie y la búsqueda de contaminaciones cruzadas 

fuera necesario en esta etapa para su utilización. Sin embargo, este ensayo basado en PCR 

para la verificación de especie de líneas celulares es una herramienta útil con la que contar 

en el laboratorio, la cual se aplicará a las células THP-1 y al resto de líneas celulares que 

constituyen el banco celular de la Unidad de Biología Celular.  
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Figura 10. Análisis de productos de amplificación obtenidos en ensayos de simulación de 

contaminaciones. A. Simulación de contaminación la línea celular de ratón NIH 3T3 con la línea celular de 

rata H9C2. El par de cebadores utilizado en este ensayo fue glo-rat-F / glo-rat-R2. B. Simulación de 

contaminación la línea celular de ratón NIH 3T3 con la línea celular de rata H9C2. El par de cebadores utilizado 

en este ensayo fue act-rat-F / act-rat-R. C. Simulación de contaminación la línea celular de ratón NIH 3T3 con 

la línea celular de hámster chino CHOK1. El par de cebadores utilizado en este ensayo fue act-bHam-1F / act-

bHam-1R. MPM: marcador de peso molecular. 
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5.3. Ensayo de activación de línea celular humana (hCLAT) 

Previo a la utilización de este ensayo en la evaluación de la sensibilización dérmica de 

sustancias, los laboratorios deben demostrar su competencia en el desarrollo del método. 

Para ello, se debe llevar a cabo el ensayo utilizando las diez sustancias de acción conocida 

recomendadas en la guía OECD 442E (TG 442E) (Sustancias de competencia).  

En este trabajo, en una primera instancia, fueron evaluadas dos de las sustancias 

recomendadas, 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB) y ácido láctico. El DNCB es definido por la 

guía como control positivo del ensayo y el ácido láctico como control negativo. 

Posteriormente, se trabajó con otras de las sustancias de competencia, el sulfato de níquel, 

el isopropanol y el glicerol. Además, se ensayó un herbicida de uso agrícola denominado 

PARAQUAT (Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo) (proporcionado por la empresa 

CALISTER). Las características de las sustancias de competencia empleadas en este 

trabajo se resumen en la Tabla A2.1. 

Las células THP-1 empleadas en este trabajo fueron descongeladas a partir de crioviales 

del banco celular de trabajo generado como se indicó en la sección 4.1.4. y las mismas 

fueron mantenidas en cultivo durante dos semanas antes de ser utilizadas. 

 

5.3.1. Medición de la citotoxicidad: búsqueda de la concentración CV75 para el Ácido 

Láctico y el DNCB 

En primer lugar, es necesario establecer para cada sustancia a evaluar la máxima 

concentración subtóxica, que no provoque más de un 25% de muerte celular, con las cuales 

analizar el efecto sobre los niveles de expresión de las moléculas CD54 y CD86. Se 

determinó entonces la concentración de la sustancia con la cual se obtiene un 75% de 
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viabilidad celular (CV75) en el cultivo de células THP-1, mediante la realización de una curva 

de dosis-respuesta. En el caso de no haber determinado el CV75, por no haberse observado 

suficiente citotoxicidad en el ensayo de búsqueda de la concentración CV75, la guía OECD 

442E (TG 442E) establece que se deberá partir de la mayor concentración del reactivo 

analizada para evaluar la expresión de las moléculas CD54 y CD86. 

Luego de la incubación de las células THP-1 con 8 diluciones seriadas en base dos de la 

sustancia a ensayar (preparación descrita en sección 4.5.1.2.), la viabilidad celular fue 

determinada mediante tinción con Ioduro de Propidio (IP) y análisis por citometría de flujo 

como fue descrito en la sección 4.5.1.4. La estrategia de gating incluyó, en primer lugar, la 

selección de las células THP-1 Totales (viables y no viables) en un dot plot Side Scatter 

(SSC) en función de Forward Scatter (FSC). Luego, dicha región fue aplicada sobre un dot 

plot FSC-Área (FSC-A) en función de FSC-Altura (FSC-H), donde fue establecida una 

segunda región: Singuletes. Finalmente, esta región Singuletes fue aplicada sobre un dot 

plot SSC en función del canal de detección de fluorescencia FL2 (laser 488, Filtro 585/40) 

para determinar una tercera población, denominada Ioduro de Propidio Positivas (IP+) 

(Figura 11). Esta última región se definió en función de la fluorescencia de células sin marcar 

con IP. 
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Figura 11. Estrategia de gating para el análisis del ensayo de medición de la citotoxicidad y búsqueda 

de la concentración CV75 de los compuestos a ensayar. A. Estrategia de gating aplicada sobre una muestra 

control de medio RPMI-1640 completo sin tinción con ioduro de propidio. Los gates THP-1 Totales, Singuletes 

y Ioduro de propidio positivas (IP+) fueron establecidos para esta muestra y posteriormente extrapolados a 

todas las muestras con tinción con ioduro de propidio (control de medio RPMI-1640 completo, control de 

vehículo DMSO y tratadas con las diferentes concentraciones del reactivo a ensayar). B. Extrapolación de la 

estrategia de gating aplicada sobre A a una muestra tratada con una concentración de reactivo que exhibió un 

20,5% de THP-1 positivas para ioduro de propidio (79,5% de viabilidad celular). 

 

 

5.3.1.1. Búsqueda de la concentración CV75 para el Ácido Láctico 

Para la medición de la citotoxicidad y búsqueda de la concentración CV75 del ácido láctico, 

en una primera aproximación, se generó un ensayo donde la máxima concentración en la 

placa fue 1000 µg/mL. La curva dosis/respuesta resultante de este ensayo muestra que la 

viabilidad celular fue mayor al 75% para todas las concentraciones analizadas (Figura 12).  
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Figura 12. Curvas dosis/respuesta obtenidas a partir de los ensayos de citotoxicidad realizados con el 

reactivo ácido láctico. A. Curva dosis/respuesta obtenida a partir del ensayo de citotoxicidad realizado con el 

reactivo ácido láctico en un rango de concentraciones de 7,81 - 1000 µg/mL.  

 

Dado que, bajo este rango de concentraciones de ácido láctico no se observó citotoxicidad, 

se realizaron otros ensayos de medición de la toxicidad con una concentración máxima en 

placa del ácido láctico de 2000 µg/mL (Figura 13 A) y 2500 µg/mL (Figura 13 B). Las curvas 

dosis/respuesta obtenidas, sin embargo, no muestran viabilidades celulares menores al 75% 

para ninguna de las concentraciones analizadas.  

A partir de estos resultados, se decidió llevar a cabo el ensayo de medición de los niveles 

de expresión de las moléculas de superficie CD54 y CD86 a partir de las concentraciones 

3000 µg/mL y 3600 µg/mL de ácido láctico. 
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Figura 13. Curvas dosis/respuesta obtenidas a partir de los ensayos de citotoxicidad realizados con el 

reactivo ácido láctico. A Curva dosis/respuesta obtenida a partir del ensayo de citotoxicidad realizado con el 

reactivo ácido láctico en un rango de concentraciones de 15,625 - 2000 µg/mL. B. Curva dosis/respuesta 

obtenida a partir del ensayo de citotoxicidad realizado con el reactivo ácido láctico en un rango de 

concentraciones de 19,55 - 2500 µg/mL. 

 

5.3.1.2. Búsqueda de la concentración CV75 para el DNCB 

El ensayo para la medición de la citotoxicidad y búsqueda de la concentración CV75 del 

DNCB fue llevado a cabo partiendo de una concentración máxima en placa de 1000 µg/mL 

(Figura 14). En la curva dosis/respuesta obtenida para este reactivo, la menor concentración 

evaluada, la cual corresponde a 3,9 µg/mL, generó un valor de viabilidad del 73.1% (Tabla 

A2.2). Con este resultado, no fue posible calcular la concentración CV75 para el DNCB 

aplicando la ecuación que fue indicada en la sección 4.5.1.5., en la cual debe ser incluido el 

primer valor de viabilidad celular por encima de 75% y el primer valor de viabilidad celular 

por debajo de 75%, junto con las respectivas concentraciones de ácido láctico que generaron 

dichos valores de viabilidad celular. 
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Figura 14. Curva dosis/respuesta obtenida a partir del ensayo de citotoxicidad realizado con el reactivo 

DNCB. El rango de concentración del reactivo en placa fue 3,9 - 1000 µg/mL 

 

Con la concentración del 3,9 µg/mL de DNCB se obtuvo una viabilidad del 73,1%, muy 

cercana al 75% buscado. Por otra parte, la guía OECD recomienda el uso de una 

concentración de 4 µg/mL de DNCB como control positivo del ensayo (Tabla A2.1), por lo 

que se seleccionó esta concentración para realizar el ensayo de activación.  
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5.3.2. Medición de los niveles de expresión de los marcadores de superficie celular 

CD54 y CD86  

El cambio en los niveles de expresión de las moléculas de superficie celular CD54 y CD86 

tras la exposición de las células THP-1 a un compuesto fue evaluado en ocho diluciones 

seriadas en base 1,2 de la forma en la que se describe en la sección 4.5.2.2. 

La viabilidad celular fue analizada luego de la incubación de las células THP-1 con las 

diferentes concentraciones del reactivo a ensayar mediante la tinción con IP y análisis por 

citometría de flujo como fue descrito en la 4.5.1.4. y mediante la aplicación de la estrategia 

de gating descrita en la sección 5.3.1. 

Luego, los niveles de expresión de las moléculas mencionadas fueron evaluados mediante 

marcación de las células THP-1 con anticuerpos específicos para dichas moléculas y análisis 

por citometría de flujo donde la estrategia de gating incluyó, en primer lugar, la selección de 

las células THP-1 Viables en un dot plot SSC en función de FSC. Luego, dicho gate fue 

aplicado sobre un dot plot FSC-A en función de FSC-H, donde fue establecido un segundo 

gate: Singuletes. Finalmente, el gate Singuletes fue aplicado sobre histogramas para los 

canales de detección de fluorescencia FL1 (PE) y FL2 (FITC), donde se determinó un tercer 

gate, denominado FITC+ o PE+, dependiendo de la molécula de superficie analizada (Figura 

15). 

Este tercer gate fue generado para monitorear los resultados del ensayo a medida que las 

adquisiciones eran llevadas a cabo, pero no fue realizado con el fin de seleccionar 

poblaciones de células THP-1 positivas para las moléculas analizadas (para las cuales 

existen niveles de expresión basales detectables). El análisis de los cambios en los niveles 

de expresión de las moléculas CD86 y CD54 tras la incubación de las células THP-1 con un 

compuesto involucra la evaluación de valores de intensidad de fluorescencia media y el 
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cálculo de valores de intensidad de fluorescencia relativa como se indica en la sección 

4.5.2.5. 

 

Figura 15. Estrategia de gating para el análisis de los niveles de expresión de los marcadores de 

superficie celular CD54 y CD86. A. Estrategia de gating aplicada sobre una muestra control de medio RPMI-

1640 completo sin marcación con ninguno de los anticuerpos. Los gates THP-1 Totales, Singuletes y FITC+ y 

FITC- fueron establecidos para esta muestra y posteriormente extrapolados a todas las muestras marcadas 

con anti-CD54-FITC (control de medio RPMI-1640 completo, control de vehículo DMSO, control positivo 

(DNCB), control negativo (ácido láctico) y a las muestras tratadas con las diferentes concentraciones del 

reactivo a ensayar). B. Extrapolación de la estrategia de gating aplicada sobre A a una muestra tratada con 

una concentración de reactivo y marcada con el anticuerpo anti-CD54-FITC. 
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5.3.2.1 Titulación de anticuerpos 

En esta sección se exponen los resultados obtenidos para la titulación de los anticuerpos 

anti-CD54-FITC y anti-CD86-PE. Esta titulación fue realizada con el fin de determinar las 

concentraciones de estos anticuerpos a utilizar en el ensayo de medición de la expresión de 

los marcadores de superficie CD54 y CD86 del método hCLAT. Se buscó determinar la 

concentración de cada anticuerpo que generara una señal máxima con el menor ruido 

posible, el cual puede deberse a uniones inespecíficas o de baja afinidad de los anticuerpos 

cuando los mismos se encuentran presentes en exceso. Por lo tanto, la concentración óptima 

es la que proporciona una mejor relación señal/ruido con el menor consumo de estos 

biorreactivos. 

Para llevar a cabo esta titulación, se ensayaron por duplicado diferentes diluciones del 

anticuerpo anti-CD54-FITC (1/50, 1/100 y 1/200) y del anticuerpo anti-CD86-PE (1/20, 1/50 

y 1/100) sobre células THP-1 tratadas con DNCB a una concentración final en placa de 4 

µg/mL con la cual se logra la activación de estas células  y con el control de disolvente DMSO 

a una concentración final de 0,20%. 

Los niveles de Intensidad de Fluorescencia Media geométrica (MFI) tanto para las células 

tratadas con DNCB como para las células incubadas con el control de disolvente (DMSO) 

fueron evaluados por citometría de flujo y mediante la aplicación de la estrategia de gating 

indicada en la sección 5.3.2. A partir de estos resultados, se evaluó la dilución óptima de 

cada anticuerpo para la cual existe una mejor relación señal ruido mediante el cálculo del 

Stain Index (SI) y la observación de los plots de citometría obtenidos para las células tratadas 

y las células control. La Tabla 5 resume los resultados obtenidos para este ensayo en cuanto 

a valores de MFI. 
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Tabla 5. Resultados promedio de dos réplicas del ensayo de titulación de los anticuerpos anti-CD54-

FITC y anti-CD86-PE. MFI: Intensidad de Fluorescencia Media geométrica. 

 

Como puede observarse, para el anticuerpo anti-CD54-FITC, el mejor valor de SI obtenido 

fue el resultante para una dilución 1/100 del mismo. Las diluciones 1/50 y 1/200 presentaron 

valores menores al observado para la dilución 1/100. Para el caso del anticuerpo anti-CD86-

PE, el SI fue similar para las diluciones 1/20 y 1/50 del mismo y menor para la dilución 1/100. 

Por otra parte, al comparar los porcentajes de células positivas para la marcación con anti-

CD54-FITC en los dot plots obtenidos para las células control de disolvente con los de las 

células tratadas con DNCB (Figura 16), se observa que con la dilución 1/200 del anticuerpo 

se obtiene una mayor diferencia entre las células tratadas y sin tratar. A partir de estos 

resultados, la dilución 1/200, que corresponde a una concentración de 0,5 μg/mL del 

Muestras

Viabilidad 

Celular 

Promedio (%)

Dilución 

1/50

Dilución 

1/100

Dilución 

1/200

Dilución 

1/20

Dilución 

1/50

Dilución 

1/100

DNCB (4µg/mL) 70,05 12,10 12,70 8,19 4,87 4,34 3,59

Control de 

disolvente DMSO 

(0,20%)

95,82 6,05 3,45 4,06 3,10 2,86 2,66

0,79 0,85 0,98 0,15 0,11 0,10

3,82 5,44 2,11 5,96 6,54 4,65

Valores de MFI promedio para 

anti-CD54-FITC

Valores de MFI promedio para 

anti-CD86-PE

Stain Index (MFI DNCB - MFI DMSO)/(2sd DMSO)

Desvío estándar (sd) de valores MFI de células control de disolvente (DMSO)
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anticuerpo anti-CD54-FITC, fue elegida para ser utilizada en el ensayo de medición de los 

niveles de expresión de marcadores de superficie celular en el método hCLAT. 

 

Figura 16. Dot plots obtenidos a partir del análisis por citometría de flujo del ensayo de titulación del 

anticuerpo anti-CD54-FITC. Se muestran los niveles de fluorescencia detectada mediante el canal de 

detección FL1 para células THP-1 tratadas con DNCB (4 μg/mL) o con el control de disolvente DMSO (0,20%) 

y marcadas con diferentes concentraciones del anticuerpo anti-CD54-FITC, correspondientes a las diluciones 

1/50, 1/100 y 1/200 del mismo. Los cuadrantes de las células FITC+ se determinaron a partir del análisis de 

células control de disolvente sin marcar. 

 



68 
 

En cuanto al anticuerpo anti-CD86-PE, la Figura 17 muestra que, los porcentajes de células 

positivas obtenidas en los dot plots de las células control de disolvente y de las células 

tratadas con DNCB para las diluciones del anticuerpo 1/20 y 1/50 son muy similares. Estas 

diluciones de anticuerpo produjeron los mejores valores de SI, por lo que, se seleccionó la 

dilución 1/50 de este anticuerpo para ser usada en el ensayo de medición de los niveles de 

expresión de marcadores de superficie mediante el método hCLAT. La dilución 1/50 del 

anticuerpo anti-CD86-PE corresponde a una concentración de 1 μg/mL del mismo. 
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Figura 17. Dot plots obtenidos a partir del análisis por citometría de flujo del ensayo de titulación del 

anticuerpo anti-CD86-PE. Se muestran los niveles de fluorescencia detectada mediante el canal de detección 

FL2 para células THP-1 tratadas con DNCB (4 μg/mL) o con el control de disolvente DMSO (0,20%) y marcadas 

con diferentes concentraciones del anticuerpo anti-CD86-PE, correspondientes a las diluciones 1/20, 1/50 y 

1/100 del mismo. Los cuadrantes de las células PE+ se determinaron a partir del análisis de células control de 

disolvente sin marcar. 

La viabilidad de las muestras analizadas siempre fue superior al 50% para las células 

tratadas con DNCB y mayor a 90% para los controles de disolvente (DMSO). 

A partir de los resultados de la titulación de los anticuerpos anti-CD54-FITC y anti-CD86-PE, 

se definieron las concentraciones de anticuerpos a usar con los controles de isotipo en el 

ensayo de medición de los niveles de expresión de moléculas de superficie en el método 

hCLAT. 

Se utilizó una dilución 1/2500 para el anticuerpo Mouse IgG1 sin conjugar, la cual 

corresponde a una concentración de 1 µg/mL de este anticuerpo y una dilución de 1/1000 

de un anticuerpo secundario anti-Mouse IgG1-PE para revelar el control de isotipo. A su vez, 

fue utilizada una dilución 1/100 del anticuerpo Mouse IgG1-FITC, la cual corresponde a una 

concentración de 5 µg/mL. 

Como se observa en los histogramas donde se superpone la fluorescencia de las células sin 

marcación y marcadas con los controles de isotipo, no se observa marcación inespecífica de 

las inmunoglobulinas de ratón, ni en las células tratadas con DNCB (Figura 18 A y C), ni en 

las células incubadas con el control de disolvente (DMSO) (Figura 18 B y D). Esto indica que 

las inmunoglobulinas de ratón no interaccionarían con componentes celulares de superficie 

de la línea THP-1 en las condiciones de marcación y de lavado establecidas. 

Finalmente, es pertinente mencionar que se incluyeron los controles de isotipos para cada 

anticuerpo estudiado debido a que está estipulado en la guía OECD. Sin embargo, desde 

hace varios años, es un tema de debate dentro de la comunidad científica que utiliza 
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citometría de flujo. La tendencia generalizada en los últimos años es no utilizar controles de 

isotipo (Maecker et al., 2006; Hulspas et al., 2009), salvo en determinadas circunstancias. 
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Figura 18. Superposición de la fluorescencia de las células tratadas con DNCB o con DMSO (control de 

disolvente) sin marcación y marcadas con los controles de isotipo.  

 

5.3.2.2. Modelo predictivo y criterios de aceptación del ensayo hCLAT 

Una predicción hCLAT es considerada positiva si por lo menos una de las dos condiciones 

siguientes se observa en 2 de 2, o en 2 de 3 ensayos independientes. De lo contrario, la 

predicción hCLAT es considerada negativa. 

• La RFI de CD86 es igual o mayor a 150% para cualquiera de las concentraciones 

ensayadas. 

• La RFI de CD54 es igual o mayor a 200% para cualquiera de las concentraciones 

ensayadas. 

Los valores de RFI fueron calculados mediante la aplicación de la ecuación indicada a 

continuación, la cual establece la relación entre la intensidad media de fluorescencia (MFI) 

de las células tratadas con el reactivo y a las tratadas con el control de disolvente, habiendo 

restado previamente a estas MFI los valores de MFI del control de isotipo. 

 

𝑅𝐹𝐼 =
𝑀𝐹𝐼 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 − 𝑀𝐹𝐼 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑖𝑠𝑜𝑡𝑖𝑝𝑜  𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑀𝐹𝐼  𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑀𝐹𝐼 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑖𝑠𝑜𝑡𝑖𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 
 ×  100 

Donde: 

• MFI células tratadas corresponde a la MFI de las células tratadas con el compuesto. 

• MFI control de isotipo tratadas corresponde a la MFI del control de isotipo de las 

células tratadas con el compuesto. 

• MFI control corresponde a la MFI de las células incubadas con el control de medio o 

disolvente. 
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• MFI control de isotipo control corresponde a la MFI de las células del control de isotipo 

incubadas con el control de medio o disolvente. 

Según la guía OECD 442E (TG 442E), si los dos primeros ensayos resultan positivos para 

CD86 y/o CD54, entonces la predicción hCLAT es considerada positiva y no es necesario 

realizar un tercer ensayo. De forma similar, si los dos primeros ensayos resultan negativos 

para CD86 y/o CD54, la predicción hCLAT es considerada negativa, sin la necesidad de 

realizar un tercer ensayo. Sin embargo, si el primer ensayo resulta positivo para un marcador 

y el segundo ensayo resulta positivo para el otro, un tercer ensayo es requerido. Si el 

resultado de este tercer ensayo resulta negativo para ambos marcadores, la predicción 

hCLAT será considerada como negativa. De otro modo, si el tercer ensayo resulta positivo 

para cualquiera de los dos marcadores o para ambos, entonces la predicción hCLAT deberá 

ser tomada como positiva (Figura 19). 
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Figura 19. Modelo predictivo utilizado en el método hCLAT. P1: ensayo con un resultado positivo sólo para 

CD86. P2: ensayo con un resultado positivo sólo para CD54. P12: ensayo con resultados positivos tanto para 

CD54 como para CD86. N: ensayo sin resultados positivos para ninguno de los marcadores. *Diagramas en 

donde se muestran las combinaciones posibles de resultados generados a partir de los primeros dos ensayos 

independientes. #Diagramas donde se muestran las combinaciones posibles de resultados generados a partir 

de la realización de tres ensayos independientes en base a los resultados obtenidos para los dos primeros 

ensayos mostrados en los diagramas anteriores. 

 

Según es requerido por la guía, deben cumplirse las siguientes condiciones para que los 

resultados del método hCLAT sean aceptados: 

• La viabilidad de las muestras tratadas con las diferentes concentraciones del 

compuesto a ensayar, a partir de las cuales se miden los niveles de expresión de 
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CD54 y CD86, debe ser mayor al 50% en por lo menos cuatro de las concentraciones 

analizadas en cada ensayo independiente.  

• Las viabilidades celulares de los controles de medio y de vehículo deben superar el 

90%. 

• En los controles de vehículo (DMSO), los valores de RFI para ambos marcadores de 

superficie celular, CD54 y CD86, no deben exceder el criterio de positividad (deben 

ser menores a 150% para CD86 y menores a 200% para CD54). Los valores de RFI 

del control de vehículo fueron calculados utilizando la fórmula descripta en la sección 

4.5.2.5., reemplazando “MFI de las células tratadas con el compuesto” por “MFI del 

control de vehículo/disolvente” y “MFI del control de vehículo/disolvente” por “MFI del 

control de medio”. 

• Para los controles de medio y de vehículo/disolvente, la proporción de MFI CD86 o 

MFI CD54 con respecto al MFI del isotipo correspondiente debe ser mayor a 105%. 

• En el control positivo (DNCB), los valores de RFI para ambos marcadores de 

superficie celular, CD54 y CD86, deben cumplir con el criterio de positividad y la 

viabilidad celular de este control debe ser mayor a 50%. 

• Los resultados negativos son aceptables sólo para los compuestos que exhiben una 

viabilidad celular menor al 90% para la mayor concentración analizada, a menos que 

se esté trabajando con la máxima concentración en placa permitida por la guía OECD 

442E (TG 442E), 5000 μg/mL (para reactivos disueltos en medio de cultivo RPMI-

1640 completo) o 1000 μg/mL (para reactivos disueltos en DMSO). Entonces, de esta 

forma un resultado negativo puede ser aceptado, aunque la viabilidad celular se 

encuentre por encima del 90%. 
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5.3.2.3. Medición de los niveles de expresión de las moléculas de superficie celular CD54 

y CD86 tras incubación de células con DNCB 

La guía indica que la concentración CV75 hallada para cada reactivo analizado debe ser 

utilizada para determinar el rango de concentraciones del compuesto a ser empleado para 

evaluar el cambio en los niveles de expresión de las moléculas CD54 y CD86. Dado que 

para el caso del DNCB con 4 µg/mL se obtuvo una viabilidad del 73.1 en los ensayos para 

la medición de los niveles de expresión de CD54 y CD86, se utilizó un rango de 

concentraciones de 1,67 - 6 µg/mL. Dentro de este rango de concentraciones se encuentra 

el valor de concentración de DNCB sugerido por la guía para ser utilizado como control 

positivo de los experimentos (4 μg/mL).  

Las Tablas 6 y 7 resumen los resultados encontrados para el DNCB en dos ensayos 

independientes. 

En cuanto a los criterios de aceptación que los ensayos deben cumplir, en los dos ensayos 

realizados (Tablas 6 y 7), para los controles de medio y de vehículo/disolvente, la proporción 

de MFI CD86 o MFI CD54 con respecto al MFI del isotipo correspondiente fue mayor a 105%. 

En los controles de vehículo (DMSO), los valores de RFI para ambos marcadores de 

superficie celular, CD54 y CD86, no excedieron el criterio de positividad. Para el rango de 

concentraciones de DNCB ensayadas, las viabilidades celulares siempre mostraron valores 

superiores al 50% y mayores al 90% para los controles de medio y disolvente (DMSO). 

Se esperaba que, para los dos ensayos realizados con este compuesto, el cálculo de la RFI 

de ambos marcadores de superficie celular superara el criterio de positividad descripto en la 

sección 5.3.2.2., siendo mayores a 150% para CD86 y mayores a 200% para CD54 Tabla 

A2.1. Efectivamente, en los dos ensayos se observó que el DNCB resultó positivo tanto para 

CD54 como para CD86 en alguna de las concentraciones probadas.  
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Además, se observa en la Tabla 7, que para la concentración de DNCB 4,2 μg/mL, la cual 

es muy similar a la propuesta por la guía como control positivo de sensibilización (4 μg/mL), 

el criterio de positividad no es superado al mirar el marcador CD54. Observando que los 

valores de viabilidad celular generados por esta concentración de DNCB es alta, podría ser 

conveniente aumentar la concentración de DNCB utilizada en los controles positivos del 

método hCLAT.  
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5.3.2.4. Medición de los niveles de expresión de las moléculas de superficie celular CD54 

y CD86 tras incubación de células con Ácido Láctico 

Para la medición de los niveles de expresión de los marcadores de superficie celular CD54 

y CD86 de las células THP-1 tras la exposición de las mismas al ácido láctico, en primer 

lugar, se ensayó un rango de concentraciones de 837,2 - 3000 µg/mL.  Posteriormente, se 

realizaron otros dos ensayos donde se aumentó la concentración máxima en placa de ácido 

láctico analizando 3600 µg/mL, de forma tal de asegurar que se estaban evaluando las 

máximas concentraciones subtóxicas posibles. 

En cuanto a los criterios de aceptación para los ensayos, en los controles de medio y de 

vehículo/disolvente, la proporción de MFI CD86 o MFI CD54 con respecto al MFI del isotipo 

correspondiente fue siempre mayor a 105% para los tres ensayos. Sin embargo, en el 

segundo ensayo (Tabla 9), el control positivo de sensibilización (DNCB) no superó el criterio 

de positividad para el marcador CD54. Esto indica que este ensayo no puede tomarse como 

válido. Los valores de viabilidad celular para los controles de medio y disolvente (DMSO) 

siempre fueron mayores al 90%. 

Se esperaba que, para por lo menos dos ensayos realizados con este compuesto, el cálculo 

de la RFI de ambos marcadores de superficie celular no superara el criterio de positividad 

descripto en la sección 5.3.2.2., siendo menores a 150% para CD86 y menores a 200% para 

CD54 (Tabla A2.1). En el primer ensayo realizado (Tabla 8), para la concentración 2500 

µg/mL de ácido láctico, el valor de RFI obtenido para el marcador CD54 superó el criterio de 

positividad (mayor a 200%). Sin embargo, este resultado no se repitió en ninguno de los 

otros dos ensayos (Tablas 9 y 10). En el último ensayo (Tabla 10), la concentración 2083 

µg/mL de ácido láctico generó un valor de viabilidad menor al 90% y resultados negativos 
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para el RFI de ambos marcadores, por lo que el resultado de este ensayo independiente 

puede considerarse negativo para la predicción de sensibilización dérmica. 

Finalmente, para el rango de concentraciones de ácido láctico ensayadas, la variabilidad en 

los valores de viabilidad celular observada en los ensayos de medición de citotoxicidad 

parece continuar. 

Con los resultados obtenidos, no pudo determinarse al compuesto ácido láctico como una 

sustancia potencialmente no sensibilizadora ya que uno de los ensayos independientes 

resultó positivo para un marcador, en otro, no se obtuvo el resultado esperado para el control 

positivo y el último resultó negativo para ambos marcadores. 

Se deberá repetir este ensayo para poder realizar conclusiones sobre el potencial de 

sensibilización del ácido láctico. Podrían realizarse ensayos de medición de citotoxicidad a 

partir de un formato de diluciones con una base menor a dos para hallar un valor de 

concentración de ácido láctico que genere un valor de viabilidad celular cercano al 75% y, a 

partir de aquí, continuar con la medición de los niveles de expresión de los marcadores de 

superficie. 
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5.3.3. Medición de la citotoxicidad: búsqueda de la concentración para otras 

sustancias analizadas 

Paralelamente, se continuó avanzando en el análisis de otras sustancias de competencia 

propuestas por la guía para la implementación del ensayo hCLAT. En particular, se comenzó 

a realizar ensayos de citotoxicidad para la búsqueda de la concentración CV75 para el 

Sulfato de Níquel, Glicerol y el Isopropanol. Además, se evaluó la citotoxicidad de un 

herbicida de uso agrícola denominado PARAQUAT. 

 

5.3.3.1 Búsqueda de la concentración CV75 para el Sulfato de Níquel (NiSO4) 

Se realizó una curva dosis respuesta para la búsqueda de la concentración CV75 del reactivo 

NiSO4, donde la máxima concentración en placa fue 1000 µg/mL (Figura 20). El valor de la 

concentración CV75 para este reactivo fue calculada aplicando la ecuación que fue indicada 

en la sección 4.5.1.5., la cual incluye al primer valor de viabilidad celular por encima de 75% 

y el primer valor de viabilidad celular por debajo del 75%, y las respectivas concentraciones 

de NiSO4 que los generan. El valor CV75 resultó ser 194,82 µg/mL. La Tabla A2.1 muestra 

que este valor se encuentra por encima del rango de concentraciones CV75 esperadas para 

este reactivo según lo indica la guía. Este ensayo podría ser repetido para observar si nuevos 

valores CV75 obtenidos concuerdan con el rango de concentraciones planteado por la guía. 

A partir de los resultados que se obtengan de la repetición de este ensayo, se analizarán los 

cambios en los niveles de expresión de las moléculas CD54 y CD86 de superficie tras 

incubación de las células THP-1 con concentraciones apropiadas de este reactivo. La guía 

menciona que este compuesto genera resultados positivos para sensibilización sobre el 

marcador CD86 y negativos sobre el marcador CD54 (Tabla A2.1). 
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Figura 20. Curva dosis/respuesta obtenida a partir del ensayo de citotoxicidad realizado con el reactivo 

NiSO4 en un rango de concentraciones de 7,81 - 1000 µg/mL.  

 

5.3.3.2. Búsqueda de la concentración CV75 para el Glicerol 

El ensayo para la medición de la citotoxicidad y búsqueda de la concentración CV75 del 

glicerol fue realizado partiendo de una concentración máxima de glicerol en placa de 2500 

µg/mL (Figura 21). En este ensayo, el compuesto no muestra ser citotóxico. La viabilidad 

celular resultó mayor a 75% para todas las concentraciones analizadas. Se debe repetir este 

ensayo evaluando una concentración máxima en placa de 5000 µg/mL para analizar si el 

compuesto es citotóxico a la máxima concentración de reactivo que la guía permite utilizar. 

De no serlo, para el análisis de los niveles de expresión de los marcadores de superficie 

CD54 y CD86, se usará la concentración 5000 µg/mL como máxima.  
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Figura 21. Curva dosis/respuesta obtenida a partir del ensayo de citotoxicidad realizado con el reactivo 

glicerol en un rango de concentraciones de 19,55 - 2500 µg/mL.  

 

5.3.3.3. Búsqueda de la concentración CV75 para el Isopropanol 

En el caso del isopropanol, el ensayo para la búsqueda de la concentración CV75 fue llevado 

a cabo, en primer lugar, partiendo de una concentración máxima en placa de 1000 µg/mL 

(Figura 22 A), donde la viabilidad celular resultó mayor a 75% para todas las concentraciones 

analizadas y el compuesto no muestra ser citotóxico. Posteriormente, se realizó un segundo 

ensayo donde la concentración máxima de isopropanol en placa fue 2500 µg/mL (Figura 22 

B). En este segundo ensayo, el compuesto tampoco demostró citotoxicidad. Se deberá 

repetir el ensayo evaluando una concentración máxima en placa de 5000 µg/mL para 

verificar la ausencia de citotoxicidad o comprobar lo contrario para poder establecer una 

concentración CV75. De no presentar citotoxicidad cuando sea evaluada la concentración 

5000 µg/mL, para el análisis de los niveles de expresión de los marcadores de superficie 

CD54 y CD86, la misma se usará como concentración máxima.  
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Figura 22. Curvas dosis/respuesta obtenidas a partir de los ensayos de citotoxicidad realizados con el 

reactivo isopropanol. A. El rango de concentraciones del reactivo utilizado fue de 15,625 - 2000 µg/mL. B. El 

rango de concentraciones del reactivo utilizado fue de 19,55 - 2500 µg/mL. 

 

5.3.3.4. Búsqueda de la concentración CV75 para el PARAQUAT (Dicloruro de 1,1'-dimetil-

4,4'-bipiridilo) 

Finalmente, se buscó determinar la concentración CV75 del herbicida PARAQUAT mediante 

un ensayo de dosis/respuesta, donde la concentración máxima del reactivo en placa fue de 

500 µg/mL. En el caso de este reactivo, en vez de un formato de ocho diluciones en serie 

propuesto por la guía, se generaron siete (Figura 23). El cálculo de la concentración CV75 

para este reactivo fue realizado como se indica en la sección 4.5.1.5. y resultó ser 135,76 

µg/mL. Podría repetirse este mismo ensayo para verificar el valor de concentración CV75 

obtenido antes de realizar el análisis del cambio en los niveles de expresión de las moléculas 

de superficie CD54 y CD86. 

Este reactivo ha sido previamente analizado para sensibilización cutánea mediante la prueba 

in vivo en cobayos (TG 406), donde se determinó al mismo como no sensibilizador (Nutrien 

Ag Solutions Argentina, 2016). 
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Figura 23. Curva dosis/respuesta obtenida a partir del ensayo de citotoxicidad realizado con el reactivo 

PARAQUAT. El rango de concentración del reactivo en placa fue 7,81 - 500 µg/mL. 
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6. CONCLUSIONES 

En el presente trabajo, en primer lugar, se caracterizó la línea celular THP-1 mediante la 

generación de una curva de crecimiento, a partir de la cual se estimó el tiempo de generación 

de la línea, el cual resultó ser de 20,39 horas. Además, fueron evaluados los cambios en las 

concentraciones de glucosa y lactato en función del tiempo transcurrido en un cultivo 

discontinuo y se estimó la tasa de incorporación de glucosa.  

En segundo lugar, se inició la puesta a punto de un ensayo basado en PCR para la 

verificación de especie de líneas celulares, el cual puede utilizarse para la detección de 

contaminación cruzada entre líneas celulares de diferentes especies. Se determinaron las 

condiciones óptimas para los pares de cebadores involucrados en este ensayo y se comenzó 

a evaluar la especificidad de especie y la sensibilidad de detección de los mismos. Hasta el 

momento, se comprobó que los juegos de cebadores diseñados para la detección de la beta 

globina y la beta actina de rata, así como los diseñados para la detección de la beta globina 

de hámster, no detectan inespecíficamente ADN genómico de ratón. 

Por último, se comenzó con la implementación del ensayo in vitro de Activación de Línea 

Celular Humana correspondiente a la guía OECD 442E, para la evaluación de la 

potencialidad de compuestos químicos de inducir una respuesta de hipersensibilidad tras el 

contacto de los mismos con la piel. Se evaluó la citotoxicidad de cinco de las diez sustancias 

de competencia recomendadas por esta guía para la implementación del ensayo, si bien es 

necesario expandir las concentraciones evaluadas para alguna de ellas. En cuanto a los 

cambios en los niveles de expresión de las moléculas de superficie CD54 y CD86 para 

células THP-1 se evaluó el efecto de las sustancias de competencia DNCB y ácido láctico, 

las cuales son propuestas por la guía para ser usadas como controles positivo y negativo de 
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sensibilización dérmica, respectivamente. En el caso del ácido láctico es necesario realizar 

un nuevo ensayo que cumpla con todos los criterios de aceptación.  

Aunque es necesario seguir trabajando en el ensayo hCLAT para lograr mejores resultados 

y continuar analizando las demás sustancias de competencia propuestas por la guía, este 

trabajo presenta una primera instancia de aproximación a la implementación del método 

hCLAT para la evaluación in vitro de la potencialidad de las sustancias de ser 

sensibilizadores cutáneos. Sumado a esto, es importante recalcar que esta aproximación 

experimental no es suficiente para la designación de un compuesto como sensibilizador o 

no sensibilizador cutáneo. Es necesario considerar el resultado de varios enfoques 

alternativos a la experimentación animal en un marco integrativo para llegar a realizar este 

tipo de conclusiones. Debido a esto, se ha planteado comenzar también con la 

implementación del método KeratinoSens y DPRA en el marco del Programa de Tecnología 

Molecular, Celular y Animal del Institut Pasteur de Montevideo. 

En particular, comenzar a implementar este tipo de metodologías in vitro, las cuales se 

encuentran validadas a nivel mundial y se realizan siguiendo protocolos establecidos en las 

guías internacionales de la OECD, constituye un avance para Uruguay, donde todavía no 

existe experiencia en el establecimiento y utilización de este tipo de ensayos. Es vital que 

surjan iniciativas en nuestro país que busquen alinearse con la tendencia mundial que existe 

hacia el reemplazo de animales de experimentación para la realización de pruebas de 

toxicidad y bioseguridad con productos químicos potencialmente peligrosos para la salud 

humana y/o animal por ensayos alternativos a la experimentación animal. 
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ANEXO 
 

A0: Composición de medios de cultivo, buffers y soluciones 
 

A0.1. Medio de cultivo RPMI-1640 completo (THP-1). 

• Medio base RPMI-1640 (GIBCO, #61870-036). 

• 10% Suero fetal bovino no inactivado (Capricorn Scientific, #FBS-11A). 

• 10 mM Buffer HEPES (Sigma Aldrich, # 15630106). 

• 1mM Piruvato de Sodio (GIBCO, # 11360070). 

• 0,05 mM 2-Mercaptoetanol (Sigma Aldrich, #M7522). 

 

A0.2. Medio de cultivo DMEM completo 
 

• Medio base DMEM (GIBCO, #10566016) 

• 10% Suero fetal bovino no inactivado (Capricorn Scientific, #FBS-11A). 

 

A0.3. Solución de Congelado 

• 10% DMSO (Sigma Aldrich, D5879). 

• 40% Medio RPMI-1640 completo. 

• 50% Suero fetal bovino no inactivado (Capricorn Scientific, #FBS-11A). 

 

A0.4. Buffer TAE (0,5 X). 
 

• 20 mM Tris base. 

• 10 mM Ácido acético glacial. 

• 0,5 mM EDTA. 
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A0.5. Buffer de tinción 
 

PBS 1X – BSA (Seroalbúmina bovina) 0,1%. 

A0.6. Solución de bloqueo 
 

PBS 1X – BSA 2%. 
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A1: Marcador de peso molecular 
 

Para los ensayos de electroforesis en geles de agarosa (1,2%) se utilizó el marcador de peso 

molecular 100 bp DNA Ladder #15628-019, Invitrogen. 
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A2: Tablas 
 

Tabla A2.1. Sustancias de competencia recomendadas por la guía OECD 442E (TG 442E) ensayadas. 

 

Tabla A2.2. Resultados del ensayo de medición de la citotoxicidad para el compuesto DNCB.  

 

Sustancia de 

competencia
CASRN

Estado 

físico
Solubilidad

Predicción 

In vivo

CV75 rango 

de 

referencia 

en μg/mL

Resultado 

hCLAT 

para CD86 

EC150 

rango de 

referencia 

en μg/mL 

Resultado 

hCLAT 

para CD54

EC200 

rango de 

referencia 

en μg/mL 

2,4-

Dinotroclorobenceno
97-00-7 Sólido DMSO

Sensibilizador 

(extremo)
2-12 Positivo 0,5 - 10 Positivo 0,5-15

Sulfato de Níquel 106-50-3 Sólido Agua
Sensibilizador 

(fuerte)
5-95 Positivo <40 Negativo >1,5

Isopropanol 67-63-0 Líquido Agua
No 

sensibilizador
>5000 Negativo >5000 Negativo >5000

Glicerol 56-81-5 Líquido Agua
No 

sensibilizador
>5000 Negativo >5000 Negativo >5000

Ácido Láctico 50-21-5 Líquido Agua
No 

sensibilizador
1500-5000 Negativo >5000 Negativo >5000

Dilución

Concentración de 

DNCB en placa 

(μg/mL)

Promedio de 

Viabilidad 

Celular (%)

Desvío 

estándar 

(%)

Réplica A Réplica B

1 1000 1,9 1,4 1,65 0,35

2 500 3,3 1,2 2,25 1,48

3 250 1,5 1,8 1,65 0,21

4 125 2 1,8 1,9 0,14

5 62,5 2,2 1,3 1,75 0,64

6 31,25 2,3 2,3 2,3 0,00

7 15,625 49,6 38,9 44,25 7,57

8 7,812 68,5 72,8 70,65 3,04

9 3,906 74,2 72 73,1 1,56

Control de 

disolvente (DMSO)
0 99,66 95,31 97,485 3,08

Viabilidad Celular (%)


