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RESUMEN

El desarrollo de nuevos farmacos requiere una evaluacion rigurosa
en etapas tempranas para garantizar su seguridad, eficacia y
viabilidad. Los ensayos preclinicos constituyen una fase critica en
la que se aplican criterios de decision conocidos como go/no-go,
que determinan si un candidato debe avanzar a estudios clinicos.
Este articulo revisa los objetivos de los ensayos preclinicos, las
metodologias empleadas y los principales criterios utilizados para
tomar decisiones estratégicas en el desarrollo farmacéutico.

INTRODUCCION

El proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos implica
multiples etapas, desde la identificacion de compuestos
bioactivos hasta su aprobacion para uso clinico. Los ensayos
preclinicos constituyen una fase esencial para caracterizar el perfil
de seguridad, efectividad y otros parametros esenciales de los
candidatos antes de su evaluacion en humanos. Dentro de esta
etapa, los ensayos ADME-tox, que abarcan estudios de Absorcion,
Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad, permiten
caracterizar el perfil farmacocinético y toxicolégico de las
moléculas candidatas. Dentro del desarrollo de farmacos hay una
serie de estudios exigidos por las agencias reguladoras, tales
como la European Medicines Agency (EMA)' y la U.S. Food and Drug
Administration (FDA)’, que estan totalmente reglamentados, pero
existe una fase previa, igualmente crucial pero menos regulada
que es la investigacion preclinica no regulatoria o tambiéen
denominada en inglés non-GLP (Good Laboratory Practice)
preclinical studies. Esta investigacion, que precede o complementa
los ensayos preclinicos formales o requlados, se enfoca en generar
conocimiento exploratorio sobre el comportamiento biolégico de
los compuestos, identificar efectos toxicos, genotoéxicos,
potenciales interacciones medicamentosas, posibles metabolitos
reactivos, optimizar rutas de administracion y seleccionar

modelos experimentales adecuados. Su valor radica en elegir el
mejor candidato, anticipar riesgos, reducir costes, refinar
hipétesis y reducir la probabilidad de fracaso en etapas
posteriores. En este contexto, los estudios no regulatorios de
ADME-tox permiten una aproximacion mas flexible al analisis de
la seguridad y biodisponibilidad, facilitando decisiones
estratégicas enla seleccion de los mejores candidatos.

En esta etapa se aplican criterios go/no-go que permiten elaborar
un flujo de trabajo para tomar decisiones sobre la continuidad del
desarrollo, optimizando recursos y reduciendo riesgos. Los
ensayos de esta etapa bien pueden llevarse a cabo internamente
o pueden ser contratados a una compania externa. Al no existir el
requerimiento de realizarlos bajo buenas practicas de laboratorio,
son ensayos mucho mds asequibles por lo que se pueden analizar
varios candidatos con la idea de elegir el mejor -o cabeza de serie-
para llevarlo a etapas posteriores o para pasar a una fase de
optimizacion, donde se realizan las modificaciones quimicas
necesarias para mejorar sus caracteristicas drug-like, o de similitud
conunfarmaco, a través de campanas de Quimica Médica’.

Este articulo examina los ensayos preclinicos no regulatorios,
haciendo especial mencion a los ensayos de ADME-tox mas
relevantes, que anticipan riesgos de fases mas avanzadas,
priorizando los ensayos in vitro frente a los in vivo para disminuir el
nimero de animales de experimentacion usados, tal como
recomienda el RD 53/2013, con el seguimiento de la filosofia de las
3R (Reemplazo, Reduccion y Refinamiento). También se abordara
como esta fase interactla con los requisitos regulatorios y cémo
puede integrarse en un enfoque mas eficiente y predictivo del
desarrollo farmacéutico. Por Ultimo, se anadiran consejos basados
en la experiencia desarrollada en el Area de Preclinica de la
Fundacién MEDINA" y también se incluiran referencias a
companias que ofrecen ciertos modelos listos para ensayar y otras
queofrecen diferentes estudios bajo demanda.



La investigacion preclinica no regulatoria, por lo tanto, permite
caracterizar tempranamente el perfil de efectividad,
farmacocinética y toxicologia de los candidatos, optimizando su
desarrollo antes de entrar en fases regulatorias.

ENSAYOS PRECLINICOS NO REGULATORIOS

En general, los objetivos de los ensayos preclinicos son evaluar la
toxicidad, determinar los parametros farmacocinéticos, estudiarla
farmacodinamica y el mecanismo de accién, identificar efectos
adversos en organos diana y establecer la dosis segura inicial para
estudios clinicos de los farmacos.

Para abordar estos objetivos se realizan ensayos in vitro e in vivo
siguiendo normativas internacionales como las de la EMA' o la
FDA’ y también siguiendo guias publicadas de la Organizacién
para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE)’ o las de
International Council for Harmonisation of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use (ICH)", entre otras.

Los estudios no regulatorios tienen mas flexibilidad en cuanto a su
abordaje, pero en aras de anticipar los resultados de los ensayos
preclinicos regulatorios, el realizarlos siguiendo las guias
normalizadas asegura una mejor traslacion de los resultados. A
continuacién, se pasa a describir los principales ensayos
preclinicos atener en cuenta en estafase preclinica.

Evaluarlatoxicidad

La evaluacion de la toxicidad en el desarrollo preclinico es esencial
para garantizar la seguridad de los farmacos antes de su
administracion en humanos. Estos estudios permiten identificar
efectos adversos, establecer dosis seguras y definir parametros
paralos ensayos clinicos.

Los modelos utilizados para los ensayos de toxicidad en orden de
menor a mayor complejidad y traslacion a la clinica se resumen en
laFigura1.
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Figura 1.- Modelos utilizados para los ensayos de toxicidad en orden de
menor a mayor complejidad.

Los mds basicos serian ensayos in vitro de toxicidad en lineas
establecidas humanas, seguidos por lineas primarias, organoides
y dispositivos organ-on-chips. Se aumentaria en complejidad y en
potencial de traslacion con ensayos en embriones de pez cebra y
en organismos completos: pez cebra, raton, rata, cobaya, conejo,
perro y mono (en este dltimo caso hay una regulacion muy
estricta sobre su utilizacion). Por lo tanto, tras los estudios de
toxicidad in vitro, los estudios tempranos en animales se suelen
realizar en pez cebra y/o ratén. En cuanto a lo requerido por las
agencias reguladoras, los ensayos regulatorios deben realizarse
en dos especies (organismos completos): una roedor (rata o ratén)
yenotraque no sea roedor (conejo o perro).



Consejo: un buen planteamiento de los ensayos para evaluar la
toxicidad en estas primeras fases ahorra muchos quebraderos de
cabeza en fases posteriores. Mencién especial es el ensayo en
embriones de pez cebra denominado FET (Fish Embryo Toxicity),
cuya realizacion estd perfectamente detallada en la guia de la
OCDETG236™y que al estar el embrion del pez cebra durantelos 5
primeros dias trasla fertilizacion fuera del amparo del Real Decreto
de experimentacion animal (RD53/2013), no necesita de la
aprobacién por el Organo Habilitado y la Autoridad Competente,
con lo que se facilita su utilizacion. Hay diversas comparifas que
ofrecen estudios bajo demanda en pez cebra tales como ZeClinic’
y Biobide" y de otros modelos superiores, como Charles River
Laboratories' oVivotecnia®.

Determinar parametros farmacocinéticos y de ADME.

La farmacocinética hace referencia a los efectos del organismo
sobre el farmaco y explica los cambios de concentracién del
farmaco conforme va pasando el tiempo tras su administracion. El
ensayo por excelencia para medir la farmacocinética de un
compuesto se basa en la administracién de este en un modelo
animal, raton orata, por via oral, intravenosa o intraperitoneal; tras
lo que se extrae la sangre y los érganos a diferentes tiempos para
determinar la concentracion plasmatica del compuesto en
funcién del tiempo y su llegada y permanencia en los diferentes
érganos y tejidos”. El andlisis del compuesto se suele realizar
empleando equipos de cromatografia liquida con deteccién por
espectroscopia de masas (HPLC/MS). De esta manera se calculan
varios parametros de interés entre los que destaca la Cmax
(concentracion maxima que alcanza el farmaco enla sangre), Tmax
(el tiempo tras el suministro del farmaco), t1/2 (vida media del
farmaco en la sangre), CL (aclaramiento del farmaco) y F
(biodisponibilidad).

Pero antes de medir la farmacocinética in vivo, se pueden realizar
experimentos in vitro para predecir la estabilidad metabdlica, el
potencial de permeabilidad celular, la union a proteinas y los
potenciales de interaccion farmaco-farmaco. Estos estudios se
engloban dentro del llamado ADME y pueden utilizarse para
descartar compuestos con efectos metabdlicos indeseables, mala
absorcion, incapacidad para alcanzar la diana terapéutica o con
alto potencial de interacciones metabdlicas con ofros farmacos o
xenobioticos en el organismo. Los ensayos ADME mas orientativos
ygeneralizados seresumen enlafigura 2.

ANIMALES DE LAEORATORIO

OTONO 2025 / NUMERO 107

_ Distribucion Metabolismo Excrecion

+ Permeabilidad + Uniona Microsomas + Transporte
en CaCo-2: proteinas hepaticos y renal in vitro:
simulacién de la plasmaticas: % he Interaccitn con
barrera intestinal  farmacose unea humanos: anilisis transportadores
para predecir la protelnas dela como OAT, GCT Y
absorcionoral .« Penetracion en blotransformacion Pgp

* PAMPA: midela  tejidos: con del farmaco v la . Eslablhd_ad
difusion pasiva a cultivos celulares o formacion de metabdlica:
través de madelas de metabolitos vida media del
membranas membranas para Inhibicion/induc compuesto en
artificiales estimar la cion de enzimas presencia de

+ Solubilidaden  distribucion en CYPA50: enzimas
medios organos clave identificacion de hepaticas
biolégicos: Interacciones
capacidad del medicamentosas
farmaco para
disoiverse en
fluidos fisiologicos

Imagen suministrada pof 1 autoria

Figura2.- Ensayos ADME masrelevantes.

Consejo: la mejor forma de realizar los ensayos de ADME es
siguiendo una estrategia logica de mayor a menor relevanciay de
menor a mayor coste, atendiendo a los criterios go/no-go, que se
expondran en la siguiente seccion. Lo ideal es no realizar todos los
ensayos en paralelo, sino ir peldano a peldano, para poder decidir
en cualquier momento si continuar con el desarrollo o parar si se
encuentran resultados no deseados. Diferentes companias
ofrecen la posibilidad de realizar estos ensayos bajo demanda:
Eurofins Corporation'!, Evotec”, Fundacién MEDINA', etc. Otras
suministran modelos listos para ensayar como MedTech
Barcelona™.

Estudiar lafarmacodinamicay el mecanismo de accion.

Lafarmacodindamica es el estudiodelo quele sucede al organismo
por la accién de un farmaco, por lo que tiene que ver con el
mecanismo de accion de este. Se deben realizar ensayos tanto in
vitro como in vivo para determinar su mecanismo de accion,
caracterizar a qué diana se une y los diferentes parametros de su
interaccion. También es necesario demostrar la actividad
biolégica del farmaco sobre su diana terapéutica, analizar los
efectos moleculares y biolégicos que se producen como
consecuencia de la accion del farmaco sobre la diana, determinar
la dosis minima de farmaco que produce el maximo efecto
biolégico, y explorar la eficacia de distintas pautas de
administracion en funcion de su efecto biolagico.

Destacan los siguientes ensayos in vitro para estudiar la
farmacodinamica de un candidato:

- Union a receptores: usando ensayos de unién de radioligando
o, mas recientemente, de ligando marcado con un
fluoréforo”, para determinar si el firmaco se une a un receptor
especifico.



Activacion/represion de vias de senializacién: mediante técnicas
como ELISA, western blot o PCR para detectar proteinas o
genes activados en las células tras la exposicion al farmaco.

Cambios funcionales a nivel celular: si el compuesto modula
fenémenos como la proliferacién, apoptosis, necrosis,
migracién... Pueden ser evaluados con ensayos como el test
MTT, la medida de activacién de caspasas, cambios
morfolégicos celulares o subcelulares mediante imagen o
ensayos mas especificos tales como el wound healing para
analizar la migracién celular en el contexto de un farmaco
antitumoral”,

Para estudiar el mecanisma de accion, o como el farmaco produce
su efecto, destacan los siguientes ensayos in vitro:

Modelos celulares especificos: se usan lineas celulares que
expresan ladiana del farmaco de forma endogena o generada
exogenamente mediante edicién génica. Cada vez se utilizan
modelos celulares avanzados mas fisiologicos, hablamos de
cultivos 3D, tumoroides, organoides, organs-on-chips, pero
también células madre pluripotenciales inducibles (iPSC)
tanto de pacientes como de controles sanos, que pueden ser
utilizadas para ser diferenciadas a diferentes tipos celulares y
también para realizar edicion génica mediante CRISPR e
introducir modificaciones génicas que mimeticen mas

fielmente unadeterminada enfermedad"”.

Ensayos bioquimicos: para inhibidores o activadores de
enzimas, se mide la actividad en presencia del farmaco. Una
aproximacion muy util en muchos casos son los ensayos de
interaccion proteina-proteina (PPi), que permiten estudiar
como interactdan fisicamente dos o mas proteinas, lo cual es
clave para entender el mecanismo de accion de ciertos
farmacos. Dentro de los ensayos PPi merecen ser nombrados
los ensayos basados en transferencia de energia tales como
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), que detecta
proximidad entre proteinas marcadas con fluoréforos; BRET
(Bioluminescence Resonance Energy Transfer), similar a FRET,
pero que usa luciferasa como donador de energia y, por
Ultimo NanoBRET™ y NanoBiT® (Promega Corporation), que
son tecnologias avanzadas que permiten estudiar
interacciones en células vivas con alta sensibilidad”".

Técnicas de imagen: destacan los sistemas de imagen de alto
contenido (HCI) que son sistemas de microscopia
automatizada tanto de campo claro como de fluorescencia y
que se puede utilizar para observar cambios morfolagicos,
con técnicas como la de la pintura celular o cell painting”, o
para determinar localizacién subcelular de proteinas™.

- Estudios de expresion génica: usando transcriptomica (RNA-
seq) para ver qué genes se regulan, cuales se sobreexpresan y
cuales se reprimen, tras el tratamiento.

Consejo: antes de pasar a los ensayos en animales, hay que
caracterizar muy bien el efecto del candidato sobre la diana y
determinar, si es posible, la especificidad de este.

Identificar efectos adversos en 6rganos y tejidos

Antes de pasar al estudio directo de los érganos a nivel macro y
microscopico en un modelo animal, es necesario realizar una serie
de ensayos in vitro muy especificos y relevantes, como los que se
muestranenlafigura3.
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Figura 3.- Ensayos de toxicidad érgano y tejido dependientes.

- Citotoxicidad general: se aplicaria lo comentado respecto a la
toxicidad en el primer punto. Se pueden utilizar modelos
celulares mas simples como lineas celulares humanas o mds
complejos como organs-on-chips™. Hay muchos tipos de
ensayos para medir la citotoxicidad, entre los mas habituales
estd el test MTT, LDH o lamedidade ATP.

- Genotoxicidad: se refiere a la capacidad de un compuesto o
agente para danar el material genético, lo que puede causar
mutaciones, cancer y otras enfermedades. Una manera de
medir si un compuesto es genotoxico es mediante el test de
Ames, que utiliza bacterias para determinar si una sustancia
quimica es mutagénica y que esta detallado en la guia TG471-
Bacterial Reverse Mutation Test, de la OCDE”™, y mediante el test
de microntcleos, que mide el porcentaje de células hijas
durante la division celular que no incorporan correctamente
el material genético, por la exposicion a agentes genotoxicos,
detallado en el TG487-In vitro Mammalian Cell Micronucleus
Test, dela OCDE™,



Hepatotoxicidad: es una medida crucial porque el higado es el
principal 6rgano encargado de metabolizar los
medicamentos, y su dano puede provocar efectos adversos
graves, incluso fallo hepatico agudo. No hay ningtiin modelo in
vitro que sea un buen predictor de |la hepatotoxicidad; esto es
debido a que las células en cultivo suelen perder buena parte
de las enzimas del metabolismo de los farmacos, el reto es
encontrar un modelo que exprese todas estas enzimas.
Aunque de forma habitual se utilizan lineas celulares
establecidas de higado como HepG2, es mas recomendable el
uso de hepatocitos primarios o modelos celulares crecidos en
matrices extracelulares”.

Cardiotoxicidad: en particular la medida de la inhibicion del
canal de potasio hERG es uno de los estudios preclinicos
exigidos por la FDA y la EMA y obligatorio para pasar a fases
posteriores del desarrollo. hERG (human Ether-a-go-go-
Related Gene) codifica un canal de potasio (Kv11.1) esencial
para |a repolarizacion del corazén, su inhibicion puede causar
prolongacion del intervalo QT (medida del tiempo entre el
comienzo de la onda Q y el final de la onda T en un
electrocardiograma), que pueden desembocar en arritmias
potencialmente mortales. La ICH ha desarrollado una guia
fundamental para abordar el estudio in vitro de este canal, la
ICH S7B™. Los principales modelos in vitro para realizar esta
medida son los que incluyen células modificadas para
expresar heterélogamente el canal hRERG y mas recientemente
células cardiacas derivadas de iPSC”. En cuanto a las
tecnologias de medida pasan del clasico ensayo
electrofisiologico patch-clamp, a medidas de fluorescencia
sensibles al talio y a las mas actuales tecnologias de
bioluminiscencia.

Neurotoxicidad in vitro: se puede estudiar en cultivos
neuronales, tanto lineas establecidas como PC12 o SH-SH5Y,
células primarias de roedores, o células iPS diferenciadas a
neuronas humanas para una mayor relevancia fisiologica, en
las que detectar efectos citotoxicos. Ademas de la muerte
celular es de interés el estudio del estrés oxidativo, la funcion
mitocondrial, la actividad sinaptica y la neuroinflamacion,
para realizar un perfilado completo.

Consejo: antes de pasar a los ensayos en animales, hay que
hacer una buena caracterizacion in vitro, del potencial efecto
toxico del candidato sobre el 6rgano dianay también sobre los
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érganos mas sensibles a los quimicos, como son el higado, el
corazony el cerebro.

Establecerladosisinicial segura paraestudios clinicos

La prediccion de la dosis inicial segura para los estudios clinicos se
realiza en modelos animales en los que se calcula el NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level), pero ensayos in vitro previos
pueden ayudar significativamente mediante la aplicacién de
MABEL (Minimal Anticipated Biological Effect Level), recomendado
por laFDAy la EMA. El MABEL se calcula integrando los resultados
preclinicos de: la afinidad in vitro del farmaco a su diana, potencia
farmacolégica, biodisponibilidad estimada y datos de toxicidad
celular™.

CRITERIOS GO/NO-GO EN EL DESARROLLO TEMPRANO DE
FARMACOS

Enlaactualidad un 90% de los candidatos que llegan a fase clinica
fracasany no alcanzan el mercado, paraintentar mejorar este dato
los ensayos preclinicos deben ser realizados de forma muy precisa
ylos modelos predictivosin vitro empleados deberian ser cada vez
mas fiables, a lo que pueden ayudar los avances técnicos surgidos
en los ultimos anos y ya mencionados anteriormente (iPSC,
organoides, organs-on-chips, nuevas técnicas de imagen, |A,
predicciéninsilico, etc...).

Los criterios go/no-ga son indicadores clave que determinan siun
compuesto debe avanzar a la fase siguiente. Se basan
fundamentalmente en la evidencia experimental, aunque
pueden anticipar consideraciones técnicas, operacionales y
economicas que pudieran surgir posteriormente. Un buen
planteamiento en la fase preclinica puede ahorrar pérdidas de
tiempo y dinero a la hora de llegar a la fase preclinica regulatoria
con un buen candidato que tenga mayor probabilidad de éxito. Es
cierto que para cada tipologia de farmaco y enfermedad a la que
van dirigidos, estos criterios pueden tener variaciones y necesitan
ser adaptados, pero en general, se deben ir cumpliendo paso a
paso todos ellos.

A continuacion, en la figura 4, se muestra un diagrama de flujo con
los criterios go/no-go que proponemos dentro de esta primera
fase del desarrollo de un farmaco, organizados en base a su mayor
relevanciay menor coste derealizacion.
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Figura4.- Diagrama de flujo con los criterios go/no-go para una fase
temprana del desarrollo de un farmaco.

Los primeros pasos deberian eliminar los candidatos que dieran
toxicidad tanto general como drgano-especifica y aquellos
potencialmente mutagénicos. También en los primeros pasos se
deberian eliminar aquellos que pueden dar interacciones
medicamentosas por interferir en la metabolizacién de los
farmacos (inhibidores de CYP450) y aquellos que pueden alterar
suexcrecion, por unirse a transportadores renales.

40

Los siguientes pasos deben contemplar su potencial
biodisponibilidad en el organismo, para lo que se debe medir su
estabilidad en diferentes condiciones y su probabilidad de llegar
al 6rgano diana atravesando las diferentes barreras del
organismo. Si un compuesto no muestra unos buenos resultados
en este punto puede ser sometido a una optimizaciéon por
Quimica Médica, que moedifique la parte de su estructura quimica
responsable de estos resultados negativos pero que conserve el
core de la molécula que es responsable de su eficacia y de su
seguridad. En algunos casos en los que ciertas propiedades
pueden ser mejoradas con una buena galénica posterior, no es
necesario hacer ninguna modificacion de la molécula, aunque
siempre va a requerir de esta mejora galénica cuando llegue a
fases posteriores.

Una vez todos estos pasos han sido cumplimentados, las
moléculas aprobadas deberian a pasar a los ensayos in vivo,
primero ensayos de toxicidad y después para determinar su perfil
farmacocinético. Por lo que, para pasar al siguiente nivel de
ensayos, los resultados deben ser claros y cumplir los criterios. Hay
resultados que claramente suponen una parada en su desarrollo y
otros que pueden indicar parada o bien la necesidad de modificar
el compuesto quimicamente para mejorar sus propiedades
drug-like o requeririan de un buen desarrollo galénico posterior
para poder seradministrados.

CONCLUSIONES

Los ensayos preclinicos y los criterios go/no-go son
fundamentales para garantizar la seguridad y eficacia de los
farmacos en desarrollo. Una evaluacion rigurosa en esta etapa
mejora la probabilidad de éxito clinico y optimiza el uso de
recursos, La implementacion de criterios claros y herramientas de
apoyo robustas es esencial para avanzar con confianza hacia la
faseclinica.
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