‘ MUNDO BIOTEC Ensayos clinicos

EL MODELO DE PEZ CEBRA EN LAS FASES
TEMPRANAS DEL DESCUBRIMIENTO
Y REGISTRO DE FARMACOS

El proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos es largo y costoso, con una duracion
promedio de 10 a 15 anos y una inversion de aproximadamente 2,6 billones de délares. Menos del
12% de los candidatos que llegan a ensayos clinicos de fase I son finalmente aprobados por la FDA.

BIAT GROUP.

Un porcentaje significativo de compuestos se excluyen
debido a problemas de seguridad en las primeras etapas
del proceso de investigacion y desarrollo (I+D). Para optimi-
zar este proceso, es crucial implementar cribados de toxici-
dad efectivos que puedan identificar los mejores candida-
tos desde el inicio, minimizando pérdidas econdmicas y de
tiempo. Entre los métodos innovadores utilizados, el modelo
de pez cebra (Danio rerio) ha demostrado ser un nuevo
modelo alternativo (NAM) eficaz y rentable para los estudios
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de cribado de toxicidad en las primeras etapas del descubri-
miento de farmacos.

Ventajas del modelo de pez cebra en I+D

El pez cebra ha ganado popularidad en la investigacion far-
macéutica por sus multiples ventajas genéticas, fisicas y eco-
nomicas. Este modelo in vivo alternativo combina diversas
caracteristicas que lo hacen ideal para estudios preclinicos:
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Ensayos clinicos

Controd 48 hpl Retinoic acid (100 nM) 48 hpl

Figura 1. Microfotografia de un embrion control a las 48 hpf (A) y un
embrion tratado con acido retinoico 100 nM (B) en el que se identi-
fica toxicidad aguda a las 48 hpf.

* Rentabilidad y Mantenimiento: El pez cebra es un modelo
rentable y accesible de mantener. Su pequefio tamafoy trans-
parencia en estado de larva son ideales para la observacion y
el andlisis en investigaciones.

+ Alta Productividad y Rapido Desarrollo: Una pareja de
pez cebra puede producir entre 100 y 300 huevos por semana,
con un desarrollo répido que permite obtener resultados en
poco tiempo.

+ Similitudes Genéticas y Anatdmicas con Humanos:
Como vertebrado, el pez cebra comparte una alta homo-
logia genética con los humanos (mas del 70%) y comparte
alrededor de 80% de los genes implicados en enfermedades.
Ademas, tiene grandes similitudes anatdmicas en organos
como el corazon, cerebro, pancreas, rifiones e higado.

* Relevancia Bioldgica y Rapidez en los Ensayos: Permite
realizar estudios con organismos completos de manera
rapida y coste efectiva, lo que es crucial para la investigacion
farmacéutica en etapas tempranas.

Biobide -Grupo BIAT (ticker BST)- es una Organizacién
de Investigacién por Contrato (CRO) especializada en el
modelo alternativo de pez cebra que lleva mas de 19 afios
ofreciendo y desarrollando estudios de toxicidad y eficacia
personalizados a empresas farmacéuticas, biotecnoldgicas,
quimicas, cosmeéticas y nutracéuticas, bajo un entorno de
Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) como estandar de
calidad.

Para acelerar el proceso de desarrollo de farmacos, los
investigadores pueden utilizar diferentes ensayos para deter-
minar la toxicidad o la eficacia de los candidatos. Existen
diferentes tipos de ensayos segun el propdsito. Los ensayos
de eficacia ayudan a validar si la actividad de un candidato
puede fundamentarse, mientras que los ensayos de toxicidad
ayudan a determinar la presencia de sustancias toxicas den-
tro de un farmaco, pudiendo ser generales o especificos para
determinados 6rganos. Los ensayos de ecotoxicidad, por su
parte, ayudan a determinar la presencia de sustancias poten-
cialmente peligrosas en el ecosistema.
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Figura 2. Embrion de pez cebra expresando la proteina verde fluo-
rescente en el corazon.

A continuacion, se describen los ensayos mas comunes y
de mayores prestaciones llevados a cabo en el modelo de pez
cebra para las etapas de descubrimiento de farmacos y de
registro de productos.

Ensayo Acutetox

La toxicidad aguda es un término general para cualquier
efecto nocivo causado por una Unica exposicion a una sus-
tancia toxica. Los efectos suelen manifestarse casi inmedia-
tamente después de la exposicion, aunque puede haber un
periodo de latencia.

Siguiendo las directrices de la OECD (Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémico), especificamente la
TG 236 del Ensayo de toxicidad aguda en embriones de peces
(FET), Biobide ha puesto a punto un ensayo simplificado, lla-
mado Acutetox de toxicidad aguda en pez cebra eficiente,
rapido y coste efectivo con el fin de priorizar compuestos de
grandes bibliotecas. Los embriones en estadio de 2-4 horas
post-fertilizacion (hpf) se incuban con 8 concentraciones del
compuesto utilizando &cido retinoico como control positivo.

Durante 96 horas de tratamiento se monitorizan los
embriones y se mide la induccion de toxicidad como presen-
cia de cualquiera de los 4 parametros principales descritos
por la Guia FET (coagulacién, latido del corazdn, formacion
de somitas y desprendimiento de la cola). Posteriormente se
obtienen imagenes de efectos significativos y una curva de
concentracion-efecto.

A continuacion, se muestra una microfotografia en la que
se compara una muestra de embrion control a 48 hpf (A) y
un embrion tratado con dcido retinoico 100 nM (B) en el que
se identifica toxicidad aguda a las 48 hpf con signos claros
como defectos en el corazdn (1), falta de somitas (2) y defec-
tos en la cola (3).

Los estudios de toxicidad aguda en pez cebra son una
buena herramienta para evaluar la toxicidad aguda de



candidatos a farma-
cos en la fase pre-
clinica  temprana.
Por otra parte, el
ensayo Acutetox es
un ensayo eficiente
en tiempo y renta-
bilidad, en compa-
racion con otros
ensayos utilizados
actualmente.

Ensayo Teratotox

Este ensayo permite evaluar el potencial de un farmaco
para interferir en el desarrollo normal y causar efectos adver-
sos en la descendencia. La toxicidad reproductiva es una de
las principales preocupaciones y diferentes directrices, como
la ICH S5(R2), establecen la necesidad de evaluar la seguri-
dad quimica durante el proceso de desarrollo de un farmaco
0 antes de su comercializacion.

El pez cebra es un modelo in vivo adecuado para los estu-
dios teratogénicos ya que sus embriones se fertilizan exter-
namente y se desarrollan réapidamente, de forma que los
resultados pueden analizarse desde las 2 - 4 horas después
de la fertilizacién hasta sus 5 dias, durante el desarrollo de los
organos.

Para este ensayo se podria utilizar una linea de embriones
de pez cebra que expresan una proteina verde fluorescente
en el corazon, tal y como se muestra en la siguiente imagen:

A las 2-4 hpf los embriones se tratan a 8 concentraciones
por compuesto y se incuban hasta los 2 y 4 dias post-ferti-
lizacién (dpf), cuando son analizados bajo el estereoscopio.
De esta forma se calcula la concentracién minima a la que se
induce la letalidad y se analizan diferentes érganos y proce-
sos, incluidos puntos finales teratogénicos y toxicos. Se calcu-
lan asf los valores de EC50, LC50 para el Indice Teratogénico
(TI) y NOAEL. También pueden llevarse a cabo analisis com-
plementarios como la biodisponibilidad por HPLC-MS/MS, la
histopatologia o expresion de genes de interés.

Ensayo de Neurotoxicidad

Diferentes estudios han detectado estrechas similitudes en
las vias de sefalizacion neuronal y las regiones funcionales
del cerebro entre los humanos y el pez cebra. Se han obser-
vado alteraciones en el patron de movilidad de las larvas indu-
cidas por farmacos conocidos que apoyan firmemente al pez
cebra como modelo predictivo de la neuroactividad en huma-
nos. Biobide ha desarrollado un ensayo para evaluar la neuro-
toxicidad basado en las alteraciones del comportamiento en
las respuestas a los cambios de luz-oscuridad.

Ensayos clinicos

Figura 3. Embrion de pez cebra silvestre de 5 dpf.

Para este ensayo se utilizan embriones de pez cebra de 5
dpf y se tratan durante 2 horas con 5 concentraciones por
compuesto. La actividad locomotora/respuesta fotomotora
del pez cebra se analiza durante 40 minutos alternando foto-
periodos de 10 minutos utilizando el sistema DanioVision ali-
mentado por Ethovision (Noldus). Ademas, también se pue-
den analizar factores como la viabilidad, la formacion de la
vejiga natatoria, la presencia de edema, defectos en la forma
del cuerpo y la pérdida del equilibrio. Se pueden analizar mas
de 10 parametros en base a la distancia recorrida, la veloci-
dad, duracion del movimiento y la frecuencia.

El efecto neurotéxico también puede analizarse durante
el desarrollo, con el ensayo de Desarrollo de Neurotoxicidad
(DNT), exponiendo los embriones a 5 concentraciones de los
compuestos de interés desde las 3-6 hpf hasta las 120 hpf,
durante todo el desarrollo, e incluyendo no solo el andlisis del
movimiento sino también las alteraciones morfoldgicas de
los mismos.

Ensayos de ecotoxicidad

El campo de la ecotoxicologia ha avanzado rapidamente
en los Ultimos 50 afios y se refiere al estudio de los efectos
que las sustancias guimicas y otros contaminantes tienen
no solo sobre la salud humana sino en el medio ambiente.
Muchas sustancias creadas por el hombre, como los pesti-
cidas y los productos quimicos, contienen componentes que
pueden interactuar con los organismos del medio ambiente,
dafiando el ecosistema del planeta y provocando contami-
nacion ambiental. También existen toxinas en compuestos
naturales, como el plomo y el arsénico, que pueden ser muy
peligrosos para la salud humana. Para evaluar la seguridad
y/o los efectos nocivos de estos productos quimicos, existen
varias pruebas de ecotoxicidad. Estos métodos evallan el
efecto de la supervivencia, reproduccion, crecimiento y rendi-
miento después de la exposicion a sustancias quimicas.

Biobide ha desarrollado diferentes ensayos de ecotoxici-
dad miniaturizados basados en las guias de la OECD pero de
forma simplificada, incluida la prueba de toxicidad de algas
en microplacas basandose en la guia de la OECD 201, el
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ensayo de inmovilizacion de Daphnia magna tomando como
referencia la guia OCDE 202, el ensayo de toxicidad aguda en
embrién de pez cebra (FET) (OECD 236) o el ensayo de dis-
rupcion endocrina, como fases de screening primario, y ade-
mas puede realizar los ensayos en su forma no miniaturizada,
siguiendo las guias y bajo BPLs. Entre ellos destaca el ensayo
de disrupcién endocrina que se describe en mayor detalle a
continuacion.

Ensayo de disrupcion endocrina

Los compuestos que son disruptores endocrinos estan
muy extendidos en el medio ambiente y existe una creciente
preocupacion por los impactos ambientales que pueden
generar ya que tienen la capacidad de alterar el sistema endo-
crino y pueden provocar efectos adversos en el desarrollo, la
reproduccién, la funcion neuroldgica y/o inmune tanto en los
seres humanos, como en la vida silvestre. Esta preocupacion
ha aumentado debido al papel fundamental que desempefian
las hormonas tiroideas durante el desarrollo.

Biobide ha desarrollado, validado y publicado un ensayo
en pez cebra para detectar compuestos que tienen accion de
disruptores tiroideos (TD) utilizando embriones transgénicos
tg(tg:mcherry), que expresan fluorescencia roja en la glandula
tiroides bajo el promotor de tiroglobulina.

Los aumentos en los niveles de tiroglobulina generan un
aumento de la fluorescencia por medio de analisis de image-
nesy de esta forma, la intensidad de la sefial se puede evaluar
in vivo para detectar y caracterizar el potencial para alterar el
tiroides, ya sea directamente o después de la metabolizacion.

Este ensayo se compone de una primera etapa para deter-
minar la concentracion méxima tolerada (MTC), de forma que
se determinen los parametros LC50, EC50 y EC10. Para ello,
los embriones de pez cebra de 48 hpf se exponen a 8 con-
centraciones de los compuestos de interés y a las 120 hpf se
analizan los efectos sistémicos y del desarrollo.

Posteriormente, se lleva a cabo el ensayo de disrupcion
tiroidea basado en fluorescencia, en el que los embriones de
pez cebra expresando la proteina fluorescente mcherry en
la glandula tiroidea se exponen a 5 concentraciones de los
compuestos de interés. Los embriones se exponen y a las
120 hpf se analizan bajo un microscopio de fluorescencia por
medio de imdgenes. Los datos son analizados y se determina
el Benchmark Concentration (BMC) y el Indice de disrupcion
tiroidea (TDI). Finalmente, el estudio puede completarse con
un analisis de expresion de genes como tshp, tg y tpo para
obtener una caracterizacién mas amplia del efecto disruptor
del tiroides.

El pez cebra se ha consolidado como un modelo alternativo
(NAM) esencial en las fases tempranas del descubrimiento y
desarrollo de farmacos. Su relevancia bioldgica, rentabilidad,
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Figura 4. Embrion de pez cebra transgénico expresando fluorescen-
cia roja en la glandula tiroides bajo el promotor de tiroglobulina.

y eficiencia lo convierten en una herramienta invaluable para
la investigacion preclinica. Al proporcionar datos precisos y
rapidos sobre la toxicidad y la eficacia de los compuestos, el
pez cebra ayuda a acelerar el proceso de descubrimiento de
farmacos, mitigando los costes y mejorando la tasa de éxito
de los candidatos que avanzan a ensayos clinicos.
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