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EMBRYONIC
STEM CELL
TEST (EST)

DEFINICIO

Test in vitro en rosegadors per a
'avaluacio dels efectes teratogens, basat
en dos parametres: el diferencial de
citotoxicitat entre els fibroblasts adults
i les cél-lules mare embrionariesi el
potencial del producte testat per a inhibir
la diferenciacio de les cél-lules mare
embrionaries.

END-POINT

Mesura de la contractibilitat dels nous
miocardioblasts formats i de la inhibicio
comparativa del creixement cel-lular.

MOSTRA
Cel-lules mare embrionaries ES-D3
i fibroblasts 3T3 de ratoli.
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INTRODUCCIO

El potencial embriotoxic o teratogénic dels productes quimics és
determinat per mitja de 'avaluacié de la inhibicié de la diferenciacid
i creixement de les cél-lules mare embrionaries (ES) i de la
inhibicié del creixement de les cél-lules 3T3.

Els tests d'embriotoxicitat poden ser duts a terme tant in vivo
(utilitzant femelles gestants) com in vitro (cultius d'embrions
sencers o de teixits embrionaris).

En concret, el test de cél-lules mare embrionaries (EST), basat
en el potencial de diferenciacié en cultiu de les cél-lules ES-D3,
va ser validat a nivell cientific per 'ECVAM (European Centre for
the Validation of Alternative Methods) com a nou test
d'embriotoxicitat in vitro amb L'Us de linies cel-lulars permanents
de ratoli.

Aixi doncs, L'EST és proposat avui en dia per al screening de
substancies potencialment embriotoxiques i per llur classificacié en
tres classes: "no teratogen”, "teratogen feble” o "teratogen fort".

L' EST esta basat en dos parametres:

» El diferencial de citotoxicitat entre els fibroblasts adults i les
cél-lules mare embrionaries.

 El potencial del producte a testar per a inhibir la diferenciacid
de les cel-lules ES.

TECNICA

De forma paral-lela, es realitza un test complet de citotoxicitat
(mitjancant el metode MTT) en fibroblasts 3T3 (representant el
teixit adult) i cél-lules ES-D3 (teixit embrionari) de ratoli.

D'altra banda, les cél-lules D3 sén cultivades en flascons amb
MLIF (Mouse Leukemia Inhibiting Factor), per a inhibir llur
diferenciacid, i sobre una capa de fibroblasts embrionaris (MEF).
A Uinici de l'assaig, s'extreu el LIF i les cél-lules (préviament
tractades amb diferents concentracions del producte a testar),
son cultivades durant 3 dies en gota pendent, la qual cosa permet
la formacié dels cossos embrioides, i posteriorment en plaques
bacterianes i en plaques de pouets. Els cossos embrioides es
diferenciaran, sota les condicions adequades, en cél-lules del
miocardi.

Finalment, la diferenciacié és avaluada al microscopi basant-nos
en el grau de contractibilitat dels nous miocardioblasts formats.

Per tal de predir el potencial embriotoxic, els parametres que
ens quantifiquen els tres endpoints seleccionats, i que ens donaran
la classificacié del producte a testar, son els segients:

» Diferenciaci6 cel-lular: inhibici6 de la diferenciacio de les cél-lules
ES en miocardioblasts: IDs, D37,

« Citotoxicitat en les cél-lules adultes: [Cg, 3T3".
« Citotoxicitat en les cél-lules mare embrionaries: |C5 D3,
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Els avantatges com a métode de screening son els segiients:
* Protocol de durada relativament curta

* Relativament economic

* No necessitat de sacrifici d'animals

* Bona correlacié amb procediments in vivo

APLICACIONS
e Avaluaci6 del potencial embriotoxic de candidats a medicaments
en la fase de screening.

 Avaluacio del potencial embriotoxic d'altres productes quimics
(REACH).

* Avaluacié del potencial embriotoxic de matrius mediambientals.
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(") 1Cso 3T3: concentracié que causa un 50% inhibicié del creixement i viabilitat

de les cél-lules 3T3.

IC5o D3: concentracié que causa un 50% inhibici6 del creixement i viabilitat
de les cél-lules D3.

D5 D3: concentracié que causa un 50% inhibicié de la diferenciacié de les
cél-lules ES a miocardioblasts.
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