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RESUMEN

La hipertension arterial (AHT), estado patoldgico definido como la elevacién persistente de la presion
arterial, es considerada uno de los principales problemas de salud publica. El tratamiento de la patologia se
realiza preferentemente con farmacos antihipertensivos. Los pacientes se encuentran sometidos a una

exposicion larga e ininterrumpida a estos farmacos.

Los farmacos antihipertensivos se clasifican en funcion del mecanismo de accion por el que logran su
efecto. Una de las clases son los antagonistas de los receptores de angiotensina Il (ARB). Los ARB son la

Gltima clase terapéutica incluida en la terapia antihipertensiva.

En este Trabajo Fin de Grado, se ha evaluado la posible capacidad genotoxica in vitro, de dos tipos de
farmacos ARB (losartan e irbesartan) mediante el empleo de uno de los métodos citogenéticos mas
utilizados, el ensayo de microntcleos (MN). El indice de divisién nuclear (NDI) fue usado también como
medida de genotoxicidad. El analisis se ha realizado en linfocitos de sangre periférica (PBL) de 10
individuos control mediante dos tipos de cultivo uno sin farmaco y otro afiadiendo los farmacos a los
cultivos en una concentracion igual a la que se encuentra en el plasma de pacientes. Los resultados
muestran un aumento estadisticamente significativo de la frecuencia de células binucleadas con
microntcleos (BNMN) pero no se observan diferencias estadisticamente significativas en el indice de

division nuclear.

Estos resultados sugieren un posible efecto genotoxico de los farmacos pero seria necesario llevar a cabo

estudios en una poblacién mas amplia e in vivo con los mismos farmacos para confirmarlo.
ABSTRACT

Arterial hypertension (AHT) also known as high blood pressure, is a chronic medical condition in which
the blood pressure in the arteries is elevated. It is considered one of the main public health problems. The
large majority of hypertensive patients need long-term treatment with antihypertensive. Therefore, patients

may be exposed to the effects of these drugs over a long period of time.

Antihypertensive drugs are classified according to their mechanism of action. Angiotensin Il receptor

blockers (ARBSs) are a new class of drugs used in the treatment of hypertension.

In this project we studied the potential genotoxic effects of two ARBs (losartan e irbesartan) in vitro in
human peripheral blood lymphocytes (PBL) by means of the cytokinesis-block micronucleous (CBMN)
assay. The nuclear division index (NDI) was used too as a measure of cytotoxicity. The study was
performed in 10 control individuals by two different types of cultures: one without adding any drug and the
other type by adding the drugs to the culture medium at a final concentration similar to the levels found in

plasma in patients.

Our results showed a significant increase in the frequencies of binucleated cells with MN (BNMN) but we
have observed no significant variation in the NDI. The results suggest a possible genotoxic effect but

further studies in a wider population and in vivo are needed to confirm it.
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1. INTRODUCCION

1.1.HIPERTENSION

1.1.1. Definicidn, incidencia y sintomatologia

La hipertension arterial (AHT) se define como un estado patoldgico determinado por una tension sistélica
igual o superior a 140 mm Hg y una tension diastélica igual o superior a 90 mm Hg. La tensién arterial
normal en un adulto esta definida como una tension sistélica de 120 mm Hg y una tension diastolica de 80
mm Hg. Sin embargo, los beneficios cardiovasculares de la tension arterial normal se extienden incluso por

debajo de esos niveles de tension sistdlica (105 mm Hg) y de tension diastdlica (60 mm Hg) [1].

La hipertension arterial es un importante factor de riesgo cardiovascular. Especialmente en paises
desarrollados, es una condicion muy frecuente que afecta al 40% de los adultos [2]. La organizacion
mundial de la salud (WHO) estima que sea la décima causa de muerte en 2030 [3]. En Espafia, la AHT
afecta aproximadamente a un 35% de la poblacién, es decir, de manera global a unos 10 millones de
individuos adultos. Este porcentaje de personas afectadas aumenta de manera analoga al incremento de la
edad en los individuos [4]. Mé&s concretamente, en el Pais Vasco es la enfermedad crénica que afecta a un

mayor porcentaje de la poblacién, tanto en mujeres como en hombres [5].

Uno de los factores que hacen a la AHT peligrosa es que al inicio, por lo general, es asintomatica y la
mayor parte de la poblacion afectada por AHT desconoce que la padece [6]. La AHT es un proceso
silencioso que dura muchos afios y en ocasiones los primeros sintomas como cefaleas, ruidos de oidos,
sensacion de inestabilidad, fatiga y disnea pueden ser seguidos de complicaciones cardiacas en forma de

infarto o insuficiencia cardiaca o incluso a nivel cerebral en forma de ictus [7].

La importancia de la investigacion sobre los tratamientos antihipertensivos o la mejora de los ya existentes
radica no solo en la incidencia que tiene la AHT en la poblacidn sino también en ser la principal causante

del 50% de las enfermedades cardiovasculares de alto riesgo como las mencionadas en el parrafo anterior

[8].

1.1.2. Clasificacién de la hipertension arterial

La clasificacion de la hipertension arterial se puede realizar atendiendo a diferentes aspectos, tres de los

mas importantes son los siguientes [9]:

@ Los valores de la presion arterial (BP).
€ Laimportancia de afeccion de los 6rganos diana.

@ Lacetiologia.
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Los valores de la presion arterial son usados en todas las guias internacionales para el tratamiento de la

hipertensién arterial. La clasificacién basada en estos valores se muestra en la tabla 1.1. [10].

Presion arterial sistolica Presion arterial diastolica
(mm Hg) (mm Hg)
Optima <120 <180
Normal 120-129 80-84
Normal - alta 130-139 85-89
Grado 1 hipertensién
. 140-159 90-99
(media)
Grado 2 hipertensién
(moderada) 160-179 100-109
Grado 3 hipertensién
>180 >110
(severa)
Hipertension sistélica
. >140 <90
aislada

Tabla 1.1. Clasificacion de la BP en adultos [10].

La clasificacion del tipo de hipertension arterial es importante para determinar el tratamiento a seguir.

1.1.3. Tratamientos de la hipertension arterial

El tratamiento de la AHT se suele llevar a cabo combinando dos componentes: uno no farmacolégico y otro
farmacolégico. EI componente no farmacolégico consiste en un cambio del estilo de vida: pérdida de peso,
aumento del ejercicio fisico aerébico [11] y la disminucion del consumo de alcohol [12]. Asimismo, una
dieta baja en grasa total, una reduccién del consumo de sodio y un aumento de la ingesta de frutas,
vegetales y productos lacteos desnatados [13] han demostrado que manteniendo en el tiempo (mas de 3
afios) estos habitos la presion arterial disminuye [14]. Estas medidas no farmacoldgicas tienen efecto no
solo sobre personas hipertensas, reduciendo la presion arterial, sino también en personas no hipertensas o

pre-hipertensas, previniendo el desarrollo de hipertension [15].

En el tratamiento farmacoldgico, las guias sobre AHT se han centrado durante muchos afios en los valores
de la presion arterial como variables Unicas o principales que determinaban la necesidad y el tipo de
tratamiento. La guia de la Sociedad Europea de Hipertension y de la Sociedad Europea de Cardiologia

(ESH/ESC) de 2007 [16] hace hincapié en que el diagnostico y el tratamiento de la hipertension arterial
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deben relacionarse con una cuantificacion del riesgo cardiovascular total. Esto es importante ya que el

problema de la AHT no aparece de forma aislada sino que los pacientes presentan otros factores de riesgo

cardiovascular relacionados con el metabolismo lipidico principalmente [17]. Por ello, el tratamiento

farmacolégico puede involucrar el uso de mas de un farmaco.

Los farmacos antihipertensivos se clasifican en funcién de su mecanismo de accién y lugar de actuacién

[18]. En base a esto tenemos:

*

Farmacos diuréticos: son farmacos que estimulan la excrecion renal de agua y electrolitos. Son
los antihipertensivos mas antiguos, econémicos y bien tolerados a dosis bajas (12,5 - 25 mg/dia)
[19].

Farmacos bloqueantes g-adrenérgicos: los antagonistas p-adrenérgicos (bloqueadores beta) se
unen selectivamente a los B-adrenoceptores, lo que produce un antagonismo competitivo y
reversible de los efectos de la estimulacién B-adrenérgica en distintos érganos [20]. Estos farmacos
a nivel cardiaco disminuyen la fuerza contréctil del miocardio y la frecuencia cardiaca, y como

consecuencia reducen el gasto cardiaco [19].

Farmacos bloqueantes a-adrenérgicos: reducen la presidn arterial disminuyendo las resistencias
periféricas y produciendo relajacion [19]. Un efecto secundario muy comun es la hipotension
ortostatica de la primera dosis pero suele ser menos frecuente cuando se comienza con dosis bajas
subiendo progresivamente. Otros efectos secundarios pueden ser mareo y molestias

gastrointestinales [21].

Farmacos antagonistas de calcio: los canales de calcio que regulan la entrada de Ca*" a la célula,
son la diana especifica de estos farmacos que, uniéndose a receptores acoplados a dichos canales,
precipitan su cierre, la caida de los niveles citosélicos de Ca®* y la vasodilatacién [19]. Lo que

supone un descenso de la BP.

Farmacos inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ACEI): desde la
introduccién de los ACEI a finales de la década de los 80 se ha demostrado como el bloqueo
farmacolégico del sistema renina-angiotensina (RAS) es efectivo para la prevencion y el
tratamiento de la hipertension, la enfermedad coronaria, el ictus, la insuficiencia cardiaca o la
nefropatia diabética [22]. EI mecanismo de accion mas evidente de estos farmacos es la inhibicion
de la enzima que convierte la angiotensina | en angiotensina Il (A-1l), con lo que las
concentraciones de A-Il circulantes disminuyen y se suprime la vasoconstriccion directa inducida

por este péptido, provocando un descenso de la presion arterial [23].

Farmacos antagonistas de los receptores de la angiotensina 11 (ARA-II): los antagonistas de

los receptores de A-11 representan una clase de farmacos que poseen caracteristicas comunes con
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los ACEI en cuanto a su eficiencia para el tratamiento de la hipertension aunque su principal
diferencia es una mayor tolerabilidad de los ARA-II [22]. Estos farmacos son el objeto de estudio
en este Trabajo Fin de Grado por lo que se hard una descripcion mas detalla en el siguiente

apartado.

1.1.4. Farmacos antagonistas de los receptores de la angiotensina Il

El RAS es un sistema hormonal responsable de la regulacion del equilibrio electrolitico. La angiotensina Il
(A-11) es el mayor péptido efector del sistema.

La A-Il interviene en el equilibro electrolitico y su efecto sobre los diferentes tejidos se produce al
interaccionar con los receptores especificos que presentan en la membrana las células diana. Hay diferentes
receptores pero los mas conocidos son los AT1 y AT2. Los receptores AT1 se distribuyen principalmente
por el corazén, los vasos sanguineos, el rifion y el sistema nervioso central. Los receptores AT2 se
encuentran en tejidos fetales y en el adulto en pequefias cantidades, en el rifién, las glandulas adrenales, el
corazon, el cerebro, el Utero y los testiculos. EI mecanismo de accion de los farmacos ARA |1 consiste en
inhibir las acciones de la A-11 bloqueando a los receptores AT1.

La mayor afinidad de los ARA-II por los receptores AT1 supone que sus principales efectos sean la
disminucién de las resistencias periféricas, la modificacion de la frecuencia cardiaca y/o del gasto cardiaco.
Como consecuencia del desplazamiento competitivo se incrementan las concentraciones circulantes de
angiotensina Il. Este aumento de concentracion provoca un aumento de las uniones de angiotensina Il con
los receptores AT2 que no estén bloqueados por los ARA-II. Esto genera un aumento de la liberacion de
6xido nitrico, bradicininas y prostaglandinas que presentan propiedades vasodilatadoras y participan en la
reabsorcién tubular proximal de Na+ [23]. Estos efectos suponen un descenso de la presion arterial y
pueden verse esquematizados en la figura 1.1.
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Figura 1.1. Sistema RAS y lugar de accion de farmacos antihipertensivos [9].
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En este Trabajo Fin de Grado evaluaremos la posible capacidad genotoxica de dos farmacos antagonistas

de los receptores de la angiotensina I1: losartan e irbesartan.

# Losartan fue uno de los primeros farmacos ARA 1l aprobados para uso clinico, su aprobacién se
realiz6 en 1995 [24]. Por su estructura quimica al igual que los fArmacos valsartan, irbesartan y
candersartan, pertenece al grupo de los binefiltetrazoles. Losartan se absorbe bien por via oral y
alcanza su concentracion maxima al cabo de una hora pero el 14% de la dosis administrada se
transforma en un metabolito activo que alcanza su concentracién maxima a las dos o cuatro horas
con una semivida mas larga de nueve horas por lo que el metabolito activo es el verdadero
causante de muchas acciones del losartan [25]. Aun asi, esta semivida de nueve horas hace que los
efectos sean a muy corto plazo en comparacion con otros farmacos ARA-II como el candersartan

cuyos efectos duran més de 24 horas [26].

# Irbesartdn se absorbe de forma répida y completa por via oral y su concentracion maxima se
alcanza a la hora y media o dos horas. Presenta una semivida mas prolongada que el losartan y su
respectivo metabolito, de unas quince a diecisiete horas [27]. Diversos ensayos clinicos han
demostrado que irbesartan y otros farmacos ARA-1I como candersartan, olmesartan y telmisartan
son mas efectivos que losartan en la reduccion de la presion arterial [28].

1.2. ESTUDIOS DE BIOMONITORIZACION HUMANA

Los seres humanos estan expuestos a una gran variedad de sustancias, esta exposicién puede conllevar
efectos negativos sobre la salud. Los estudios de biomonitorizacion o evaluacion del riesgo son esenciales

para la estimacion y prediccion de efectos adversos para la salud humana.
1.2.1. Definicién de biomonitorizacién y biomarcador

La biomonitorizacion humana es una actividad que consiste en la obtencién de muestras biol6gicas con el

objetivo de determinar el potencial riesgo que para la salud humana tiene la sustancia en estudio.

Para identificar los cambios resultantes en sistemas bioldgicos producidos por la sustancia en estudio, sus
metabolitos o sus productos de reaccion se utilizan indicadores llamados biomarcadores. En un sentido
general, un biomarcador se define como cualquier respuesta bioldgica que refleja una interaccién entre un
sistema bioldgico y un agente quimico, fisico o bioldgico. El principal valor de los biomarcadores radica en

que evidencia los efectos tempranos de una sustancia tdxica [29,30].

Los biomarcadores se dividen cladsicamente en tres grupos:
@ De exposicion: permiten conocer si el agente en estudio ha penetrado en el organismo.
@ De efecto: indican cambios bioquimicos que acontecen tras la exposicion a los agentes en estudio.
@ De susceptibilidad: sirven como indicadores de la respuesta individual frente a la agresién de un

toxico o grupo de toxicos.
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En nuestro estudio analizamos biomarcadores de efecto como son los microntcleos en linfocitos de sangre

periférica.

1.2.2. Biomarcadores de genotoxicidad

Englobados en el grupo de biomarcadores de efecto se hallan los marcadores de genotoxicidad que se
utilizan, generalmente, para monitorizar el efecto genotédxico de sustancias quimicas [32]. Las alteraciones
citogenéticas son uno de los marcadores de efecto biolégico temprano mas utilizado en biomonitorizacion
humana debido a que se ha demostrado que casi todas las sustancias inducen un aumento de este tipo de

alteraciones [29].

a. Ensayo de micronucleos

Entre los ensayos citogenéticos mas utilizados esta el estudio de micronucleos (MN).

Figura 1.2. Imagenes de células binucleadas con un micronucleo [34,7].

a.1l. Los micronucleos y su origen.

Los microndcleos son estructuras derivadas del nicleo, méas pequefias. Pueden contener cromosomas
enteros o fragmentos cromosémicos derivados de roturas no reparadas. Estos fragmentos de cromatina
rodeados de una envoltura nuclear se producen por irregularidades en el proceso de division celular [33]. El
material genético desprendido puede derivar de cromosomas enteros y se consideran microndcleos de
origen aneugénico o pueden derivar de fragmentos cromosomicos acéntricos, estos Ultimos son mas
frecuentes y se consideran que son de origen clastogénico [34]. Para conocer el origen de los microntcleos

se emplean las técnicas de hibridacion in situ fluorescente (FISH) con sondas alfa satélite [35].

a.2. Ensayo de micronucleos en linfocitos de sangre periférica

La utilizacién de los MN como marcadores en los linfocitos de sangre periférica fue propuesta en 1976 por
Countryman y Heddle. Estos investigadores propusieron el recuento de MN como medida de dafio

cromosoémico. Posteriormente, en 1985 el ensayo fue mejorado por Fenech y Morley mediante el empleo de
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citocalasina-B (cyt-B) impidiendo la citocinesis y generando células binucleadas (BN) que han sufrido una
sola divisién. La cyt-B no afecta al ndcleo, solo imposibilita la formacion del anillo contractil [36]. Esta

técnica fue validada a nivel mundial en 1999 como un biomarcador efectivo de dafio en el DNA [37].

a.3. Factores que afectan a la frecuencia de micronucleos

Los microntcleos pueden producirse de manera espontanea o generada por contaminantes ambientales,
radiaciones, sustancias quimicas, estrés oxidativo o incluso habitos de vida; también pueden ser inducidos
por inflamaciones crénicas, exposicion a metales pesados, quimioterapia o condiciones neoplasicas [38,39].

La tabla 1.2. sefiala algunos factores que afectan al nimero de micronicleos en cultivos de células

humanas.
Factores que incrementan el nUmero de MN Factores que reducen el nimero de MN
La edad o procesos fisiolégicos como la osteoporosis o Agentes antioxidantes.

la menopausia suponen un mayor porcentaje de MN.

El sexo femenino presenta mayor porcentaje de MN. Vitaminas E y C.
Drogas, alcohol y exposicion a agentes toxicos de forma B-Caroteno.
cotidiana.
Déficit de folato o vitamina B12. Infusiones de Ginseng y té

Tabla 1.2. Factores que afectan al nimero de MN en cultivos de células humanas [38,39].

1.3. EVALUACION DEL RIESGO GENETICO DE FARMACOS

1.3.1. Introduccidn a la toxicologia genética

La Toxicologia Genética es la disciplina que estudia los agentes genotéxicos fisicos, quimicos y biolégicos
que pueden dafiar el material genético de las células, directa e indirectamente. El término genotdxico se

aplica a aquellos agentes que causan dafio en el material genético a dosis subtoxicas [40].
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1.3.2. Ensayos genotdxicos: farmacos ARB

Revisiones recientes sobre la capacidad genotdxica de los agentes antihipertensivos sugieren también que
para la mayoria de estos farmacos, los datos publicados no permiten la evaluacion del riesgo en humanos
[41].

En la actualidad, los farmacos ARB son medicamentos de Ultima generacién cuyo uso estd ampliamente
extendido. Sin embargo, solo tres ARB irbesartan, telmisartan y eprosartan han sido analizados relacién a
su capacidad genotdxica en células humanas (estudio anomalias cromosémicas in vitro); los resultados son

positivos para irbesartan, negativos para eprosartan y no concluyentes para telmisartan.
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2. OBJETIVOS

En base a lo sefialado previamente, el principal objetivo de este Trabajo Fin de Grado es evaluar in vitro la
posible capacidad genotdxica de dos farmacos inhibidores de los receptores de angiotensina Il: losartan e

irbesartan.

El estudio se ha llevado a cabo en linfocitos de sangre periférica de un grupo de personas sanas a través de
la realizacién de un ensayo de microntcleos.

Para llevar a cabo el objetivo principal, nos planteamos los siguientes objetivos especificos:
Determinar la frecuencia de células binucleadas con un microntcleo (BNMN).

Analizar el indice de division nuclear (NDI) como una medida de toxicidad celular.

Estimar si existe una correlacién entre la frecuencia de microntcleos y el sexo.

* * ¢+ &

Evaluar la posible diferencia, en cuanto a la capacidad genotdxica, entre los dos farmacos, ambos
pertenecientes al grupo de bifeniltetrazoles.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MUESTRA ANALIZADA

La muestra consta de diez individuos, cinco hombres y cinco mujeres, entre veinte y treinta y dos afios,
procedentes de diferentes localidades. Estos individuos estan sanos por lo que no estan recibiendo ningin
tratamiento farmacoldgico, no son fumadores, no tiene habitos de consumo de alcohol y no han estado

sometidos a ningun tipo de prueba radiologica Gltimamente.

El analisis se ha realizado en linfocitos en sangre periférica (PBL). A cada individuo se le ha extraido 20 ml
de sangre mediante puncion en el antebrazo. La sangre la hemos recogido en tubos con heparina para evitar
la coagulacion, el periodo transcurrido entre la extraccion y el posterior cultivo ha sido menor a dos horas.

Para facilitar el etiquetado a cada individuo se le ha asignado un nimero.

Los métodos analiticos se han llevado a cabo entre Noviembre de 2014 y Junio de 2015 en el Laboratorio

de Genética de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Pais VVasco.

3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1. Cultivo de linfocitos en sangre periférica

Cuando las muestras llegan al laboratorio se establecen los cultivos que se realizan en condiciones de

esterilidad y por duplicado. Para cada individuo se realizan seis cultivos:

# Un cultivo con losartan y su correspondiente duplicado.

*

Un cultivo con irbesartan y su correspondiente duplicado.

# Un cultivo control y su correspondiente duplicado.

Toma de muestra Estudio in vitre Cultive original

—_———— | ——m—————

Cultive duplicada

I:ﬂ iﬂ.di.'l.'i.dl.ll} Control Losartin Irheuartin
de sexo femenino
o masculino

Figura 3.1. Toma de muestras y diferentes cultivos para cada individuo.

El cultivo de linfocitos de sangre periférica se realiza en: medio RPMI-1640 (Gibco®) suplementado con
suero fetal bovino al 15 % (Gibco®), antibiotico-antimicético al 1 % (Gibco®), y tampdn Hepes al 1 %
(Gibco®). Una vez suplementada y homogeneizada la mezcla, se alicuota en tubos de 5 ml. A cada tubo se
le afiade 0,5 ml de sangre. Los tubos se cultivan en la estufa a 37°C ligeramente inclinados. Una vez al dia

es necesario homogeneizar y oxigenar la muestra mediante agitacion manual suave.

11
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A las 24 horas a dos de los seis tubos de cada individuo de la muestra se afiade el farmaco losartan y a otros
dos tubos se afiade el farmaco irbesartan. Los farmacos adicionados se disuelven previamente en agua
destilada.

Las concentraciones en los cultivos calculadas a partir de la dosis habitual inicial son las siguientes:

# Para losartan la dosis habitual es de 50 mg/dia, por lo que la concentracion en el cultivo
serd de 0.03mg/ml.

# Para irbesartan la dosis habitual es de 150mg/dia, por lo que la concentracion en el
cultivo sera de 0.01mg/ml.

3.2.2. Ensayo de micronucleos

El ensayo de MN en PBL ha sido realizado siguiendo el protocolo estandarizado del grupo de investigacion

del Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Pais Vasco.

El bloqueo de la citocinesis se ha llevado a cabo como propone Fenech et al. [42]. A las 44 h, se le afiade al
cultivo Cyt-B (Sigma - Aldrich®) a una concentracion de 6 pg/ml que inhibe tanto la polimerizacién de la
actina como la interaccion de la actina con otros filamentos impidiendo que se produzca la citocinesis. Los
cultivos se vuelven a incubar a 37°C durante otras 28 h mas hasta llegar a las 72 horas de siembra y

entonces se inicia su procesamiento.

a. Procesamiento

En primer lugar, se centrifugan los cultivos durante 10 min a 1.500 r.p.m. y tras desechar el sobrenadante se
afladen 5 ml de una solucion hipotonica (0,075 M KCI); al contener dicha solucion menor concentracion de
sales que el citoplasma de la célula, provoca que el agua entre en la célula por 6smosis haciendo que ésta

aumente su volumen.

Transcurridos 3 min se repite la centrifugacién y tras eliminar de nuevo del sobrenadante, se fijan las
células con 5 ml de solucién de Carnoy recién preparada (metanol: &cido acético 3:1; Merck); el metanol

precipita la cromatina y el 4cido acético lisa las distintas estructuras de la célula.

Se vuelve a centrifugar y se repite la ronda de fijacion 3 veces més con la finalidad de eliminar restos
celulares. En nuestro caso, la ultima ronda de fijacion la llevamos a cabo al dia siguiente justo antes de

realizar las extensiones y hasta entonces mantenemos las muestras a 4°C.
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b. Extension y tincion.

Finalmente, se realizan las extensiones adicionando un par de gotas a los portaobjetos y, a continuacion se
tifien mediante tincion con Giemsa (6 ml de Giemsa (Merck) en 10 % de tampén fosfato durante 10 min)

para que puedan ser observadas al microscopio dptico. La suspension celular restante es almacenada a — 20

°C por si fuese necesario repetir el analisis.

i farm.
7 mimedio RMPI 1640 AAacel S lSemaco
supliementado si procede

0.5 mi de sangre entera - 44n 10 CntB
1% PHA (fitohemaglutinina) 72n 10 CntB

37ec ' 37°c

Microscopio Sptico
x 1.000

Tincion Glemsa
10% Tampén fosfato
10min

10 min
1.500rp.m

Figura 3.2. Protocolo del ensayo de micronucleos en PBL [7].

c. Analisis células binucleadas y micronucleos

' «5SmMIKCI0O7T2M
10 min
ascC
1.500rp.m

10 min
1500rpm

x3 ,

-5 ml solucidn
Camoy

La seleccion de células binucleadas y micronicleos para el analisis se ha realizado de acuerdo con los

criterios reconocidos por la iniciativa internacional HUMN [43], tal y como muestra la tabla 3.1.

Criterio de seleccion de células BN

Criterio de seleccion de MN

Las células deben presentar dos ndcleos. El diametro oscila entre 1/16-1/3 de la media del diametro

del nicleo principal.

Membrana citoplasmatica y nuclear intacta.

No refractarios.

aproximadamente el mismo tamafio, el mismo patron de
tincion y forma.

Los dos nucleos de una célula binucleada deben tener Intensidad de tincion similar a los nicleos principales.

unidos por un puente nucleoplasmatico no mas largo que
un cuarto del diametro de la célula.

Los dos nucleos de la célula binucleada pueden estar Forma similar a los ndcleos de la célula BN.

Los dos nucleos de una célula binucleada no pueden estar No conectados con ninguno de los nucleos de la célula
solapados ni encontrarse en etapas de apoptosis. BN, pueden tocarse los nucleos de la célula BN pero no
solaparse.

Tabla 3.1. Criterios seleccion de células binucleadas y micronucleos [43].
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Se analizan 1.000 células BN de cada cultivo y se determinan el nimero de células binucleadas con un
microndcleo. Ademas, se calcula el NDI de acuerdo con la férmula propuesta por Eastmont y Tucker, para
lo cual, se cuentan 500 células y se determina el porcentaje de ellas con un nicleo My, dos M, tres M 0

cuatro M, (mono-, bi-, tri- y tetra-nucleadas respectivamente) mediante la siguiente férmula 3.1. [44]:

M; + M2+ Mz+ My

NDI =
N°® Total de células analizadas.

Donde M; = 1 x N° Células mononucleadas, M, = 2 x N° Células binucleadas, M; = 3 x N° Células trinucleadas y
M, =4 x N°Células tetranucleadas.

Formula 3.1. Célculo del NDI de acuerdo con la formula propuesta por Eastmont y Tucker [44].

3.3. ANALISIS ESTADISTICO

El programa estadistico utilizado tanto para los resultados del andlisis descriptivo como para la

comparacion estadistica ha sido el SPSS para Windows, version 22.0 (1llinois, U.S.A).

Las frecuencias de las variables se describen principalmente mediante la media aritmética y la desviacion

estadndar en cada grupo. El nivel de significacion considerado en todas las pruebas ha sido de p < 0,05.

Las comparaciones que se han llevado a cabo han sido:

# Comparacion entre el grupo control y el grupo control/farmaco.

# Comparacién entre los subgrupos control/farmaco divididos en funcién del farmaco
analizado.

# Comparacion entre el grupo control y los subgrupos control/farmaco divididos en funcién
del farmaco analizado.

# Estudio de la influencia del sexo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA POBLACION

La poblacion estd compuesta por 10 individuos 5 hombres y 5 mujeres, entre veinte y treinta y dos afios.
Estos individuos estan sanos por lo que no estan recibiendo ningun tratamiento farmacoldgico, no son
fumadores, no tienen habitos de consumo de alcohol y no han estado sometidos a ningun tipo de prueba

radioldgica Gltimamente.

Las caracteristicas descriptivas de la poblacion se muestran en la tabla 4.1.

TOTAL DE SEXO EDAD
INDIVIDUOS
HOMBRES | MUJERES HOMBRES MUJERES
CONTROL 10 5 5 27,40 + 3,39 25,00 + 3,39

Tabla 4.1. Caracteristicas descriptivas de la poblacidn.

De cada individuo tenemos seis cultivos, a dos de ellos se afiade el farmaco losartan y se les denomina
subgrupo control/losartan, a otros dos cultivos se afiade el farmaco irbesartdn formando el subgrupo
control/irbesartdn. Ambos subgrupos forman el grupo control/farmaco. A los dos cultivos restantes no se

afiade ningun farmaco y forman el grupo denominado control.

4.2. ENSAYO DE MICRONUCLEOS IN VITRO

El ensayo de MN in vitro permite evaluar la posible actividad genotoxica in vitro del farmaco al comparar
los resultados de las variables analizadas obtenidos en el grupo control y los resultados de las variables
analizadas, obtenidos en el grupo control/farmaco. En el ensayo de MN se han analizado las siguientes

variables: el nimero total de BNMN y el NDI.

Los resultados obtenidos para cada variable se recogen en la tabla 4.2.

GRUPO BNMN NDI
Control 3,85+1,34 1,72 +0,04
Control/farmaco 6,02 +2,90 1,75+ 0,09
Control/losartan 6,30 £ 3,16 1,75 £0,11
Control/irbesartan 5,75 £ 2,67 1,74 £0,07

Tabla 4.2. Resultados de las variables analizadas en el ensayo de MN.
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En relacion a la frecuencia espontanea de cualquier lesion cromosomica, referida a la incidencia de éstas en
la poblacién general, es importante resaltar que su identificacion es fundamental, ya que representa una
medida del dafio genético acumulado durante la vida media de los PBL que circulan por el torrente
sanguineo [39]. La frecuencia basal de lesiones cromosomicas debe ser establecida para determinar los

valores normales aceptables y asi, poder estimar el incremento inducido por un determinado agente.

Surrallés et al. [45], establece la frecuencia basal media de MN en la poblacion general en 7,8 £ 5,2 BNMN

por cada 1.000 células BN; vy se encuentra fuertemente influida por el sexo y la edad.

En nuestra muestra control, la frecuencia media basal de MN hallada es de 3,85 MN/1.000 células BN, un
valor inferior a la frecuencia espontanea estimada en la poblacidn general. Surrallés et al. estima también
que el incremento anual en la frecuencia de MN se sitdla en 0,17 BNMN/afio por lo que la edad media de
los individuos de nuestra muestra (26,2 afios), inferior a la de la poblacién general, puede ser uno de los

motivos por los que la frecuencia basal media de MN sea menor.

Respecto al NDI, la relacion de células mononucleadas, binucleadas o multinucleadas generadas en funcion
del nimero de cariocinesis, nos ofrece una medida del indice de proliferacion de las células en el cultivo.
Una disminucion en el indice NDI es una medida indirecta de citotoxicidad que refleja un retraso en la
actividad mitética. De acuerdo con Fenech et al. [37], en cultivos de PBL los valores normales de NDI

oscilan entre 1,3y 2,2.

En nuestro estudio, el valor del indice NDI en todos los grupos analizados se encuentra dentro de este
rango. En el estudio sobre el posible efecto citotoxico de los fA&rmacos ARB analizados, se constata un
ligero aumento del indice NDI aunque no es estadisticamente significativo para el grupo control/farmaco.
De manera individualizada para los dos tipos de farmacos ARB no se observan diferencias en el NDI.

Estos resultados sugieren que los antihipertensivos analizados no inhiben la divisién nuclear in vitro.

4.2.1. Pruebas de normalidad de las variables citogenéticas

De acuerdo con numerosos autores, las variables citogenéticas discretas en el ensayo de MN se ajustan a
una distribucién de Poisson [46]. Para comprobar que no siguen una distribucién normal realizamos el test

de Kolgomorov-Smirnov ya que tenemos mas de 50 datos. Los resultados se muestran en la tabla 4.3.

p (BNMN) p (NDI)

Normal <0,001 <0,001
Tipos de distribucion

Distribucion no
Poisson 0,972 aplicable ya que no son

ndmeros enteros.

Tabla 4.3. Resultados del test de Kolgomorov-Smirnov.
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En relacién a BNMN se ha comprobado estadisticamente como los datos se ajustan a una distribucién de
Poisson por lo que las comparaciones entre los grupos se realizan empleando tests no paramétricos.

Respecto al indice de divisién nuclear vemos como no sigue una distribucién normal simétrica sino una
distribucion asimétrica positiva, por lo que para las comparaciones entre los grupos empleamos también

tests no paramétricos.

La figura 4.1 muestra la distribucion de frecuencias de BNMN y NDI en la poblacion analizada.

Histograma Histograma

Frecuencia
Frecuencia
)
1

Flﬂ L

T
0 7 i H 8 w1 T4 170 180 190 200

Figura 4.1. Histogramas mostrando la distribucion de frecuencias de BNMN y NDI en la poblacién.

4.2.2. Comparaciones entre los grupos en estudio

a. Comparacion entre el grupo control y el grupo control/farmaco

Las frecuencias medias de la variable BNMN observadas en el grupo control son inferiores respecto a las
frecuencias medias obtenidas en el grupo control/farmaco (3,85 = 1,34 vs. 6,02 £ 2,90 para BMMN,

respectivamente).

Mediante el test de Wilcoxon para muestras dependientes no paramétricas, se comprueba que esas
diferencias entre las medias de ambos grupos son ademas estadisticamente significativas (p < 0,05).

El valor del indice NDI en el grupo control se sitia en 1,72 + 0,04 mientras que en el grupo
control/farmaco, dicho indice adquiere un valor de 1,75 + 0,09. Al testar estadisticamente los resultados
obtenidos en ambos grupos mediante el test de Wilcoxon para muestras dependientes no se observan

diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). Estos resultados podemos verlos en la tabla 4.5.

BNMN NDI

p < 0,001 0,411

Tabla 4.5. Resultados del anélisis estadistico entre el grupo control y el grupo control/farmaco.
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Esta comparacion del grupo control con el grupo control/farmaco nos da una vision general del efecto que
tienen los farmacos sobre los controles. Al testar in vitro la exposicién a los farmacos en el grupo control
vemos como hay un incremento estadisticamente significativo en la frecuencia de BNMN, lo que sugiere
un posible potencial genotéxico de los farmacos ARB. Por otro lado, respecto al NDI no hay diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo control/farmaco lo que sugiere que la

presencia del farmaco no influye en la proliferacion celular.

b. Comparacion entre el grupo control y los subgrupos control/losartan y

control/irbesartan

Las frecuencias medias de la variable BNMN observadas en el grupo control (3,85 + 1,34) son inferiores
respecto a las frecuencias medias obtenidas en los subgrupos control/losartan y control/irbesartan (6,30 +
3,16 y 5,75 + 2,67 para BMMN, respectivamente).

Mediante el test de Wilcoxon para muestras dependientes no paramétricas, se comprueba que las
diferencias entre las medias del grupo control y los subgrupos son estadisticamente significativas (p <
0,05).

El valor del indice NDI en el grupo control se sitia en 1,72 + 0,04 mientras que en los subgrupos
+011y 174 + 0,07

respectivamente. Al comparar estadisticamente los resultados obtenidos en ambos grupos, mediante el test

control/losartan y control/irbesartan, dicho indice adquiere un valor de 1,75

de Wilcoxon para muestras dependientes, no se observan diferencias estadisticamente significativas (p >
0,05).

La tabla 4.6. muestra los resultados del andlisis estadistico.

BMMN NDI
Control Control Control Control
Vs, VS, Vs. Vs,
Control/losartdan | Control/irbesartan Control/losartan Control/irbesartan
< 0,001 < 0,001 0,411 0,614

Tabla 4.6. Resultados del analisis estadistico entre el grupo control y los subgrupos control/losartan y

control/irbesartan.

Esta comparacion individualizada de los dos farmacos ARB con el grupo control de nuestro estudio nos dan
una vision mas concreta del efecto de cada uno de los farmacos. Los resultados sefialan que, en ambos
casos hay un incremento significativo en la frecuencia de BNMN indicandonos un posible efecto
genotoxico por parte de los dos farmacos. En cuanto al valor del NDI aumenta ligeramente tanto en los
cultivos con losartdn como en los cultivos con irbesartan pero en ninguno de los dos casos las diferencias

con el cultivo control son estadisticamente significativas.
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c. Comparacién entre los subgrupos control/losartan y control/irbesartan

Las frecuencias medias de la variable BNMN observadas en los subgrupos control/losartan vy

control/irbesartan son 6,30 + 3,16 y 5,75 + 2,67, respectivamente.

Mediante el test de Wilcoxon para muestras dependientes no paramétricas, se comprueba que las
diferencias entre las medias de los subgrupos control/losartan y control/irbesartdn no son estadisticamente

significativas (p > 0,05).

En los subgrupos control/losartan y control/irbesartan, el NDI adquiere un valor de 1,75 £ 0,11y 1,74 %
0,07 respectivamente. Al contrastar estadisticamente los resultados obtenidos en ambos grupos mediante el
test de Wilcoxon para muestras dependientes tampoco se observan diferencias estadisticamente

significativas (p > 0,05).

La tabla 4.7. muestra los resultados del andlisis estadistico.

BNMN NDI

P 0,321 0,940

Tabla 4.7. Resultados del andlisis estadistico entre los subgrupos control/losartan vy

control/irbesartan.

Analizamos la variabilidad entre los dos tipos de fa&rmacos ARB, ambos pertenecientes al grupo de
bifeniltetrazoles, utilizados como terapia antihipertensiva en nuestro estudio para comprobar si alguno de
los dos farmacos ejerce mayor efecto genotdxico que otro. Los resultados sefialan que, no hay diferencia
estadisticamente significativa en los valores de BNMN y NDI. Por lo que ambos ejercen el mismo posible

efecto genotoéxico.

4.2.3. Estudio de la influencia del sexo

Entre los posibles factores que pueden influenciar la frecuencia de la variable BNMN, se encuentra el sexo
[38].

En nuestro estudio, la media de la variable BNMN en mujeres es mas elevada que en hombres, tanto en el
grupo control como en el grupo control/farmaco. En ambos grupos se encuentran diferencias

estadisticamente significativas (p <0,05).

Respecto a la variable NDI, en el grupo control el valor del indice es mayor en el grupo masculino que el
valor del indice en el grupo femenino (1,74 + 0,03 frente a 1,71 + 0,04) pero no se constatan diferencias
estadisticamente significativas. En el grupo control/farmaco si hay diferencias estadisticamente

significativas siendo mayor el valor de NDI en el grupo femenino (1,78 + 0,11) respecto al grupo

19



EVALUACION DE LA POSIBLE CAPACIDAD GENOTOXICA DE FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS: LOSARTAN E IRBESARTAN

masculino (1,71 + 0,04).

Los resultados medios obtenidos para las variables BNMN y el indice NDI en el grupo control y el grupo

control/farmaco en funcion del sexo se encuentran recogidos en la tabla 4.8.

BNMN NDI
Control Hombre 3,00+ 0,94 1,74 £ 0,03
Mujer 4,70 + 1,99 1,71+ 0,04
Control/farmaco Hombre 4,80 £ 2,04 1,71+0,04
Mujer 7,25+ 3,78 1,78+0,11

Tabla 4.8. Frecuencias medias de las variables analizadas en funcién del sexo en el grupo control y el

grupo control/farmaco.

La tabla 4.9. muestra los resultados del andlisis estadistico.

BNMN NDI
Control p 0,002 0,132
Control/farmaco p 0,006 0,012

Tabla 4.9. Resultados del andlisis estadistico del efecto del sexo en el grupo control y el grupo

control/farmaco.

En los estudios de biomonitorizacion de poblaciones humanas mediante el ensayo de MN, es importante
comprobar la influencia de factores de confusion como el género o la edad en la frecuencia de MN, ya que,

podrian generar a un posible enmascaramiento de los resultados [39].

En relacion a los resultados del efecto del sexo sobre la frecuencia de BNMN obtenidos en nuestra
investigacion, se observa una influencia significativa del sexo femenino. Esto ha sido evidenciado en otros
estudios [38,39]. De hecho, se conoce que las mujeres a partir de los 20 — 30 afios muestran una tasa de 1,5

microndcleos superior frente al mismo parametro en hombres.

Respecto al NDI no hay diferencias estadisticamente significativas entre los dos sexos en relacion al grupo
control pero en el grupo control/farmaco si hay diferencias estadisticamente significativas, esto sugiere un
efecto diferente de los farmacos sobre el ciclo celular en funcién del sexo. Segun Surrallés et al. [45], esta
influencia del género puede ser explicada por la accion preferencial de ciertas sustancias sobre el

cromosoma X.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos se presentan las conclusiones mas

destacables del estudio.

€ En el andlisis in vitro, se observa un incremento en el nimero de células binucleadas con
microntcleos (BNMN). Ese incremento sefiala una posible capacidad genotoxica de los dos farmacos

ARB estudiados per se.

@ El sexo es un factor modulador de la frecuencia de BNMN en nuestro estudio; las mujeres muestran

valores mas altos que los hombres.

Son necesarios estudios in vivo para corroborar esta posible genotoxicidad ya que aunque los estudios in
vitro son de gran validez para testar los efectos de un supuesto agente genotdxico en células humanas
cultivadas; no reflejan la absorcion, distribucién y eliminacién del compuesto a través del cuerpo humano,

de manera que Unicamente detectan el potencial intrinseco del farmaco.
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