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ENSAYOS DE

SENSIBILIZACION CUTANEA

A METODOS IN CHEMICO

Ensayos moleculares y quimicos
REACTIVIDAD QUIMICA SIN CELULAS VIVAS

NOMBRE COMUN
Enzayos in chemica.

TIPO DE ALTERNATIVA
Retccionss quinics e sistemas wekdares.

BASE CIENTIFICA
nterseiin con pltidos o ks el

EJEMPLO DEL ARTICULO
‘cribado de akérgencs electrGflos.
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CARACTERISTICAS @
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REFERENCIAS |

Evaluacién de reactividad quinica

UNION A PROTEINAS

Apraimacide sl evento melecuar iniial,

CRIBADO DE SUSTANCIAS

Comparacion de miltiples compuestos.
DPRA Y ADRA

Reactivdad con piptdes o dervacs de amiroscidos

kDPRA
Informacisn cinética para subclasificacion.

CALIDAD ANALITICA
Deteccién de 3908 ¢inerlorencias.

ENFOQUES DEFINIDOS
ot graciin con v ocetes de ornacén

DESARROLLO DE METODOS
Meces darobuster y reproducbiidad

ARTICULO DE INTERES

Petersen et al. [2022)

Ensayo EASA e 36 pozos para
sensibiizacicn cutsnes

Escanea el QR para consultar fa fuente.
0i:10.3390/taxics 10050257

CITOTOXICIDAD INVITRO @ =i ..

Cultivos celulares
EVALUAR DAID CELULAR PARA APOYAR LAS 37 @ ‘TIPO DE ALTERNATIVA

Métonn in vitro: reempiaza parcial
segin ovjetrvo.

BASE CIENTIFICA
inty

0 membrana

. v o
. ENFOQUES
micrescopia
il L CARACTERISTICAS
Comgaracin de concentraciones
con conroles y réplicas

DATOS GENERALES

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

Touicalogia | Farmacologia | Cutiv celular | Bioética | 3R

REFERENCIAS

ToNCoLoGIA
Detectar dao celular iniclal

FARMACOLOGIA

Comparar concentraciones ¥ raspuastas

EIOMATERIALES

Examinar compatibilidad celular

ONCOLOGA

Explorar sensibiidad de células tums
@ MECANISWOS

Distinguir metabal

PRIORZACKON

Selecclonar sustancias para ms estudios.

DOCENCIA

Ensefar controies y curvas 06 respuests.

@ BIOTERIO Y 37
Justificar estudios pesteriores con evidencia.

ARTICULO DE INTERES

Mosmann (1983)
Ensayo colorimétrico de

imiento y supervivencio
eelular

Esconea 1 OF pars consulia s ot

i
ENSAYOS BIOQUIMICOS

NOMBRE COMUN
Ensayes enrimatices y @ unién

molecular

LIBRES DE CELULAS

Sistemas aceiulares
ESTUDIAR DIANAS S ORGANISINOS COUPLETOS @ TIPODE ALTERNATIVA

Método in chemica o bioquimics

BASE CIENTIFICA
Reaccianes entre enzimas, sustratos
¥ ligandas.

ENFOQUES
Colorimetria. fluorescencia
luminiscencia

CARACTERISTICAS

nes cantroladas:
@ interferencia

Cor
de se

oo0CcODORd

DATOS GENERALES
:

-
e
connst
cubto reemplaza s logra; o
walen a una respuEsta en un animal Caled
Limie

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

Bioquimica | Farmacalogéa | Toxieologia | Docencia | 3R

REFERENCIAS

ENZMOLOGIA
Medir actividad catalitca.

FARMACOS

Identificar inhibidores candidatos

NEUROTOXICOLOGIA
Estudiar 5 .

MECANISMOS
Relacionar oncantrac

crBADD
Evaluar bibliotecas de moléculas

CONFIRMACION

Repatir con otro método de dateceién

DOCENCIA

Dernastrar einética y controles.

BIOTERIO Y 37
Disminuir domanda de tejidos frescos.

ARTICULO DE INTERES

(1961
én colarimétrica de
icolinesterasa.

Ellman et a
D

Excanes R par consula b fusets,

Métodos in chemico Ensayos de citotoxicidad in vitro Ensayos bioquimicos libres de células

MODELADO QSAR

NOMBRE COMUN
i ;i
tructura-actividad,
Relacidin estrucivra-actividad

PREDECR PAOPIEDADES CON DATOS QUIMICOS. ‘TIPO DE ALTERNATIVA
oo

Métado in silia de prediccisn,

BASE CIENTIFICA
a descriptores moleculares y

ificacién y
omtico.

CARACTERISTICAS
i Requiere datos trazables y dominio
e apiicaion.

DATOS GENERALES

2200 @0Q0

aumenta la incemdumbre y requiere evidencia
nal,

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

Quimica | Taxicologia | Bioinformética | Validacidn | 3R

REFERENCIAS

TOXCI0AD
Estimar peligros definides

auinica

Relacianar estructura y actividad.

PRIORZACIN

Seleceionar compuEstos para ensayes.

SEGURIDAD
Integrar evidensia de difesertes fuentes.

DATOS HISTORICOS.
Reutiizar resultados documentados.

DiSERD
Explorar cambios de astructurs.

DOCENGIA

Ensenar validacién e incertigumbee.

BIOTERIO Y 37
Evitar ensayos redundantes cuando proceds.

Andiisis del dominio de aplicacién
en modelos GSAR

Exzanes o QR para consuta s ueess,

ACOPLAMIENTO
MOLECULAR

NOMBRE COMUN
Acoplamiento molecular o docking,
Docking computacional

EXPLORAR INTERAGGIONES PROTEINALIGANDO 9 ‘TIPO DE ALTERNATIVA

Métaro in siica de crizado
iy
- B
§
\‘ ENFOQUES
I o de estructuras,

b ¥ puntuacién

SE CIENTIFICA
5 Compatibles on un sit

= CARACTERISTICAS
*w Las puntuaciones orientan; no
- prueban eficacia
_——

e

DATOS GENERALES

[T

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

Bicinformatica | iogls | Quimica | Estructura | 3R

REFERENCIAS

@ FARMACOS.
Propaner meléeulas candidatas,

MECANISWOS
Explorar contactos <on ka diana.

SELECTIVIDAD

Comparar proteinas relacionsdas,

TOXICOLOGIA
Flantear posibies interacciones.

OPTIMZACION
Orientar cambios en ligand

COMPARACION
iMerencias ontre espacies.

DOGENCIA
Visualizar estructusa y rec

BIOTERIO Y 37
Friarizar hipésesis antes de estudios in viva.

-
Evaluacién ¢

docking,

Escanes 1 OF pars esnsutar s s

CRIBADO DE
ALTO RENDIMIENTO

HTS y gHTS
EVALUAR MUCHOS COMPUESTOS DE FORMA SISTEMATICA TIPO DE ALTERNATIVA
Método in vira o bioguimico, segin
sayo.

NOMBRE COMUN
Cribado automatizade de alto

rengimiento,

BASE CIENTIFICA
W ¥ loctura de
respuestas biolégicas.

ENFOQUES
HTS de una concentracién; GHTS con

CARACTERISTICAS
Automatizacin, trazabilidad y
dad,

Controles de calida

‘
DATOS GENERALES

ble. Puede [—
5y

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

nacologia | Automatizacidn | Texicolegia | Datos | 3%

REFERENCIAS

22000000

DESCUBRMIENTO
Detectar meléeulas activas.

TOXICOLOGIA

Comparar perfiles celulares.

VIAS CELULARES

1dentificar moduladores de senalizacién

ENZMIAS
Cribar Inhibidores o activadres.

POTENCIA

Estimar cane

oATOS
Organizar grandes bibsctecas

DOCENCIA
Analizar ealidad y reprosucisat,

BIOTERIO Y 37
Reservar oss

animales para hipéiesis

ARTICULO DE INTERES

Inglese et al. (2006)
Cribado cuantitativo mediante
curvas de concentracion.

Excanes R pars eonsutie b usess.

Modelado QSAR Cribado de alto rendimiento

Acoplamiento molecular
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METUDUS IN CHEMICO @ INFORMACION GENERAL A USOS FUNDAMENTALES EN LA INVESTIGACION
NOMBRE COMUN SENSIBILIZACION CUTANEA

Ensayos moleculares y quimicos Ensayos in chemico. Evaluacién de reactividad quimica.

REACTIVIDAD QUIMICA SIN CELULAS VIVAS T | e —
TIPO DE ALTERNATIVA

Reacciones quimicas en sistemas acelulares.

UNION A PROTEINAS

Aproximacion al evento molecular inicial.

CRIBADO DE SUSTANCIAS

Comparacién de multiples compuestos.

BASE CIENTIFICA

Interaccion con péptidos o moléculas modelo.

................................................................................................. DPRA 'v ADRA
EJEMPLO DEL ARTIiCULO Reactividad con péptidos o derivados de aminoacidos.
EASA: cribado de alérgenos electrdfilos. | | L s

kDPRA

Informacion cinética para subclasificacion.

CARACTERISTICAS
FO[‘matO de 96 pozos: I:DntrOIES: ............................................... ' ............................................. .
lectura instrumental. CALIDAD ANALITICA

Deteccidn de sesgos e interferencias.

ENFOQUES DEFINIDOS

Integracién con otras fuentes de informacién.

e . | _ \
(@ IMPORTANCIA EN LA INVESTIGACION

m

£ sistema Sin células vivas DESARROLLO DE METODOS
En sensibilizacién cutanea, examinan &  Ejemplo EASA de 96 pozos Mejora de robustez y reproducibilidad.
reactividad asociada al inicio del proceso. U  Reactivos EASA Soncas NET y PDA
Aportan evidencia para estrategias que ]  Llectura EASA Absorbancia y fluorescencia
; ; f 0 Controles Blancos y referencias
evitan o reducen ensayos a_rllrnales. Por_SI T i o e T Petersen et al. (2022)
solos no reproducen absorcion, metabolismo dacstl= bl £ Orfluorespengialysclitilioa
ni la respuesta inmune completa [C1] Complemento Datos celulares y computacionales Ensa?'t? lEA?#}. de 9,6 pozEsiRar
S I ! tach®. DI S g - sensibilizacion cutanea.
- » APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS -+ ooy b Escanea el QR para consultar la fuente.
.3 Quimica ‘ @s Toxicologfa ‘ o Alergologia ‘ y Metrologia “5 3R doi:10.3390/toxics10050257

Petersen EJ, et al. Development of a 96-Well Electrophilic Allergen Screening Assay for Skin Sensitization Using a Measurement Science Approach. Toxics. 2022;10:257.

.. REF ER ENCI As doi:10.3390/toxics10050257.
Lﬁl . OECD. Test No. 442C: In Chemico Skin Sensitisation. 2026. doi:10.1787/9789264229709-en.
OECD. Guideline No. 497: Defined Approaches on Skin Sensitisation. 2026. doi:10.1787/b92879a4-en.

CATALOGO 2 - Métodos in chemico [ anterior || siguiente | 4



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35622670/

ENSAYOS DE

CITOTOXICIDAD IN VITRO @ &t s coinaces

Cultivos celulares

EVALUAR DANO CELULAR PARA APOYAR LAS 3R

TIPO DE ALTERNATIVA
Método in vitro; reemplazo parcial

segun objetivo.

BASE CIENTIFICA

Viabilidad, integridad de membrana
y actividad metabdlica.

ENFOQUES
MTT, ATP, liberacién de LDH y

TOXICOLOGIA

Detectar dafio celular inicial.

FARMACOLOGIA
Comparar concentraciones y respuestas.

BIOMATERIALES
Examinar compatibilidad celular.

ONCOLOGIA

Explorar sensibilidad de células tumorales.

MECANISMOS
Distinguir metabolismo y membrana.

microscopia.

PRIORIZACION
Seleccionar sustancias para mas estudios.

CARACTERISTICAS

Comparacién de concentraciones
con controles y réplicas.

DOCENCIA

Ensefiar controles y curvas de respuesta.

OO DODO

llustraciédn conceptual de bioterio y modelos alternativos
. DATOS GENERALES BIOTERIO Y 3R
IMPORTANCIA EN LA INVESTIGACION Entrada Células y sustancia de prueba Justificar estudios posteriores con evidencia.
. Viabilidad relativa o curva de respuesta
Permiten detectar efectos celulares antes de Resultado ot W ur Pu
Modelo / material Lineas de ratén, rata o humanas

planear estudios con roedores. Las lineas
establecidas pueden evitar nuevos animales Equipo
para esa etapa. Una sefial metabdlica no
demuestra por si sola muerte celular; conviene
combinar indicadores independientes. Calidad
Limite No reproduce la respuesta sistémica

Lector de placas y microscopio

ARTICULO DE INTERES

Mosmann (1983)

Ensayo colorimétrico de
crecimiento y supervivencia
celular.

Control Blanco, vehiculo y control positivo

Verificar interferencias del compuesto

Escanea el QR para consultar la fuente.

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

Toxicologfa | Farmacologia | Cultivo celular | Bioética | 3R

1. Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival. ] Immunol Methods. 1983;65:55-63. doi:10.1016/0022-1759(83)90303-4.
2. Xia M, et al. Compound cytotoxicity profiling using quantitative high-throughput screening. Environ Health Perspect. 2008. PMCID:PMC2265061.

REFERENCIAS

3. Inglese |, et al. Quantitative high-throughput screening: a titration-based approach. Proc Natl Acad Sci USA. 2006;103:11473-8. doi:10.1073/pnas.0604348103.
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ENSAYOS BIOQUIMICOS
LIBRES DE CELULAS

Sistemas acelulares

ESTUDIAR DIANAS SIN ORGANISMOS COMPLETOS

molecular.

TIPO DE ALTERNATIVA

Método in chemico o bioquimico
acelular.

BASE CIENTIFICA

Reacciones entre enzimas, sustratos
y ligandos.

ENFOQUES

Colorimetria, fluorescencia y

NOMBRE COMUN
Ensayos enzimaticos y de unién

ENZIMOLOGIA

Medir actividad catalitica.

FARMACOS
Identificar inhibidores candidatos.

NEUROTOXICOLOGIA
Estudiar acetilcolinesterasa.

MECANISMOS

Relacionar concentracién y actividad.

CRIBADO
Evaluar bibliotecas de moléculas.

l[uminiscencia.

CONFIRMACION
Repetir con otro método de deteccidn.

CARACTERISTICAS

Condiciones controladas; controles
de sefnal e interferencia.

DOCENCIA

Demostrar cinética y controles.

OO DODO

llustraciédn conceptual de bioterio y modelos alternativos
. DATOS GENERALES BIOTERIO Y 3R
IMPORTANCIA EN LA INVESTIGACION Entrada Enzima o proteina y Compuesto Disminuir demanda de tejidos frescos.
. ‘s . . . Resultado Actividad o porcentaje de inhibicién
Aislan una reaccién para estudiar cémo actta
un compuesto. Las proteinas recombinantes Modelo / material Reactivos purificados o recombinantes

Espectrofotémetro o lector de placas

ARTICULO DE INTERES

Ellman et al. (1961)
Determinacién colorimétrica de
acetilcolinesterasa.

pueden evitar la obtencion repetida de tejidos Equipo
de roedores. El origen de los reactivos
determina cuanto reemplazo se logra; no
equivalen a una respuesta en un animal. Calidad
Limite Ausencia de metabolismo y barreras

Control Blanco y reaccién sin inhibidor

Controlar pH, tiempo y temperatura

Escanea el QR para consultar la fuente.

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

Biogquimica | Farmacologia | Toxicologia | Docencia | 3R

1. Ellman GL, et al. A new and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem Pharmacol. 1961;7:88-95. PMID:13726518.

2. Inglese |, et al. Quantitative high-throughput screening: a titration-based approach. Proc Natl Acad Sci USA. 2006;103:11473-8. doi:10.1073/pnas.0604348103.

REFERENCIAS

3. Warren GL, et al. A critical assessment of docking programs and scoring functions. | Med Chem. 2006;49:5912-31. do0i:10.1021/jm050362n.
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MODELADO QSAR

NOMBRE COMUN TOXICIDAD

Relaciones cuantitativas Estimar peligros definidos.

estructura-actividad.

Relacion estructura-actividad
PREDECIR PROPIEDADES CON DATOS QUIMICOS

QUIMICA
Relacionar estructura y actividad.

TIPO DE ALTERNATIVA

Método in silico de prediccién.

PRIORIZACION
Seleccionar compuestos para ensayos.

BASE CIENTIFICA

Asocia descriptores moleculares y
efectos medidos.

SEGURIDAD

Integrar evidencia de diferentes fuentes.

ENFOQUES

Regresidn, clasificacién y
aprendizaje automatico.

DATOS HISTORICOS

Reutilizar resultados documentados.

OO DODO

3 DISENO

CARACTERISTICAS Explorar cambios de estructura.

Requiere datos trazables y dominio

de aplicacién. DOCENCIA

B o Ensefar validacion e incertidumbre.
llustraciédn conceptual de bioterio y modelos alternativos
. DATOS GENERALES BIOTERIO Y 3R
IMPORTANCIA EN LA INVESTIGACION Entrada Estructuras y resultados conocidos Evitar ensayos redundantes cuando procede.
Resultado Propiedad o actividad predicha

Ayuda a seleccionar sustancias y completar

informacién cuando el modelo es adecuado Modelo / material Descriptores moleculares . ,
para el propésito. Los datos histéricos de Equipo Conjunto externo de validacién ARTICULO DE INTERES

roedores deben identificarse por especie y

C s . Control Error, sensibilidad y especificidad
ensayo. La extrapolacién fuera del dominio - — — — — Articulo de investigacién (2024)
aumenta la incertidumbre y requiere evidencia Calidad Dominio de aplicacion explicito Anélisis del dominio de aplicacién
adicional. Limite No demuestra causalidad biolégica en modelos QSAR.

Escanea el QR para consultar la fuente.

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

Quimica | Toxicologia | Bioinforméatica | Validacién | 3R

1. Rethinking the applicability domain analysis in QSAR models. 2024. PMID:38351144.
RE FERENC'AS 2. OECD. (Q)SAR Assessment Framework. Second edition. 2024. doi:10.1787/bbdac345-en.

3. Mayr A, et al. DeepTox: Toxicity Prediction using Deep Learning. Front Environ Sci. 2016;3:80. doi:10.3389/fenvs.2015.00080.
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ACOPLAMIENTO
MOLECULAR

Docking computacional
EXPLORAR INTERACCIONES PROTEINA-LIGANDO

NOMBRE COMUN

Acoplamiento molecular o docking.

TIPO DE ALTERNATIVA

Método in silico de cribado
estructural.

BASE CIENTIFICA

Busca poses compatibles en un sitio
de union.

ENFOQUES

Preparacién de estructuras,

FARMACOS

Proponer moléculas candidatas.

MECANISMOS
Explorar contactos con la diana.

SELECTIVIDAD
Comparar proteinas relacionadas.

TOXICOLOGIA

Plantear posibles interacciones.

OPTIMIZACION
Orientar cambios en ligandos.

blsqueda y puntuacion.

COMPARACION
Revisar diferencias entre especies.

CARACTERISTICAS

Las puntuaciones orientan; no
prueban eficacia.

DATOS GENERALES

DOCENCIA

Visualizar estructura y reconocimiento.

llustraciédn conceptual de bioterio y modelos alternativos

IMPORTANCIA EN LA INVESTIGACION

BIOTERIO Y 3R
Priorizar hipotesis antes de estudios in vivo.

®
@
il
®
Q
il

Entrada Proteina 3D y ligandos

. T Resultado Poses y puntuaciones estimadas
Permite formular hipdtesis antes de ensayos - P - o
celulares o animales. Al usar una proteina de Modelo / material Sitio de uni6n definido , ,
rata o ratén se deben indicar especie, Equipo Software y estructura curada ARTICULO DE INTERES
estructur.a,y calldgd. La flexibilidad, el aguay la Control Ligando conocido y reacoplamiento
preparacion del sistema pueden cambiar las _ . — i Warren et al. (2006)
predicciones. Calidad Confirmacion bioguimica posterior Evaluacion critica de programas de

Limite Puntuacién no equivale a afinidad

docking.

Escanea el QR para consultar la fuente.

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

Bioinformatica | Farmacologia | Quimica | Estructura | 3R

1. Warren GL, et al. A critical assessment of docking programs and scoring functions. ]| Med Chem. 2006;49:5912-31. doi:10.1021/jm050362n.
2. Ellman GL, et al. A new and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem Pharmacol. 1961;7:88-95. PMID:13726518.

REFERENCIAS

3. OECD. (Q)SAR Assessment Framework. Second edition. 2024. doi:10.1787/bbdac345-en.
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CRIBADO DE

ALTO RENDIMIENTO

HTS y gHTS

EVALUAR MUCHOS COMPUESTOS DE FORMA SISTEMATICA

llustraciédn conceptual de bioterio y modelos alternativos

4

IMPORTANCIA EN LA INVESTIGACION

Permite concentrar la investigacion en
candidatos con actividad reproducible. Puede
usar células humanas o de roedores y ensayos
sin células. Los hallazgos iniciales necesitan
confirmacién para descartar sefiales espurias
antes de avanzar a estudios mas complejos.

Entrada
Resultado
Modelo / material
Equipo

Control

Calidad

Limite

rendimiento.

TIPO DE ALTERNATIVA

Método in vitro o bioguimico, segun
ensayo.

BASE CIENTIFICA

Miniaturizacién y lectura de
respuestas bioldgicas.

ENFOQUES

HTS de una concentracién; qHTS con
curvas.

CARACTERISTICAS

Automatizacién, trazabilidad y
controles de calidad.

DATOS GENERALES

Biblioteca de compuestos y ensayo
Candidatos y curvas de respuesta
Microplacas de multiples pozos
Robética y lector automatizado
Controles en cada placa

Confirmacién con ensayo independiente

Falsos paositivos e interferencias

APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS

Farmacologia | Automatizacién | Toxicologia | Datos | 3R

NOMBRE COMUN
Cribado automatizado de alto

OO DODO

DESCUBRIMIENTO

Detectar moléculas activas.

TOXICOLOGIA

Comparar perfiles celulares.

ViAS CELULARES
Identificar moduladores de sefializacioén.

ENZIMAS

Cribar inhibidores o activadores.

POTENCIA
Estimar concentraciones de efecto.

DATOS
Organizar grandes bibliotecas.

DOCENCIA

Analizar calidad y reproducibilidad.

BIOTERIO Y 3R

Reservar estudios animales para hipétesis
solidas.

ARTICULO DE INTERES

Inglese et al. (2006)
Cribado cuantitativo mediante
curvas de concentracién.

Escanea el QR para consultar la fuente.

1. Inglese ), et al. Quantitative high-throughput screening: a titration-based approach. Proc Natl Acad Sci USA. 2006;103:11473-8. doi:10.1073/pnas.0604348103.

REFERENCIAS

2. Xia M, et al. Compound cytotoxicity profiling using quantitative high-throughput screening. Environ Health Perspect. 2008. PMCID:PMC2265061.

3. Ellman GL, et al. A new and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem Pharmacol. 1961;7:88-95. PMID:13726518.
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