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Resumen

RESUMEN

Los productos farmacéuticos son una herramienta esencial en la practica médica actual, con
aplicaciones en el tratamiento y prevencion de numerosas patologias humanas. Su utilizacion
se fundamenta sobre el principio basico que han de presentar una relacion favorable entre
beneficio y riesgo. En este sentido, las posibles ventajas que el paciente pueda obtener de su
utilizacion han de compensar el potencial riesgo de sufrir algun tipo de efecto adverso

derivado de su uso.

Los ensayos preclinicos de seguridad juegan un papel fundamental en el proceso de
valoracion de la capacidad de un firmaco para causar efectos adversos. La realizacion de
estos ensayos, que precede y continiia en paralelo a la realizacion de los ensayos clinicos en
humanos, constituye la primera linea de proteccion frente a la posible induccion de efectos
adversos en humanos. La valoracion del potencial genotdxico forma parte de este proceso, y
es un componente esencial debido a las potenciales consecuencias adversas que para la salud
humana se pueden derivar de la exposicidon a un agente genotdxico, en cuanto a la induccion

de efectos hereditarios y cancer.

En esta Tesis Doctoral se presenta una serie de estudios dirigidos a evaluar el potencial
genotoxico de un grupo de cuatro farmacos experimentales con afinidad por el receptor o,
pertenecientes a la clase quimica de las feniltetrahidropiridinil butilazolinas. Para ello, los
farmacos fueron evaluados mediante la realizacion de una bateria de ensayos in vitro e in vivo
de genotoxicidad. Por motivos de confidencialidad estas sustancias se identifican como los
compuestos A, B, C y E-5842. Se presentan, asimismo, los resultados obtenidos al
profundizar en la valoracién del potencial genotoéxico in vivo del farmaco experimental
antipsicotico E-5842, que presentd un resultado positivo en el ensayo de micronucleos en
eritrocitos de raton. En estas investigaciones se ha estudiado el papel del receptor o en la
induccién de condiciones de hipotermia asociadas a incrementos en la formacion de
micronucleos en ratdon, asi como el posible mecanismo subyacente a la induccion de

micronucleos bajo condiciones de temperatura corporal disminuida.

Nuestros resultados muestran que los ligandos para el receptor o; derivados de la
feniltetrahidropiridinil butilazolina no parecen presentar, como clase quimica, riesgo de
potencial genotoxico. El receptor o; no esta implicado en la induccion de condiciones de

hipotermia asociadas a la formacion de micronucleos, lo que descarta la posible existencia de
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un efecto de clase para este tipo de compuestos en el ensayo de micronucleos en roedor.
Asimismo, nuestros resultados contribuyen al conocimiento sobre los mecanismos
subyacentes a la formacion de micronucleos en médula 6sea de raton bajo condiciones de
hipotermia, en cuanto que aportan evidencias experimentales que indican que éstos no se
producen como consecuencia de una estimulacion de la eritropoyesis, y refuerzan la hipdtesis

de un posible origen aneugénico.

vi
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Introducciéon

1. INTRODUCCION

1.1. La busqueda de nuevos farmacos

El recién finalizado siglo XX se ha caracterizado por un espectacular desarrollo de la ciencia
médica. Los avances en el conocimiento sobre los procesos fisiologicos que rigen el
funcionamiento de los organismos y sus mecanismos de control, han contribuido de forma
significativa a mejorar nuestra comprension de las causas que conducen al funcionamiento
anomalo de los sistemas fisioldgicos, y de sus consecuencias negativas para la salud humana.
No obstante, a pesar del nivel de proteccion sanitaria alcanzado por la poblacion humana en
general, y por las sociedades occidentales en particular, la necesidad de disponer de nuevas
moléculas con actividad terapéutica sigue siendo una realidad. Para ciertas enfermedades y
condiciones patologicas la disponibilidad de tratamientos eficaces sigue siendo una necesidad
no cubierta. Asimismo, para muchas otras enfermedades para las que si hay tratamientos, la
busqueda de nuevos farmacos surge de la necesidad de disponer de tratamientos alternativos

mas eficaces o con un mejor perfil de seguridad, que los actualmente disponibles.

La investigacion biomédica basica y la industria farmacéutica juegan un papel fundamental en
la consecucion de estos objetivos. La primera, aportando nuevos conocimientos biomédicos
sobre los procesos fisioldgicos implicados en las patologias humanas, asi como sobre los
factores o causas que los desencadenan o modulan. Estos conocimientos constituyen la base
para el disefio y la obtencion de nuevas y mejores herramientas para el diagnodstico, el
tratamiento o la prevencion de las enfermedades humanas. La segunda, dandole una
aplicacion o utilidad practica a estos nuevos conocimientos. En este sentido, la industria
farmacéutica tiene como mision empresarial la investigacion, desarrollo y puesta a
disposicion de la sociedad, de nuevos farmacos mas eficaces y seguros para la prevencion o el
tratamiento paliativo y curativo de las enfermedades, mejorando la salud y calidad de vida de

los pacientes.

La busqueda de nuevas entidades quimicas con propiedades terapéuticas para una
determinada indicacion se puede abordar, principalmente, mediante dos aproximaciones
posibles. La primera de ellas consiste en el disefio de fArmacos con actividad sobre dianas
farmacologicas 0 mecanismos fisiopatoldgicos bien conocidos a nivel molecular, con el fin de
obtener nuevas moléculas que presenten mejores propiedades de actividad y/o seguridad. Para

ello, una opcidn es trabajar sobre la base de una estructura quimica similar a la de un firmaco
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que ya ha demostrado actividad terapéutica, pero introduciendo cambios estructurales de
mayor o menor magnitud, con el fin de modificar sus propiedades fisicas, quimicas o
biologicas, pero conservando o incrementando su actividad farmacologica o perfil de
seguridad. Estos farmacos constituyen los denominados “me foo” (del ingles “yo también™).
Como alternativa, a pesar de trabajar sobre una diana farmacoldgica conocida se puede
intentar partir de estructuras quimicas totalmente novedosas, con la esperanza de encontrar
estructuras que presenten un perfil de actividad o seguridad diferencial respecto a los

farmacos ya disponibles.

Una segunda posible aproximacion para la obtencion de nuevos farmacos, consiste en la
identificacion y validacion de nuevas dianas farmacologicas que permitan una aproximacion
alternativa y novedosa. Esto suele producirse a raiz de la consecucién de nuevos
descubrimientos en biologia y medicina, y suele ser fruto de la elaboracién de nuevas
hipotesis sobre la implicacion de ciertos receptores, enzimas o mecanismos fisioldgicos en
determinadas condiciones patolégicas. Aunque esta aproximacion resulta mdas arriesgada
desde el punto de vista de la consecucion del éxito empresarial, es sin lugar a dudas una de las
grandes fuerzas motrices de la investigacion biomédica, de la que se han obtenido grandes
avances en el tratamiento farmacoldgico. En este sentido, los farmacos experimentales objeto
de estudio en este trabajo son fruto de la voluntad de la empresa farmacéutica ESTEVE de
obtener nuevas entidades quimicas con propiedades terapéuticas, activas mediante un

mecanismo farmacologico novedoso.

1.2. La esquizofrenia

La esquizofrenia es una enfermedad del sistema nervioso central (SNC) que se caracteriza por
la presentacion de alteraciones en la forma y en el contenido del pensamiento, el estado de
animo y la relacion del individuo con su entorno. La enfermedad afecta a lo que se considera
los principales atributos del ser humano: lenguaje, pensamiento, percepcion, afecto y vivencia
del yo. Si bien la conciencia y la capacidad intelectual permanecen generalmente conservadas,

con el tiempo se pueden desarrollar deficiencias cognitivas.

Las primeras descripciones sobre enfermedades compatibles con un cuadro de esquizofrenia
aparecen en documentos de las antiguas civilizaciones romana y griega. Sin embargo, no es

hasta finales del siglo XIX cuando la esquizofrenia pasa a ser reconocida como una condicion
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patoldgica tnica y diferenciable de otras condiciones psiquiatricas, siendo bautizada por el
psiquiatra alemdn Emil Kraepelin, en el afo 1893, con el término latin de dementia praecox
(demencia precoz). En el ano 1908, el psiquiatra suizo Eugen Bleuler acufia para esta
enfermedad el término de esquizofrenia, derivado de las palabras griegas schizo (partido) y

phrenos (mente).

En términos generales se acepta una prevalencia, a nivel mundial, del 1% de la poblacion
adulta, con una incidencia de entre 7,5 y 16,3 casos anuales por cada 100.000 habitantes
(Artigas, 2007). La esquizofrenia afecta a la mayoria de las personas por primera vez a una
edad cercana a los 20 anos. Si bien la incidencia es similar en ambos sexos, existen
diferencias en cuanto al tiempo de inicio, produciéndose las primeras manifestaciones clinicas
de la enfermedad habitualmente a la edad de 15-25 afos en hombres y 25-35 afios en mujeres.
A pesar de que la esquizofrenia es una enfermedad de etiologia aun desconocida, en el sentido
que las causas o mecanismos que conducen a su desarrollo y manifestacion no estan
claramente definidos, se le supone un componente genético ya que se ha comprobado que la

probabilidad de padecer esquizofrenia es mayor en personas con familiares afectados.

La manifestacion clinica de la esquizofrenia se caracteriza por la presentacion de una serie de
sintomas que han sido clasificados como positivos, negativos y cognitivos. Los denominados
sintomas positivos se caracterizan por una pérdida de contacto con la realidad, e incluyen
alucinaciones, delusion (o delirio psicotico), percepcion falsa (tipicamente auditiva), paranoia,
y alteracion de la conducta (Andreasen et al, 1990). Generalmente, estos signos se
manifiestan de forma esporadica, si bien, en ocasiones, con el tiempo pueden llegar a ser
cronicos. Los sintomas negativos se caracterizan por un estado en el que los procesos
emocionales o de conducta estan disminuidos o ausentes. Incluyen apatia, falta de iniciativa y
motivacion, pérdida de capacidad de socializacion y mutismo. Los sintomas negativos son en
general mas persistentes que los positivos y, aunque aparentemente son menos dramaticos,
son mas constantes e inhabilitantes. Los sintomas cognitivos implican alteraciones en
funciones cognitivas bésicas tales como atencidon, concentracion, aprendizaje, funciones
ejecutivas (capacidad de planificar, iniciar y realizar acciones dirigidas a un objetivo) y
memoria (en particular la memoria inmediata). Junto con los sintomas negativos, la pérdida
de capacidad cognitiva juega un papel importante en el deterioro funcional de los pacientes

esquizofrénicos (Artigas, 2007).
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Asimismo, en muchos pacientes se observa lo que se denomina sintomas afectivos, como
ansiedad y depresion. Se considera que estos sintomas contribuyen de forma significativa a la
alta incidencia de suicidios (10%) entre los pacientes esquizofrénicos. En este sentido, los
pacientes esquizofrénicos presentan, respecto a la poblacidon general, una mayor probabilidad

de abuso y adiccion a drogas y alcohol (Radomsky et al., 1999).

Durante afios, la investigacion farmacologica en el tratamiento de la esquizofrenia ha estado
dominada principalmente por tres hipotesis. Aunque cada una de ellas se centra en la
alteracion de la funcionalidad de los neurotransmisores dopamina (DA), serotonina (5-HT, 5-
hidroxitriptamina) y glutamato, respectivamente, éstas no son mutuamente excluyentes dado
que la alteracion de uno o mas sistemas neuronales pueden dar lugar a cambios adaptativos en
otros. Las figuras 1.1, 1.2 y 1.3 muestran las estructuras quimicas de DA, 5-HT y glutamato,

respectivamente.

La hipdtesis dopaminérgica postula la hiperactividad de la neurotransmision dopaminérgica
cerebral como factor etioldgico de la sintomatologia de la esquizofrenia. Como posibles
mecanismos moleculares de la hiperactividad se ha sugerido: el exceso de liberacion de DA
por las neuronas dopaminérgicas, la presencia de receptores dopaminérgicos hipersensitivos,
y el incremento en el numero de receptores dopaminérgicos presentes (Carlsson y Lindquist,

1963; Carlsson, 1988).

HO

HO NH,

Figura 1.1. Estructura quimica de la dopamina.

La hipotesis serotoninérgica atribuye la sintomatologia de la esquizofrenia a una disfuncion
del sistema serotoninérgico, con un aumento de la actividad neuronal de la 5-HT en el SNC.
La hipotesis sobre la implicacion de la 5-HT en la patofisiologia de la esquizofrenia se
fundamenta, principalmente, sobre dos evidencias indirectas. Por un lado, ciertos agonistas
(sustancias que al unirse al receptor provocan el efecto fisiologico en la célula) no selectivos
para el receptor 5-HT, como el LSD (dietilamina del 4cido lisérgico), o los agonistas para el
receptor 5-HT,, tienen propiedades alucindgenas (Nichols, 2004). Por otro lado, los
denominados antipsicoticos atipicos, como la clozapina, presentan actividad antagonista (al

unirse al receptor bloquean su activacion por sustancias agonistas) sobre los receptores de 5-



Introducciéon

HT, mostrando una mayor afinidad por los receptores de la familia 5-HT, (subtipos 5-HTz4 y

5-HT,c) que por los receptores D, de DA (Meltzer, 1999).

HO,

NH,

Iz

Figura 1.2. Estructura quimica de la serotonina.

La hipdtesis glutamatérgica se fundamenta en la disminucion de la funcionalidad del receptor
NMDA (debe su nombre al ligando selectivo N-metil-D-aspartato), uno de los receptores
sobre el que se une el glutamato (Javitt y Zukin, 1991; Tsai y Coyle, 2002). El glutamato es el
principal neurotransmisor excitatorio en el cerebro, estando implicado en aproximadamente el
40% de las sinapsis cerebrales. Se considera probable que la alteracion en la neurotransmision
glutamatérgica pueda influir sobre la comunicacion entre las areas cerebrales potencialmente
implicadas en la manifestacion de los sintomas de la esquizofrenia. La administracion de
antagonistas para el receptor NMDA, como fenilciclidina (PCP) y ketamina, no s6lo induce
sintomas positivos, negativos y deficiencias cognitivas que se asemejan a los sintomas
caracteristicos de la esquizofrenia (Javitt y Zukin, 1991; Krystal et al., 1994), sino que

también acentuan los sintomas clinicos en pacientes esquizofrénicos (Krystal et al., 2003).

Figura 1.3. Estructura quimica del glutamato monosddico.

Los denominados farmacos antipsicoticos constituyen la base del tratamiento farmacologico
de la esquizofrenia. En la practica clinica se identifican dos grandes familias de faArmacos: los
denominados “antipsicéticos tipicos”, también conocidos como “clasicos” o “de primera

generacion”, y los denominados “antipsicoticos atipicos”, de posterior aparicion.

El primer farmaco antipsicotico descubierto, en cierta manera de forma accidental, fue la
clorpromazina. Comercializada inicialmente como farmaco antiemético, fue en el transcurso

de un ensayo clinico en el que se evaluaba su actividad sedativa en pacientes esquizofrénicos
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donde quedaron de manifiesto sus propiedades antipsicoticas (Bortolozzi et al., 2007). La
clorpromazina fue aprobada para el tratamiento psiquiatrico en 1954, y pronto fue seguida por
otros farmacos como el haloperidol y la perfenazina. Esta primera generacion de farmacos se
conoce bajo el nombre de “antipsicoticos tipicos”, para asi diferenciarlos de los desarrollados
con posterioridad. En consonancia con la hipotesis dopaminérgica de la esquizofrenia, los
antipsicoticos tipicos tienen como base farmacoldgica la inhibicion sobre los receptores D, de
DA, con la consiguiente reduccion de la transmision dopaminérgica. La aparicion de los
antipsicoticos tipicos, supuso un gran avance en el tratamiento de los pacientes
esquizofrénicos, sustituyendo terapias mucho mas agresivas y menos eficientes, como los
choques de insulina, la terapia electroconvulsiva o la lobotomia (destruccion de las vias
nerviosas de los l6bulos frontales del cerebro), procedimientos habituales en esa época
(Bortolozzi et al., 2007). En la tabla 1.1. se muestra la estructura quimica de algunos

antipsicoticos tipicos.

Tabla 1.1. Estructura quimica de algunos antipsicéticos tipicos.

Clorpromazina Haloperidol Perfenazina

N N
CHy Q)“

OH

HO

Cl

Si bien demostraron ser especialmente eficientes en la reduccion de los sintomas positivos,
estos farmacos se caracterizan por la induccion de efectos extrapiramidales en muchos
pacientes, incluyendo disquinesia tardia (movimientos involuntarios repetitivos), acatisia,
espasmos musculares y distonia, asi como trastornos menstruales, disfuncion sexual y
reduccion de la libido (como consecuencia de la induccidén de incrementos en los niveles de

prolactina) (Jeste y Caligiuri, 1993; Casey, 1993; Maguire, 2002). La induccién de este cuadro
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de efectos adversos estd ligada a la propia actividad farmacologica de estos farmacos y a su
falta de selectividad en el bloqueo de los receptores de DA. Mientras que el bloqueo de los
receptores D, en las vias mesolimbicas dopaminérgicas se cree que es el responsable de las
propiedades terapéuticas, la falta de selectividad y el consiguiente bloqueo de estos receptores
en otras vias dopaminérgicas, como el sistema nigroestriatal (implicado en la funcién motora)
y la via tuberoinfundibular (implicada en la secrecion hormonal), serian responsables del
cuadro de efectos adversos. Asimismo, el bloqueo de la funcion dopaminérgica en el cortex
prefrontal afectaria de forma adversa a la funcion cognitiva (Bortolozzi ef al., 2007; Artigas,

2007).

La induccion de efectos extrapiramidales es el efecto adverso mas caracteristico y dramatico
asociado a la administracion de los antipsicéticos tipicos, generando un cuadro clinico que
presenta cierta similitud con la enfermedad de Parkinson. Esta se caracteriza por un marcado
descenso en los niveles de DA en el sistema nigroestriatal y la presencia de sintomas clinicos
de temblores, rigidez y lentitud de movimientos, entre otros. Este cuadro de efectos adversos
limita la eficacia de estos fArmacos y conlleva una disminucién en el grado de cumplimiento

del tratamiento.

La época de los denominados antipsicéticos atipicos se inicia con la aprobacion por la FDA
(Food and Drug Administration, USA), en el afo 1989, de la clozapina para el tratamiento de
la esquizofrenia. Curiosamente, la clozapina se habia comercializado en Europa en el aio
1971, siendo retirada del mercado en el afio 1975 al observarse una alta incidencia de
agranulocitosis asociada a su administracion. Posteriormente, fue nuevamente aprobada al
demostrarse su superior eficacia en el tratamiento de la esquizofrenia resistente. Este farmaco
demostr6 una clara actividad antipsicdtica clinica en ausencia de la induccion de efectos
extrapiramidales. Se acuid asi el término de “antipsicéticos atipicos” para describir a aquellos
farmacos que presentaban un menor riesgo de inducir efectos extrapiramidales (Kerwin,
1994). La accién de estos farmacos se produce principalmente a través del bloqueo de
receptores serotoninérgicos (5-HTza y 5-HTac), siendo su grado de inhibicidon sobre los
receptores D, de DA muy inferior al de los antipsicéticos tipicos. La clozapina pronto fue
seguida en el mercado por farmacos como la olanzapina y la risperidona, entre otros. En la

tabla 1.2 se presenta la estructura quimica de algunos de estos antipsicdticos atipicos.

A pesar de que presentan una menor incidencia de efectos extrapiramidales, los antipsicoticos

atipicos no estan exentos de otro tipo de efectos adversos. Destacan entre ellos, la
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agranulocitosis asociada a la administracion de clozapina, asi como el aumento en los niveles
de prolactina, el incremento de peso, la hiperglicemia y la diabetes, producidos en individuos
susceptibles (Allison et al., 1999; Green et al., 2000). Estos efectos llevan asociados una

disminucién de la calidad de vida y pueden interferir con el cumplimiento del tratamiento.

Tabla 1.2. Estructura quimica de algunos antipsicoticos atipicos.

Clozapina Olanzapina Risperidona
H H
N by (L
cl \_ 7 NTSN
N= N= =
- - LT
N N N
CHs CH;s
N
)
F

La ausencia de farmacos que permitan un tratamiento adecuado de los sintomas negativos y
cognitivos de la esquizofrenia, el tiempo de accion retardado de los tratamientos disponibles,
y la necesidad de disponer de farmacos con un perfil de seguridad mas favorable, hace que el
tratamiento de la esquizofrenia siga siendo, a dia de hoy, una necesidad no cubierta
adecuadamente (Jackson et al., 1994). Esto ha conllevado la bisqueda de nuevas sustancias

activas con mecanismos de accion novedosos.

La observacion de que algunos antipsicéticos tipicos como la clorpromazina, el haloperidol y
la perfenazina, todos ellos antagonistas para el receptor D,, también presentan afinidad hacia
el receptor sigma (o), sugirid la hipotesis de que moléculas con afinidad por este receptor
podrian ser eficaces en el tratamiento de la esquizofrenia (Takahashi et al., 1999). Esta
hipodtesis se vio reforzada por las propiedades antipsicoticas demostradas por diferentes
ligandos para el receptor o, tanto en modelos animales como en ensayos clinicos (Guitart et
al., 1999; Huber et al., 1999; Guitart et al., 2004). Los receptores ¢ estan presentes en

neuronas dopaminérgicas (Karasawa et al, 2002) y los ligandos o; modulan de forma
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eficiente la neurotransmision dopaminérgica, afectando a la sintesis, metabolismo y liberacion
de dopamina, y a la actividad eléctrica de las neuronas dopaminérgicas (Maurice et al., 2002).
Diferentes lineas de investigacion sugieren, asimismo, la posible mediacioén de los receptores
o en los efectos adversos de los antipsicéticos sobre el sistema motor. En este sentido, destaca
la especial abundancia de receptores ¢ en los nucleos cerebrales implicados en los
movimientos oculares, faciales, linguales y de masticacion, que suelen estar afectados en los

tratamientos con neurolépticos (Matsumoto y Pouw, 2000).

1.3. El receptor sigma como diana farmacoldgica

La existencia del receptor o fue propuesta por primera vez por Martin y colaboradores, y su
nombre deriva de la primera letra (S) del codigo de identificacion del ligando experimental
SKF-10,047 empleado en sus experimentos (Martin et al., 1976). Inicialmente, fue
considerado de forma errdnea un nuevo subtipo de receptor opidide, demostrando en estudios
posteriores un perfil de unién claramente diferenciable al de los receptores opidides. En la
actualidad, el receptor ¢ es considerado como una nueva familia de receptores diferenciable

de otras familias de receptores de neurotransmisores u hormonas.

El receptor o presenta una distribucion amplia en el cuerpo, siendo expresado en cerebro y en
organos periféricos como corazén, pulmon, higado, rifiones, células del sistema inmunitario,
tracto gastrointestinal y organos reproductores (Ronsisvalle et al., 2001; Matsumoto et al.,
2003). Se considera que existen principalmente dos subtipos de receptores o, denominados
respectivamente sigma-1 (o)) y sigma-2 (o), diferenciables en base a sus propiedades

farmacologicas y distribucion anatomica (Quirion et al., 1992; Hellewell et al., 1994).

Hasta la fecha, solo se ha clonado el gen del receptor o, permaneciendo el del o, aun por
caracterizar molecularmente. El gen del receptor o, se clono por primera vez en el afio 1996,
y su proteina consta de 223 aminoacidos con uno o dos posibles dominios transmembrana
(figura 1.4) (Hanner ef al., 1996; Kekuda et al., 1996). No existe, hasta la fecha, un modelo
tridimensional o una estructura cristalografica del receptor o;. Este presenta una alta
homologia entre especies, con una alta similitud (90-97%) del receptor humano frente al de
otras especies como rata, raton y cobaya, lo que sugiere una funcion altamente conservada. Su
secuencia no presenta similitud con ninguna otra proteina de mamifero (Hanner ef al., 1996).

A pesar de presentar un 30,3% de identidad y un 66,4% de similitud con la C8-C7 esterol
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isomerasa fungica (enzima implicada en la ruta de biosintesis del colesterol), los receptores o
no presentan actividad esterol isomerasa (Moebius et al., 1997a; 1997b). Se cree que el
receptor o) tiene una localizacion intracelular en estado de reposo, permaneciendo anclado a
la membrana del reticulo endoplasmatico. En su estado activado, tras la unién de un ligando,

se transloca a otros orgdnulos celulares, asi como a la membrana celular (Hayashi y Su, 2001;

2003).
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Figura. 1.4. Estructura secundaria propuesta para el receptor ; con uno (A) o dos (B) posibles

dominios transmembrana (Guitart ef al., 2004).

Hasta la fecha se desconocen con detalle los mecanismos subcelulares de transduccion de
sefial, mediante el cual los ligandos para el receptor o inducen su efecto. Algunos sistemas de
segundos mensajeros, como la movilizacidon de calcio intracelular o la formacion de inositol
trifosfato por la fosfolipasa C, se han asociado a la accion de los receptores o (Guitart ef al.,
2004). Los esteroides neuroactivos, como la progesterona, se han propuesto como posibles
ligandos endogenos para el receptor o; (Hanner ef al., 1996). No obstante, su baja afinidad
hacia el receptor (Ki: 300 nM, aproximadamente) y los bajos niveles enddgenos a los que se

encuentran presentes, hacen que se cuestione que puedan ser fisioldgicamente activos.

La principal propiedad diferencial atribuida al receptor ; es su papel modulador sobre la
actividad de diferentes receptores y canales i6nicos, actuando como un amplificador
intracelular de la sefiales de transduccion, modulando las descargas neuronales y la liberacion
de diversos neurotransmisores (Hayashi ef al., 2000; Hayashi y Su, 2001). En condiciones
fisiologicas normales, los agonistas o; no tendrian un efecto por si mismos, sino que
amplificarian la sefial de transduccion iniciada tras la estimulacion de sistemas neuronales
como los sistemas glutamatérgico y dopaminérgico (Su y Hayashi, 2003). La utilizacion de
ligandos para el receptor o; podria ser eficaz bajo condiciones patoldgicas en las que la

expresion del receptor | no esté bien regulada.
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En el SNC, el subtipo o) esta distribuido en regiones implicadas principalmente en la
memoria y en funciones motoras, sensoriales y endocrinas (Ronsisvalle et al, 2001).
Diferentes estudios farmacologicos, bioquimicos y de conducta han sugerido un amplio
nimero de potenciales indicaciones terapéuticas para los ligandos o, tales como
esquizofrenia, potencial de abuso, estrés, depresion, aprendizaje, memoria, enfermedades
demielinizantes, inflamacion, enfermedades neurodegenerativas y analgesia (Corbera et al.,
2006). La presencia de receptores o; en estructuras oculares como retina y lente, ha llevado a
sugerir la posible utilizacion de los ligandos o, en el tratamiento de patologias oculares como

la degeneracion retinal (Wang et al., 2005; Bucolo y Drago, 2007).

Por su parte, el receptor o, se cree implicado en la regulacion de la proliferacion celular y en
el mantenimiento de la viabilidad celular, modulando la muerte celular mediante apoptosis.
Esto ha sugerido la posible utilizacion de los ligandos o, como agentes antitumorales
(Crawford y Bowen, 2002). Mientras que el receptor o, parece presentar una actividad
proapoptotica, los receptores o; aparentemente tienen una actividad antiapoptotica. El
receptor o) reprime el proceso de apoptosis cuando estd sobreexpresado, induciendo los
antagonistas o; apoptosis en células tumorales (Wang et al., 2005). La sobreexpresion de
receptores o, en diferentes tejidos tumorales ha sugerido la posible utilizacion de ligandos
potentes y selectivos para este receptor como posibles marcadores de células tumorales en
técnicas de diagndstico (Colabufo ef al., 2004; 2006). En la figura 1.5 se representa la
distribucién por grupos terapéuticos propuestos para los diferentes compuestos, en fase de
investigacion y/o desarrollo, para los que se ha sugerido un mecanismo de accion mediado

por interaccion con el receptor G.

O Antipsicéticos (44,5%)

B Ansioliticos (8,5%)

0O Antidepresivos (7,7%)

O Tratamiento apoplejia (4,3%)
m Antiepilépticos (3,8%)

O Apoplejia isquémica (3,3%)

m Desérdenes cognitivos (3,1%)

o Disquinesias tardias (2,6%)
B Dependencia cocaina (2,6%)
m Otros (19,6%)

Figura 1.5. Utilizacion terapéutica propuesta para ligandos del receptor c. Base de datos Integrity,

Prous Science (Octubre 2008).
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Dado el amplio abanico de posibles indicaciones terapéuticas, el receptor ¢ representa una
aproximacion novedosa en la obtencion de nuevos farmacos con un mecanismo de accioén

innovador y con un perfil diferencial, respecto a las terapias actualmente disponibles.

1.4. El farmaco experimental E-5842 y otros derivados de la feniltetrahidro-

piridinil butilazolina

El farmaco experimental E-5842, o citrato de 4-(4-fluorofenil)-1,2,3,6-tetrahidro-1-[4-(1,2,4-
triazol-1-il)butil]piridina (CAS-220120-14-9), es fruto de un programa de investigacion de la
empresa farmacéutica ESTEVE dirigido a la sintesis e identificacion de nuevas entidades
quimicas con afinidad por el receptor G; y con propiedades terapéuticas. Como parte de dicho
programa, el E-5842 (tabla 1.3) fue seleccionado para su desarrollo como posible agente
antipsicotico al presentar una alta afinidad por el receptor 6, (Ki = 4 nM), una funcionalidad
compatible con la de un antagonista para este receptor, una baja a moderada afinidad frente a
otros receptores del SNC (como los receptores Dj, Dy, D3 y D4 de DA y los receptores 5-HT,
y 5-HT,4), y mostrar actividad farmacologica en diferentes modelos animales predictivos de
actividad antipsicotica (Guitart et al., 1998). El E-5842 presento, asimismo, propiedades
fisicoquimicas de estabilidad y solubilidad, y propiedades bioldgicas de biodisponibilidad y

estabilidad metabdlica adecuadas para su desarrollo como posible farmaco.

Junto al E-5842 se obtuvo una extensa serie quimica de moléculas derivadas de la estructura
comun de la feniltetrahidropiridinil butilazolina (FTHPB), con propiedades de union al
receptor ;. De las distintas estructuras obtenidas, tres productos fueron seleccionados como
candidatos para su desarrollo como posibles farmacos, al presentar una alta afinidad y
selectividad de union frente al receptor ), y mostrar actividad en diferentes modelos
preclinicos de actividad farmacoldgica. Estos farmacos experimentales derivados de la
FTHPB y andlogos estructurales del E-5842 se han identificado, por motivos de
confidencialidad, como “compuesto A” (4-(4-clorofenil)-1-[4-(4-cloro-1H-pirazol-1-il)butil]-
1,2,3,6-tetrahidropiridina, CAS 177945-11-8), “compuesto B” (1-[4-(4,5-dicloro-2-metil-1H-
imidazol-1-il)butil]-1,2,3,6-tetrahidro-4-[3-(trifluorometil)fenilpiridina, CAS 177945-14-1),
y  “compuesto C”  (4-(4-clorofenil)-1,2,3,6-tetrahidro-1-[4-(1H-1,2,4-triazol-1-il)butil]

piridina, CAS 255736-90-4). Sus estructuras quimicas aparecen representadas en la tabla 1.3.
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Tabla 1.3.: Estructura quimica y afinidad de union al receptor o, del farmaco experimental E-5842 y

de los compuestos A, By C.

Ki (nM)
Compuesto Estructura quimica receptor o

[*1

Van B
E-5842 F \ NU \N) (triazol]
N\
A o Y v 14,0
\ U = o [pirazol]
~
N N 1,4
B Q_Q N/ >/‘\c1 [imidazol]
FsC Cl
c /SN 8,0
cl \ N‘\_/’N\N) [triazol]

[*]: Grupo arilo en el extremo butilo.

1.5. El proceso de desarrollo de un farmaco

Dado que los compuestos que han sido objeto de estudio en esta Tesis Doctoral corresponden
a farmacos experimentales en fase de desarrollo, resulta necesario hacer una presentacion de

lo que representa este proceso.

El proceso de investigacion y desarrollo (I+D) de un nuevo farmaco es un proceso secuencial,
complejo y costoso, en tiempo y recursos, cuyo objetivo basico es establecer las propiedades
de seguridad, eficacia y calidad de los nuevos agentes terapéuticos. Seguridad y eficacia son
factores primordiales en el desarrollo de un farmaco, estando ambas propiedades
intrinsecamente ligadas a la calidad del producto (estabilidad y pureza quimica). Las

normativas y requerimientos legales para establecer dichas propiedades son de las mas
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estrictas del mundo empresarial. En este sentido, existe una amplia legislacion nacional e
internacional que establece los diferentes tipos de investigaciones a realizar, asi como los
requerimientos minimos que han de cumplir estos estudios. A nivel nacional, es la Agencia
Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios (dependiente del Ministerio de Sanidad y
Consumo), la entidad reguladora responsable de velar por el cumplimiento de estas
normativas. Para los paises miembros de la Union Europea esta funcion es ejercida a nivel
supranacional por la Agencia Europea del Medicamento (EMEA, European Medicines
Agency). En este sentido, la directiva 2001/83/CE del Parlamento Europeo y del Consejo (y
sus posteriores enmiendas) establece un cddigo comunitario comin sobre medicamentos para

uso humano, sobre la base de los principios de seguridad, calidad y eficacia (CE, 2001).

Durante la fase de investigacion tienen lugar las actividades dirigidas a la sintesis, evaluacion
e identificacion de nuevas moléculas de interés para la indicacion clinica en estudio. Esta fase
se caracteriza por la sintesis de un gran nimero de estructuras quimicas y la valoracion de sus
propiedades mediante pruebas de cribado de alto rendimiento (high throughput screening),
indicadoras de potencial actividad sobre la diana bioldgica perseguida, o de posibles efectos
adversos. Aquellas moléculas que presentan las propiedades mas favorables son seleccionadas

para su desarrollo.

La fase de desarrollo preclinico corresponde a la fase experimental en la que se realizan los
estudios necesarios para hacer progresar al fairmaco hacia la realizacion de los ensayos
clinicos en humanos y su posterior comercializacion. Esta fase se centra, de forma particular,
en la valoracion de las propiedades terapéuticas (ensayos farmacoldgicos), los efectos
adversos (ensayos toxicoldgicos) y las propiedades de farmacocinética y metabolismo del
farmaco candidato. Para ello se hace uso de sistemas in silico (programas informaticos) y de
modelos experimentales preclinicos in vitro (extractos celulares, bacterias y cultivos
celulares) e in vivo (animales de experimentacion). En el caso concreto de los estudios
preclinicos de seguridad, se considera que la fase de desarrollo comienza con el inicio de los
primeros estudios de normativa realizados bajo las normas de Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL), necesarios para la realizacion del ensayo clinico de primera
administracion en humanos. Durante esta fase también se profundiza en la valoracion de las
propiedades fisicoquimicas del nuevo firmaco (composicion quimica, solubilidad,
estabilidad, etc.), se optimiza el proceso de sintesis quimica (pasando de una escala de

miligramos a kilogramos), se estudia la idoneidad para la elaboracion de la forma
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farmacéutica deseada (cépsulas, comprimidos, inyectables, aerosoles, etc.) y su formulacién

(compatibilidad con excipientes).

En la fase clinica de desarrollo, los farmacos que han superado satisfactoriamente los ensayos
preclinicos se evaluan en humanos, con el objetivo de demostrar su eficacia y seguridad. Los
ensayos clinicos se subdividen en varias fases. En los ensayos de Fase I, el farmaco se
administra a un grupo reducido de voluntarios sanos, con el principal objetivo de comprobar
su tolerabilidad y comportamiento farmacocinético. En los ensayos de Fase II el farmaco se
administra a un grupo reducido de pacientes con el fin de evaluar su eficacia. Los ensayos de
Fase III tienen como objetivo comparar en un grupo amplio de pacientes la eficacia y perfil de
efectos adversos del farmaco en estudio, frente a un tratamiento estandar. La duracion del
periodo de tratamiento de los ensayos clinicos podra aumentar de forma progresiva sobre la
base de que se ha demostrado una seguridad adecuada en los estudios clinicos y preclinicos

previos.

Se estima que la probabilidad de que un producto que entra en la fase de desarrollo preclinico
consiga progresar hasta su puesta en el mercado es, en el mejor de los casos, inferior al 6%
(Kola y Landis, 2004). Para la industria farmacéutica, la posibilidad de detectar lo antes
posible, durante el proceso de desarrollo, aquellos factores que pueden conducir al fracaso de
un proyecto sigue siendo un objetivo primordial. A principios de la década de 1990, el
principal factor responsable del fracaso en el desarrollo de un firmaco era la presencia de
propiedades inadecuadas de farmacocinética (PK) y biodisponibilidad. Este panorama ha
cambiado gracias a la optimizacion de los procesos de seleccion de candidatos, mediante la
incorporacion de técnicas de cribado de alto rendimiento para valorar propiedades de
absorcion y metabolismo. En la actualidad, los principales factores responsables del fallo de
un proyecto son la falta de eficacia (25%), aspectos de seguridad clinica (12%) y hallazgos

toxicologicos en los ensayos preclinicos (20%) (figura 1.6) (Kola y Landis, 2004).

Se estima que el coste econémico en llevar al mercado un nuevo producto farmacéutico
puede oscilar entre 500 y 2000 millones de doélares, dependiendo de la indicacion clinica
propuesta (Adams y Brantner, 2006). A pesar del constante incremento que ha experimentado
el gasto global en I+D, durante la Gltima década se ha producido un descenso paulatino en el
nimero de nuevas entidades quimicas con propiedades terapéuticas aprobadas por las

autoridades reguladoras (CMR, 2005). En términos generales, so6lo aproximadamente un 11%
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de los productos que entran en la fase de desarrollo clinico llegan a alcanzar el mercado (Kola

y Landis, 2004).
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Figura 1.6.: Causas para el abandono de un farmaco durante su desarrollo. Tomado de Kola y Landis
(2004).

La aprobacion por las autoridades reguladoras de la comercializacion de un nuevo farmaco,
requiere que éste cumpla dos requisitos fundamentales: en primer lugar que el farmaco sea
eficaz en el tratamiento de la indicacion clinica propuesta, y en segundo lugar, pero no por
ello menos importante, que sea seguro bajo las condiciones clinicas de uso propuestas. Los
ensayos preclinicos de seguridad juegan un papel esencial en la consecucion de este tltimo

objetivo.

1.6. Los estudios preclinicos de seguridad

Los estudios preclinicos de seguridad constituyen un componente esencial en el proceso de
desarrollo de nuevas sustancias terapéuticas. Para los productos farmacéuticos, el concepto de
seguridad es de especial importancia dado que implican la exposicidon intencionada a una
sustancia generalmente ajena al organismo. Un farmaco soélo serd susceptible de ser
autorizado cuando el supuesto beneficio para el paciente, derivado de la accidn terapéutica,
compense el riesgo de sufrir algiin efecto adverso. En consecuencia, el tipo o grado de efecto

toxico considerado como aceptable podra variar en funcion de la indicacion clinica propuesta.
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El objetivo de los estudios preclinicos de seguridad es el de poner de manifiesto las
propiedades toxicologicas de la sustancia en estudio, con el fin de evitar posibles efectos
adversos en los seres humanos. La posibilidad de sufrir algin efecto adverso como
consecuencia del tratamiento, debera ser valorada en su extension mas amplia posible. En este
sentido, y de acuerdo con la Directiva 2001/83/CE, la introduccién en el mercado de la Union
Europea de un nuevo principio activo requiere que éste sea evaluado mediante estudios de
toxicidad general (a dosis Unica y repetida), genotoxicidad, toxicidad local, toxicidad sobre la
reproduccion y potencial cancerigeno, entre otros (CE, 2001). Estos estudios tendran como
objetivo caracterizar los posibles efectos toxicos de la sustancia ensayada e identificar los
potenciales d6rganos diana (identificacion del dafio tdxico), establecer una relacion dosis-
respuesta y una relacion con la exposicion, y determinar la potencial reversibilidad de los
efectos inducidos. Los resultados obtenidos deberan ser evaluados en base al conocimiento
cientifico vigente, con el fin de valorar la naturaleza y severidad del efecto téxico observado
en el contexto del modelo experimental empleado, y la probabilidad de que éste se pueda
producir en humanos expuestos al fArmaco (valoracion del riesgo). La informacion obtenida
permitird estimar una dosis inicial segura para los ensayos clinicos y la seleccion de
parametros de monitorizaciéon de posibles efectos adversos a incluir en los estudios en
humanos. Eventualmente, la informaciéon obtenida en los ensayos preclinicos de seguridad

podré determinar el abandono del producto.

La valoracion preclinica del perfil de seguridad de un farmaco es un proceso continuo, cuya
complejidad y coste aumenta de forma progresiva a lo largo de las fases de I+D. Se inicia en
las primera fases de descubrimiento, contintia durante la fase de desarrollo de forma previa y
en paralelo a la realizacion de los ensayos clinicos, y finaliza generalmente justo antes de la
presentacion de la solicitud de registro. Durante las fases iniciales de descubrimiento y
seleccion de candidatos, se suele hacer uso de métodos in silico (sistemas informaticos
predictivos de efecto toxico) e in vitro de alto rendimiento, con el fin de identificar y descartar
moléculas que presenten propiedades toxicas consideradas desfavorables o inaceptables.
Durante la fase de desarrollo se realizan los estudios preclinicos de seguridad (in vitro ¢ in

vivo) que daran cobertura a la realizacion de los ensayos clinicos en humanos.

La realizacion de los estudios preclinicos de seguridad durante la fase de desarrollo es un
requerimiento legal y, en la actualidad, su realizacion viene regulada por las denominadas

directrices ICH (International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
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Registration of Pharmaceuticals for Human Use; Conferencia Internacional de Armonizacion
de Requerimientos Técnicos para el Registro de Productos Farmacéuticos para Uso Humano).
La elaboracion de estas directrices ha supuesto la armonizacion de los requerimientos para el
registro de nuevos productos farmacéuticos establecidos por las autoridades reguladoras de
Europa (EMEA), Estados Unidos (FDA) y Japon (MHW, Ministry of Health and Welfare,
Japan), permitiendo una mejor utilizacién de recursos humanos, animales y materiales. Entre
las directrices ICH destaca la directriz M3, en la que se establecen las diferentes areas
experimentales mediante las que se ha de valorar el potencial téxico de un farmaco, asi como
el momento de su realizacion en relacion con los ensayos clinicos propuestos y la indicacion

perseguida (ICH M3(R1), 2000).

Ademas de ser un requerimiento legal, la necesidad de evaluar las propiedades toxicoldgicas
de un farmaco de forma previa a su administraciéon en humanos, también queda establecida en
la Declaracion de Helsinki sobre Principios Eticos para las Investigaciones Médicas en Seres
Humanos, elaborada por la Asociacion Médica Mundial (WMA, 2002). En el punto 11 de este
documento establece que “La investigacion médica en seres humanos debe conformarse con
los principios cientificos generalmente aceptados, y debe apoyarse en un profundo
conocimiento de la bibliografia cientifica, en otras fuentes de informacion pertinentes, asi
como en experimentos de laboratorio correctamente realizados y en animales, cuando sea

oportuno”.

A pesar de la creciente utilizacion de métodos in vitro, algunos de los efectos toxicos a
evaluar requieren la utilizacion de animales de laboratorio, por aportar éstos un mayor valor
predictivo frente a posibles efectos adversos en humanos (por ejemplo teratogenia y
cancerogénesis). A pesar de la cada vez mayor sofisticacion de las técnicas in vitro, hasta la
fecha sélo los organismos intactos son capaces de reproducir las complejas interacciones que
tienen lugar en los seres vivos. Con el fin de aumentar la capacidad de los ensayos de detectar
posibles efectos adversos, es practica habitual emplear dosis/concentraciones y periodos de
exposicion varios multiplos superiores a los previstos en la utilizacion clinica del producto.
En el caso concreto de los ensayos in vivo con animales, la utilizacion de dosis altas y tiempos
de tratamiento prolongados también pretende compensar el nimero relativamente bajo de

animales empleados en los estudios, respecto a la poblacion final de pacientes pretendida.

El valor predictivo de los ensayos preclinicos con animales, respecto a la identificacién de

efectos toxicos, se ha estimado en un 70-90% (EFPIA, 2006). Olson y colaboradores en una
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revision sobre un total del 150 productos farmacéuticos observaron una concordancia del 43 y
del 63% entre los efectos adversos observados en humanos y los observados en roedores y no
roedores, respectivamente, aumentando hasta el 71% al tomar en consideracion ambas
especies animales (Olson et al., 2000). La mayor concordancia se daba para efectos

hematologicos, cardiovasculares y gastrointestinales.

Desde el punto de vista de la valoracion de riesgo, la evaluacion del potencial genotdxico se
aborda como una entidad diferenciable respecto al resto de efectos toxicos a valorar. Como ya
se ha comentado, uno de los principales objetivos de los estudios preclinicos de seguridad es
valorar la posible reversibilidad de los efectos toxicos inducidos. En este sentido, la induccion
de dafio genotdxico por un farmaco se considera de especial relevancia debido a la
irreversibilidad de este efecto, su caracter acumulativo, y las serias consecuencias que puede

tener para la salud humana.

1.7. Los ensayos de genotoxicidad

El concepto de genotoxicidad es un término amplio que hace referencia a cualquier tipo de
dafio causado sobre el material genético. La fijacion y transmisioén del cambio inducido en el
DNA, bajo la forma de mutacién génica, cambios cromosdmicos estructurales o cambios
cromosomicos numéricos, es considerado un suceso esencial en la induccidén de defectos
hereditarios (entre ellos las enfermedades genéticas humanas) y la aparicion de procesos
cancerigenos (ICH S2B, 1997). También se considera implicada en diversos procesos
relacionados con la salud, como el envejecimiento, el fallo reproductivo, la toxicidad sobre el
desarrollo y diversas enfermedades cutaneas, hematologicas u Oseas originadas por

mutaciones somaticas (Kramer, 1998; Erickson, 2003).

El posible papel de las sustancias quimicas en la induccién de cambios genéticos asociados a
defectos hereditarios y procesos cancerigenos en humanos ha llevado al desarrollo de un
amplio nimero de ensayos para valorar el potencial genotdxico. En este sentido, los ensayos
de genotoxicidad se definen como ensayos in vitro ¢ in vivo disefiados para detectar agentes
que inducen dafo genético de forma directa o indirecta, mediante diversos mecanismos. En el
contexto del proceso de desarrollo preclinico, los ensayos de genotoxicidad tienen como

objetivo poner de manifiesto la capacidad del fairmaco en estudio de inducir cambios en el
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DNA. Los resultados obtenidos deben permitir valorar el potencial genotdxico del farmaco y

el posible riesgo de dafio genotdxico ante una eventual exposicion en humanos.

Si bien en su origen fueron desarrollados para la deteccion de agentes capaces de producir
defectos hereditarios, mediante la induccion de mutaciones en células germinales, en la
actualidad los ensayos de genotoxicidad constituyen una herramienta esencial en la
determinacion de riesgo cancerigeno, evaluando sus efectos en células somaticas. Existen
evidencias sustanciales de que las mutaciones que causan alteraciones en oncogenes y genes
supresores de tumores en las células somaticas estan implicadas en la induccion de cancer en

animales de experimentacién y en humanos.

La demostracion de actividad genotdxica por parte de un producto farmacéutico presenta,
desde el punto de vista de la valoracion de riesgo, una particularidad diferencial respecto al
resto de efectos toxicos evaluados. Esta consiste en la asuncién de la ausencia de un umbral
de efecto. La valoracion de riesgo de los denominados efectos toxicos ‘“clasicos o
convencionales” (como por ejemplo la toxicidad hepatica o renal), se basa sobre el concepto
de que existen unos mecanismos fisiologicos homeostaticos que han de ser superados para
que se llegue a manifestar el efecto toxico. En consecuencia, para este tipo de efectos se
asume la existencia de un umbral de efecto toxico, es decir, una dosis o nivel de exposicion al
cual y por debajo del cual no se producira el efecto toxico. Por debajo de este nivel de
exposicion, la sustancia, a pesar de estar presente en su diana, serd incapaz de producir

toxicidad al no poder desencadenar la reaccidon bioquimica necesaria.

En el caso particular de los efectos genotoxicos, las autoridades reguladoras asumen que para
sustancias genotdxicas in vivo no existe, a priori, un umbral de efecto. Este principio se
fundamenta sobre el “dogma” de que, en términos de probabilidad, existe el riesgo de que la
interaccion de una inica molécula genotdxica con el DNA del organismo pueda dar lugar a la
formacion de una lesidon precancerosa o premutagena, y que el efecto producido sobre el
material genético es irreversible y acumulativo. En consecuencia, aunque la probabilidad
pueda ser extremadamente baja, no se puede definir un nivel de exposicion asociado a riesgo
genotdxico cero. En base a este principio tedrico, para las autoridades reguladoras las
sustancias genotoxicas presentan un mecanismo de accion carente de umbral de efecto por lo
que, a priori, no son aplicables los conceptos de nivel de exposicién seguro y margen de

seguridad.
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Esta particular interpretacion simplista, tiene su origen en una decision de politica cientifica
con el objetivo de plantear una aproximacion cautelosa de proteccion sanitaria. No obstante,
¢ésta es ampliamente cuestionada, ya que no toma en consideracién procesos biologicos de
homeostasis y reparacion, e ignora el concepto de hormesis (hace referencia a los efectos
beneficiosos de la exposicion a niveles subtoxicos), una observacion ampliamente reconocida
en cancerogénesis quimica y radioldgica (Calabrese y Baldwin, 2003; Humfrey, 2007). En la
actualidad, se es consciente de la naturaleza compleja de los mecanismos que conducen al
desarrollo de los procesos cancerosos, mas alla de la simple asuncion de que una molécula
cancerigena causa una mutacion que, mediante un proceso azaroso, conduce al desarrollo
tumoral (Humfrey, 2007), asi como de la existencia de procesos o mecanismos, que no
siendo directamente genotdxicos, también parecen jugar un papel en la cancerogénesis

(Kramer, 1998).

No obstante, y sobre la base del principio de seguridad, para las autoridades reguladoras la
exposicion de seres humanos a un farmaco con propiedades genotdxicas representa un riesgo
no aceptable, salvo casos excepcionales como puede ser el tratamiento de enfermedades
terminales o enfermedades de riesgo vital carentes de tratamientos alternativos. En
consecuencia la obtencion de resultados positivos en los ensayos de genotoxicidad puede
tener un fuerte impacto sobre la viabilidad del proceso de desarrollo de un fairmaco. A pesar
de ello, las autoridades reguladoras reconocen, sobre una base pragmatica, la existencia de
niveles de exposicion a agentes genotdxicos que no estan asociados a riesgo cancerigeno (o
asociados a riesgo cancerigeno ‘“aceptable”). En este sentido, la EMEA acepta que la
presencia en los productos farmacéuticos de impurezas genotdxicas a niveles que no excedan

de una dosis de 1,5 pg/dia no esté asociada a riesgo cancerigeno relevante (EMEA, 2006).

La valoraciéon del potencial genotdxico de un farmaco es un campo de trabajo fuertemente
regulado por directrices internacionales. Entre éstas destacan las directrices de la
Organizaciéon para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico (OCDE, OECD), que
corresponden a protocolos experimentales especificos y detallados para ensayos individuales
con sustancias quimicas en general, y las directrices ICH, especificas para productos
farmacéuticos, que hacen referencia a aspectos generales de disefio y estrategia. Los ensayos
empleados habitualmente corresponden a ensayos bien establecidos y ampliamente aceptados
por la comunidad cientifica internacional. Estos ensayos se realizan siguiendo protocolos

rigurosos que optimizan la capacidad de detectar un posible potencial genotdxico, con el fin
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de asegurar que un resultado negativo puede ser aceptado con un grado suficiente de
confianza. Para algunos de estos ensayos existen directrices de la OCDE que describen una
metodologia estandarizada y aceptada a nivel internacional. Para otros, existen directrices en
elaboracion (como es por ejemplo el caso del ensayo de microntcleos in vitro) o se dispone
de recomendaciones elaboradas por grupos internacionales de expertos. En el contexto del
desarrollo preclinico, la realizacion de los ensayos de genotoxicidad queda regulada por tres
directrices ICH. La directriz S2A establece los requerimientos minimos, en cuanto a disefio
experimental, que han de cumplir los estudios de genotoxicidad para ser considerados validos
(cepas bacterianas a emplear, grado minimo de toxicidad a alcanzar, interpretacion de
resultados, etc.) (ICH S2A, 1995). La directriz S2B establece los efectos genéticos a valorar y
los ensayos minimos a realizar, estableciendo lo que se denomina la “bateria estandar” (ICH
S2B, 1997). Por ultimo, la directriz M3(M) establece cuando, en el contexto del desarrollo
preclinico y en concreto respecto a los ensayos clinicos, se han de realizar estos ensayos (ICH
M3(R1), 2000). Los denominados productos biotecnoldgicos o biofarmacéuticos constituyen
por su naturaleza bioldgica un caso particular, y como tal quedan regulados por una directriz

ICH especifica (ICH S6, 1998).

1.8. La bateria estandar

De acuerdo con las actuales recomendaciones cientificas y los requerimientos de las
autoridades reguladoras, el potencial genotoxico de una nueva entidad quimica con fines
terapéuticos ha de ser valorado mediante la realizacién de una bateria de ensayos in vitro e in
vivo de genotoxicidad (ICH S2B, 1997; Zeiger, 1998). Esto responde principalmente a dos
objetivos. El primero es reducir el riesgo de obtener falsos negativos, en el sentido que
sustancias con potencial genotoxico real no sean detectadas adecuadamente. El segundo
objetivo es poder detectar posibles efectos genotoxicos en los diferentes niveles estructurales
de organizacion del DNA. Existen agentes quimicos que s6lo (o de forma preferente)
producen mutaciones puntuales a nivel génico o aberraciones cromosomicas (roturas y
reorganizaciones), y ambos sucesos son considerados de similar relevancia en los procesos
cancerigenos (Zeiger, 1998). Los ensayos que valoran la induccion de aberraciones
cromosdmicas estructurales también permiten valorar, en cierta forma, la induccion de
aberraciones cromosOmicas numéricas. Aunque en la actualidad existe una mayor evidencia

en favor de la actuacidbn como carcindogenos completos de sustancias que inducen
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aberraciones estructurales frente a aquellas que modulan exclusivamente el nimero
cromosémico (como los inhibidores del huso mitotico o de la citocinesis), ambos tipos de
aberraciones cromosomicas se consideran implicados en la induccion de defectos congénitos

y abortos (Norppa y Falck, 2003).

En este sentido, las directrices ICH sobre genotoxicidad recomiendan la realizacion, como
minimo, de los ensayos que integran la denominada bateria estandar (ICH S2B, 1997). Estos

se muestran en la tabla 1.4.

Tabla 1.4: Ensayos recomendados como parte de la bateria estandar de genotoxicidad.

Tipo de Efecto genotoxico a evaluar y sistema  Ensayo realizado de forma

ensayo experimental habitual

In vitro Mutacion génica en bacterias Test de Ames

In vitro Mutacion génica y/o aberraciones Ensayo del linfoma de raton o
cromosoOmicas en células de mamifero de aberraciones cromosdmicas

In vivo Aberraciones cromosomicas en células Ensayo de micronticleos en
hematopoyéticas de roedor roedor

Los ensayos que integran esta bateria son considerados eficaces y reproducibles, y de amplia
aceptacion por la comunidad cientifica internacional como predictivos de potencial
genotoxico y cancerigeno. Estos ensayos se consideran complementarios entre ellos, y su
realizacion debe permitir evaluar la capacidad de la sustancia en estudio de inducir mutacion
génica y aberraciones cromosomicas estructurales (clastogenicidad) y/o numéricas

(aneugenicidad).

De acuerdo con la normativa vigente, los dos estudios in vitro se han de realizar de forma
previa a la primera exposicion de un ser humano al firmaco en investigacion (ensayo clinico
de Fase I) (ICH M3(R1), 2000). Antes del inicio de los ensayos clinicos de Fase II (estudios
en pacientes) se debe completar la bateria estandar mediante la realizacion del ensayo in vivo
(ICH M3(R1), 2000). Dado que los estudios de Fase I estan generalmente limitados a un
niumero muy reducido de voluntarios con una duraciéon de exposicion corta, se considera
aceptable limitar la valoracion genotodxica a los estudios in vitro, que son considerados como
la parte mas sensible (capaces de detectar correctamente sustancias genotoxicas) de la bateria.
No obstante, es practica habitual en la industria farmacéutica realizar los tres estudios de

forma previa a la realizacion del primer ensayo clinico de Fase I (Baldrick, 2008).
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En base al alto valor predictivo que se le atribuye a la bateria estandar como conjunto, la
obtencion de resultados negativos en los tres ensayos permitiria concluir que la sustancia
evaluada carece de potencial genotoxico y, salvo excepciones (ver apartado 1.9.), no serad
necesario realizar estudios adicionales de genotoxicidad. Si bien la obtencion de un resultado
positivo en alguno de los ensayos debe ser considerado, a priori, indicativo de potencial
mutagénico o carcinogénico para humanos, los resultados obtenidos en una bateria han de ser
evaluados en su conjunto, en el contexto de los ensayos realizados y en base al conocimiento
cientifico vigente. En este sentido, se acepta que bajo ciertas condiciones experimentales se
pueden obtener resultados positivos no representativos de potencial genotdxico real para
humanos (ver apartado 1.10). Este hecho habitualmente requerird la realizacién de estudios
adicionales dirigidos a determinar la relevancia de los resultados positivos obtenidos (ICH

S2B, 1997).

Existe cierta variabilidad de opinidn respecto al nimero, tipo y extension de los ensayos que
deberian integrar una bateria minima de ensayos de genotoxicidad. Para algunos
investigadores la inclusién de un mayor niimero de ensayos conllevaria el incremento en el
nimero de resultados positivos irrelevantes obtenidos, reduciendo la credibilidad de los
ensayos de genotoxicidad. Para otros, la inclusion de un mayor niumero de ensayos reduciria
la incidencia de falsos negativos, reforzando la credibilidad de los ensayos de genotoxicidad
(Miiller et al., 1999). Si bien se han sugerido diferentes estrategias alternativas a la de la
bateria estandar, en todas ellas se propone una aproximacioén secuencial en la que los
resultados obtenidos en unos primeros ensayos, que valoran efectos sobre los diferentes
niveles estructurales del DNA, supeditan la realizacion de estudios adicionales (Pfuhler ef al.,

2007).

1.8.1. Los ensayos in vitro

Los ensayos in vitro de genotoxicidad suelen corresponder a sistemas sencillos que,
empleando células aisladas, favorecen la exposicion a la sustancia en estudio y permiten
valorar de una forma muy directa la induccion de dafio genotoxico. Presentan como ventajas,
respecto a los ensayos in vivo, el bajo coste, la rapidez de realizacion y la no utilizacion de
animales, estando esto ultimo en linea con el principio de las “tres erres” (Reemplazar,
Reducir y Refinar) cuyo objetivo es reducir el impacto de las actividades cientificas sobre el

bienestar animal (Russell y Burch, 1959). Una ventaja adicional es la baja cantidad de
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producto requerido para su realizacion, factor éste importante en la valoracion de fairmacos
debido al alto coste econémico que implica la obtencion de estas sustancias en las fases
iniciales de I+D, cuando los procesos de sintesis quimica no estan ain optimizados.
Asimismo, los ensayos in vitro se caracterizan por presentar una mayor sensibilidad en la
deteccion de genotdxicos carcindgenos, en parte gracias a que la exposicion de las células
diana resulta menos problematica que en los ensayos in vivo (Miiller et al., 1999; Kirkland et
al., 2007b). Los ensayos in vitro recomendados como parte de la bateria estandar de
genotoxicidad son el test de Ames y el ensayo de induccidon de aberraciones cromosoémicas en
células de mamifero o el ensayo del linfoma de ratén. Estos sistemas experimentales, en los
que se emplean tanto células procariotas como eucariotas (células de mamifero), toman en
consideracion la induccidn de posibles efectos adversos en los diferentes niveles estructurales

de organizacion del material genético.

El test de Ames constituye el ensayo de genotoxicidad en procariotas por excelencia,
destacando por su robustez, sencillez, reproducibilidad, bajo coste y alto valor predictivo en la
identificacion de carcindgenos en roedor. Fue propuesto a principios de la década de 1970 por
Ames y colaboradores para la deteccion de mutagenos quimicos, y la utilizacion de diferentes
cepas bacterianas como indicadores de dafio genético se sustenta en el hecho de que cada una
de ellas porta mutaciones especificas que revierten frente a una clase particular de compuestos
quimicos (Ames et al., 1975). En su version actual, el test de Ames se fundamenta en la
utilizacion de una bateria de cepas bacterianas de Salmonella typhimurium o Escherichia coli
auxotroficas para los aminoacidos histidina y triptéfano, respectivamente. La exposicion a
ciertos agentes genotoxicos hace que algunas de las bacterias de la poblacion tratada sufran
cambios genéticos que hacen que reviertan hacia un estado autotréfico para
histidina/triptofano, de forma que pueden crecer en un medio carente de ellos. El efecto
genético valorado corresponde a la induccion de mutacion génica por cambio de base o por
corrimiento en el patrén de lectura, como consecuencia de la insercion o deleccion de bases
en el DNA. En el caso particular de los productos farmacéuticos, el ensayo se realiza
siguiendo un protocolo experimental establecido de forma detallada en directrices
internacionales que requiere la utilizacion de un minimo de cinco cepas bacterianas, cada una
de las cuales es especifica para la induccién de un tipo concreto de cambio sobre el DNA

(ICH S2A, 1995; OECD, 1997a).
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El ensayo de aberraciones cromosémicas (AbCr) in vitro evalia la induccion de cambios
cromosdmicos estructurales y numéricos en células de mamifero, siendo realizado
habitualmente tanto en cultivos primarios de linfocitos humanos como en lineas celulares de
mamifero. El tipo de dafio genético evaluado en este ensayo corresponde a un nivel estructural
superior de organizacion del DNA, y permite detectar la induccion de aneuploidia, un efecto
no valorable en bacterias. Si bien el tipo de aberraciones cromosémicas detectadas y
valoradas en este tipo de ensayo son generalmente incompatibles con la viabilidad celular
(roturas o intercambios de cromatidas y/o cromosomas), los cambios inducidos se consideran
indicativos de la capacidad de la sustancia en ensayo de producir cambios estructurales de
menor escala compatibles con la supervivencia celular, tales como pequefias delecciones y
reestructuraciones cromosoémicas estables (translocaciones e inversiones), consideradas de

gran importancia en el proceso de cancerogénesis.

El ensayo del linfoma de raton (ML) se fundamenta en la deteccion de la pérdida de
funcionalidad del gen de la timidina kinasa (tk) en células de la linea celular de linfoma de
raton L5178Y¢k™ (clon 3.7.2¢) heterozigética para el gen k. La timidina quinasa (TK),
enzima clave en la biosintesis del nucleétido timidina trifosfato, presenta la particularidad de
que es capaz de incorporar en la célula la sustancia trifluorotimidina (TFT), un anéalogo téxico
de la timidina que causa la detencion del ciclo celular. La exposicion a un agente genotoxico
podra producir la pérdida de funcionalidad del inico gen #k funcional en la célula (ubicado en
el brazo q del cromosoma 11), de tal forma que la ausencia de actividad TK le permitira crecer
en un medio que contiene TFT (Cole et al, 1990). El ensayo del ML presenta la
particularidad de que permite identificar la induccion tanto de mutacion génica como de
aberraciones cromosoOmicas, en base al tamafio de la colonia celular producida. Los analisis
moleculares indican que mutantes de colonias grandes (de crecimiento rapido) tienden a
representar sucesos en el gen (substitucion de pares de bases y delecciones), mientras que los
mutantes de colonia pequefia (de crecimiento lento) suelen implicar cambios genéticos de

mayor escala, frecuentemente visibles como alteraciones cromosomicas (Kramer, 1998).

Como ocurre con el test de Ames, los ensayos de AbCr y ML se realizan siguiendo protocolos
experimentales establecidos en directrices internacionales (ICH S2A, 1995; OECD, 1997b;
1997d).

El principal inconveniente de los ensayos in vitro consiste en que la utilizacion de un modelo

unicelular necesariamente implica que éste constituya una simplificacion de un ser vivo. Al
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encontrarse fuera del contexto de un 6rgano o tejido funcional, el modelo unicelular no puede
proporcionar una imagen fiable de un organismo bioldgico completo, siendo incapaz de
reproducir su complejidad. Una importante limitaciéon de los modelos in vitro es su baja
capacidad metabolica inherente, lo que condiciona la bioactivacion de posibles promutagenos
como las aminas aromadticas o los hidrocarburos arométicos policiclicos. Esta circunstancia
hace necesaria la adicion de un sistema exdgeno de activacion metabdlica, consistente
generalmente en un extracto de higado de rata (fracciéon microsomal S9). En el caso particular
de las células de mamifero, su baja tolerancia a la fraccion S9 limita los tiempos y
concentraciones de exposicion, que en ocasiones pueden ser insuficientes para generar niveles
detectables de metabolitos genotoxicos (Miiller ef al., 1999). Todo ello hace que los sistemas
in vitro sean contemplados como modelos incompletos o limitados de los efectos bioldgicos que
ocurren en los animales tras la administracion de un potencial agente toxico. Los ensayos in vitro
de forma aislada permiten la deteccion de dano genotdxico, siendo necesaria la realizacion de

estudios in vivo complementarios para una adecuada valoracion del riesgo (Zeiger, 1998).

1.8.2. Los ensayos in vivo

A pesar de que se les atribuye, respecto a los ensayos in vitro, una menor sensibilidad en la
deteccion de agentes cancerigenos, los ensayos in vivo de gentoxicidad son considerados un
componente fundamental en la valoracion de riesgo genotoxico (Miiller et al., 1999). Es una
premisa en ciencia experimental que a mayor similitud entre el sistema experimental y la
especie final de estudio (en este caso el ser humano), mayor es el valor predictivo y la
relevancia atribuible al resultado experimental obtenido. En este sentido, los ensayos in vivo
reproducen la complejidad de un organismo completo y, como tal, toman en consideracion los
procesos biolodgicos de absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME). Estos
procesos, que determinan la exposicion real de la diana de efecto toxico (el DNA) a la
sustancia en estudio o a cualquiera de sus posibles metabolitos, no pueden ser reproducidos en
los modelos in vitro. Asimismo, a los modelos in vivo se les atribuye un mayor nivel y grado
de eficiencia en los mecanismos de reparacion del DNA, asi como un metabolismo de Fase I
(activacion de grupos funcionales) y Fase II (conjugacion a moléculas enddgenas) mas

equilibrado.

Los ensayos in vivo, al tomar en consideracion la via de administracion y las propiedades de

ADME del farmaco, ayudan a establecer la relevancia de resultados positivos obtenidos en
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ensayos in vitro, al ponerlos en el contexto de un organismo completo. En este sentido la
demostraciéon de una adecuada exposicion in vivo al farmaco (o a sus metabolitos) se
considera un elemento esencial en la validez de la interpretacion. En consecuencia, la
obtencion de un resultado positivo en un ensayo in vivo se toma como fuerte evidencia de
potencial genotoxico, y puede condicionar seriamente la viabilidad del desarrollo de un

farmaco.

Un motivo importante para la inclusion de ensayos in vivo en la bateria de ensayos de
genotoxicidad requeridos por las autoridades reguladoras, es evitar el posible fallo de los
sistemas in vitro en detectar sustancias con verdadero potencial genotdxico in vivo. Aunque
infrecuente, existen ejemplos en la literatura cientifica de sustancias con actividad genotoxica
in vivo que no son detectadas de forma consistente en los ensayos in vitro que forman parte de
la bateria estandar. Sustancias como el benceno, la procarbazina, el uretano y la hidroquinona
representan ejemplos clasicos de este tipo de sustancias (Miiller et al., 1999; 2003). Otros
ejemplos, de sustancias con resultados positivos exclusivamente en estudios in vivo, se han
presentado en una reciente revision realizada por la International Workshop on Genotoxicity

Testing Initiative IWGT) (Tweats et al., 2007b).

Los ensayos in vivo de genotoxicidad implican, como norma general, la utilizacién de
roedores de laboratorio (rata o raton). Si bien son varios los modelos experimentales
disponibles, el ensayo de MN en eritrocitos de roedor es, en cualquiera de sus variantes, el
ensayo in vivo mas empleado en la valoracion del potencial genotoxico de sustancias
quimicas. Como tal, es el ensayo in vivo recomendado por las autoridades reguladoras
internacionales como parte de la bateria estandar de ensayos de genotoxicidad (ICH S2B,

1997).

1.8.2.1. El ensayo de microntucleos en roedor

Los micronucleos (MN), también conocidos en hematologia bajo el nombre de “cuerpos de
Howell-Jolley”, se definen como estructuras cromatinicas presentes en el citoplasma,
rodeadas de una membrana sin conexion aparente con el ntcleo de la célula. Se originan a
partir de fragmentos cromosdmicos o cromosomas enteros que durante el proceso de division
celular quedan retrasados en la fase de segregacidon cromosOmica (anafase), no siendo

incorporados en el nucleo de la célula hija. Estos cromosomas o fragmentos cromosémicos
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permanecen visibles en el citoplasma de la célula interfasica bajo la apariencia de un pequeio
nucleo o “microntcleo” (figura 1.7). Los MN se pueden formar en cualquier tipo celular en
proliferacion, ya sea de forma espontanea (estrés oxidativo, defectos genéticos en puntos de
control del ciclo celular o genes de reparacion del DNA, deficiencias en cofactores para la
sintesis/mantenimiento del DNA o en la maquinaria de segregacion cromosdmica) o inducida

(exposicion a clastégenos o aneundgenos) (Norppa y Falck, 2003; Bonassi ef al., 2007).

La utilizacion del examen de MN como ensayo in vivo para la deteccion de potencial
genotdxico fue propuesta por primera vez a principios de la década de 1970, de forma
independiente, por Schmid (Matter y Schmid, 1971; Schmid, 1975) y por Heddle (Heddle,
1973). El ensayo se fundamentaba en la capacidad de la sustancia en estudio de inducir la
formacion de MN en los eritroblastos (células precursoras de los eritrocitos) de médula dsea,
un linaje celular en constante proliferacion y por lo tanto ideal para valorar la induccién de
dafio genotoxico por agentes clastdgenos (roturas cromosomicas) y aneunogenos (pérdida de
cromosomas por interaccion con el huso mitdtico). Al producirse la extrusion del ntcleo
celular después de la ultima division de los eritroblastos, la presencia de MN es facilmente
reconocible en los eritrocitos anucleados. La presencia de acido ribonucleico (RNA) en el
citoplasma de los eritrocitos recién formados hace que estos adopten una coloracion azul al
ser tefiidos con colorante Giemsa, siendo denominados eritrocitos policromaticos (EPC). La
desaparicion gradual del RNA hace que los eritrocitos mas maduros adopten una coloracion

rosa-anaranjada, siendo denominados eritrocitos normocromaticos (ENC).

Aneunogeno
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¥
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Figura 1.7. Formacion de micronucleos a partir de cromosomas o fragmentos cromosomicos por

accion de agentes aneundgenos o clastogenos, respectivamente.
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Se estima que se necesita un tiempo aproximado de 10-12 h para la primera aparicion de MN en
EPC tras la exposicién a un agente genotoxico. Este es el tiempo considerado necesario para que
tenga lugar (1) la progresion del eritroblasto hacia la mitosis, (2) el posible retraso mitético
inducido por el tratamiento, (3) la propia formacion de los MN a partir de fragmentos
cromosomicos o cromosomas enteros no incluidos en el nicleo de la célula hija y (4) la extrusion
del nticleo principal tras la Gltima mitosis para convertirse en EPC. Los EPC recién formados
permanecen en la médula d6sea de raton aproximadamente unas 20 h. Durante este tiempo se
producira la acumulacion de EPC micronucleados (EPCMN) en la médula 6sea, ya que la
formacion de MN se puede extender a lo largo de un tiempo considerable. El grado de
formacion continuada de células con MN dependera de la persistencia del agente inductor, del
tipo de lesion inducida sobre el DNA, de la combinacion de las velocidades de formacion y
eliminacion de aberraciones cromosomicas, y de la velocidad de recuperacion del retraso del
ciclo celular (Mavournin et al., 1990). Dado el tiempo de transicion entre EPC y ENC
(aproximadamente 20 h) no cabe esperar incrementos sustanciales en la incidencia de ENC con
microntcleos (ENCMN) 24 h tras la administracion de la sustancia en estudio. La induccion de
un efecto citotdxico sobre las células nucleadas precursoras de la médula 6sea, causando muerte
celular o reduccion de la division celular, causara un descenso en la formacion de EPC quedando

reflejado como un descenso en la relacion entre EPC y ENC.

La popularidad de este ensayo es atribuible en gran parte a que el examen de MN es mucho
mas sencillo y rapido que el examen de aberraciones cromosdmicas y requiere un menor nivel
de entrenamiento. Asimismo, la capacidad para examinar en un mayor numero de células la
presencia/ausencia de MN que no de aberraciones cromosOmicas, le confiere a este ensayo
una mayor potencia estadistica y en consecuencia una mayor sensibilidad. También se han
desarrollado metodologias experimentales para valorar la induccion de MN en otros tipos
celulares como hepatocitos, células intestinales, etc. No obstante, diferentes variantes e
innovaciones técnicas aplicadas sobre la metodologia inicialmente propuesta por Schmid y
Heddle han contribuido en hacer del ensayo de MN en eritrocitos de roedor el ensayo in vivo
de genotoxicidad por excelencia. Entre éstas, destacan la utilizacion de sangre periférica como
tejido de examen, desarrollada inicialmente en ratén por MacGregor (MacGregor et al.,
1980), posibilitando la toma de muestras sin necesidad de sacrificar a los animales, y la
introduccion de la tincion fluorescente con naranja de acridina (NA) desarrollada por Hayashi
y colaboradores (Hayashi et al., 1983; 1990) permitiendo la identificacién de eritrocitos

inmaduros en sangre periférica. Junto a la observacién microscopica tradicional, la aplicacién
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de técnicas de citometria de flujo utilizando fluorocromos especificos de DNA y/o RNA
(Hutter y Stohr, 1982), y el uso de anticuerpos dirigidos hacia marcadores de superficie
especificos, que permiten diferenciar a los eritrocitos inmaduros (Dertinger et al., 1996), ha

permitido automatizar y mejorar el rendimiento en el analisis de las muestras.

La induccién de MN en un ensayo in vivo de genotoxicidad se considera, a priori, una fuerte
sefial indicativa de riesgo genotdxico para humanos. Para la valoracion de riesgo serd de suma
importancia conocer si los MN se han generado mediante un mecanismo clastogénico o
aneugénico, dado que el modo de accion puede influir sobre la interpretacion del resultado
(Norppa y Falck, 2003). La aplicacién de técnicas de morfometria de los MN (Schmid, 1975;
Yamamoto y Kikuchi, 1980; Tinwell y Ashby, 1991; Van Hummelen et al., 1992) o técnicas
de citogenética molecular, tales como la tincidon con anticuerpos anticinetocoro (aislados del
suero de pacientes con una forma particular de escleroderma, sindrome CREST) (Gudi et al.,
1990; Miller y Adler, 1990), o la hibridacion fluorescente in situ (FISH) con sondas de DNA
que hibridan con regiones centroméricas (Miller ef al., 1991), han demostrado ser de gran

utilidad para establecer el posible origen aneugénico o clastogénico de los MN.

La importancia de la formacion de MN reside en las posibles consecuencias adversas para la
célula afectada. La inclusion de genes supresores tumorales en los MN, y su consiguiente
inactivacion o la pérdida del MN, pueden ocasionar la transformacion celular, siendo un paso
hacia la cancerogénesis. Varias observaciones apoyan la existencia de una asociacion entre la
induccion de MN vy el desarrollo de cancer. La alta frecuencia de MN detectados en tejidos
precancerosos y la correlacion observada entre frecuencia de MN y transformacion maligna
de células, sugieren que la formacidon de MN constituye un proceso relevante en la
cancerogénesis (Stopper y Miiller, 1997). Pacientes con cancer (no sometidos a tratamiento) y
personas afectadas por enfermedades congénitas con predisposicion al cancer (como p.e.
ataxia telangiectasia o sindrome de Bloom) presentan niveles altos de MN (Fenech et al.,
1999; Fenech, 2002), y se ha reivindicado una clara correlacion entre agentes genotdxicos
inductores de MN (como la radiacion ionizante) y cancerogénesis (Chang et al., 1997).
También se han observado incrementos en la frecuencia de MN en linfocitos de pacientes
afectados por enfermedades como lupus eritematoso sistémico, esclerosis sistémica o
encefalomiopatia mitocondrial (Norppa y Falck, 2003), y en pacientes afectados por
enfermedades del SNC como Parkinson y Alzheimer (Petrozzi et al., 2002; Norppa y Falck,
2003).
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La presencia de MN en células somaticas (linfocitos, células epiteliales bucales, nasales,
uroteliales, etc.) se emplea de forma habitual como biomarcador de dafio cromosomico y
estabilidad cromosémica en poblaciones humanas, y hay evidencias que indican que la
frecuencia de MN también puede ser un biomarcador predictivo del riesgo de padecer cancer.
Un reciente estudio multinacional de seguimiento de cohorte (6718 sujetos) ha reivindicado
la existencia de una relacion entre frecuencia alta de MN en linfocitos y la incidencia de
cancer, especialmente urogenital, gastrointestinal y de mama (Bonassi et al., 2007). Esta
observacién apoya la hipotesis de que la extension del dafio genético valorado en los
linfocitos es un reflejo de los sucesos carcinogénicos iniciales acontecidos, mediante factores

genéticos, dietarios o ambientales comunes, en el tejido diana (Bonassi et al., 2007).

1.9. Estudios complementarios

En el contexto del proceso de desarrollo de un farmaco, la realizacion de estudios
complementarios suele estar marcada por la necesidad de obtener informacion adicional a la
generada previamente en los ensayos de la bateria estandar de genotoxicidad. Esta
circunstancia se podra producir como consecuencia de la obtencion de un resultado positivo
en alguno de los ensayos de la bateria o, para productos negativos en los ensayos de la bateria,
por la obtencion durante la fase de desarrollo de informaciéon complementaria que ponga en
cuestion su valor predictivo en cuanto a la ausencia de potencial genotoxico. En ambas
circunstancias el principal objetivo de los estudios complementarios sera aportar informacion
adicional que permita identificar un modo de accién genotdxica o reforzar el peso de la
evidencia experimental, de forma que se pueda establecer la relevancia bioldgica del

resultado.

El tipo y disefio del estudio(s) a realizar estard en funcion del objetivo perseguido, pudiéndose
emplear modelos experimentales que evaliien parametros de efecto genotdxico no evaluables
en los ensayos de la bateria estandar. Asi, ademds de valorar la induccion de mutaciones
(génica o cromosoémica), es frecuente que se valore la induccién de efectos indicadores
relacionados con la mutagénesis, como por ejemplo, induccion de modificaciones o
reparacion en el DNA. Para algunos de estos ensayos su menor utilizacion sistematica (al no
ser ensayos de rutina) hace que su valor predictivo, en términos de riesgo, sea menos

conocido.
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La obtencion de un resultado positivo o equivoco en algin ensayo de la bateria estandar,
puede requerir la realizacion de estudios que permitan establecer la reproducibilidad del
resultado, o la determinacion del posible modo de accion subyacente. En estas circunstancias,
serd de especial relevancia la realizacion de ensayos que valoren el mismo efecto genético en
el que se ha obtenido el resultado positivo. La obtencion de un resultado positivo no
reproducible en diferentes sistemas experimentales, hace que su relevancia bioldgica sea
cuestionable. La incapacidad de los ensayos habituales de la bateria estandar de valorar
adecuadamente ciertas sustancias también puede motivar la realizacion de estudios
complementarios: por ejemplo, la existencia de un metabolismo diferencial entre sistemas
experimentales o especies, o la incompatibilidad de los sistemas procariotas para evaluar
ciertos antibacterianos (ICH S2A, 1995). En particular, sustancias portadoras de ciertas alertas
estructurales de genotoxicidad, como la presencia de grupos azo, nitro, epoxido o aminas
aromaticas (Ashby y Tennant, 1988; 1991), puede requerir la realizacién de estudios

adicionales o con una metodologia experimental optimizada.

En cualquiera de estos supuestos, la realizacion de estudios in vivo resulta de especial
relevancia ya que son de gran valor en el peso de la evidencia experimental. Tradicionalmente
ha sido frecuente la realizacion de ensayos de induccion de MN o de sintesis no programada
de DNA (UDS, Unscheduled DNA Synthesis) en higado de roedor, por ser éste un 6rgano bien
perfundido y generalmente bien expuesto a la sustancia en ensayo. En la ultima década ha
adquirido especial importancia la utilizacion del ensayo del cometa, principalmente por su
sensibilidad, rapidez y bajo coste. Esta técnica permite cuantificar en células individuales la
presencia de roturas en la cadena de DNA, lesiones primarias que son consideradas de
relevancia en la induccién de mutacion génica y cromosdmica (translocaciones e inversiones).
En este sentido, los ensayos in vivo de genotoxicidad habituales, como los que emplean
médula 6sea (ensayo de MN) o higado (ensayo de MN o UDS) como 6rgano diana, también
tienen sus limitaciones, sobre todo si la sustancia en estudio forma intermediarios reactivos de
vida corta. Bajo este supuesto, la utilizacién de métodos in vivo alternativos que valoren en
tejidos con mayor exposicion la induccion de efectos directos, como la formacion de aductos
(*’P-postlabelling), roturas de cadenas de DNA (ensayo del cometa) o mutaciones génicas

(deteccion de mutaciones en animales transgénicos), pueden ser de utilidad.

La observacion de que una sustancia negativa en los ensayos de genotoxicidad induce la

formacion de tumores en ensayos de cancerogénesis en roedor, puede requerir la realizacion
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de estudios adicionales que ayuden a determinar el modo de accion del efecto cancerigeno. La
diferenciacion entre un modo de accion genotdxico y uno no genotdxico (o epigenético) en la
induccién de tumores, es de suma importancia en el modo con que el efecto cancerigeno es
tratado en el ambito regulador (Kasper et al., 2007). En estos casos, el objetivo de los estudios
complementarios suele ser el determinar la posible existencia de un efecto genotoxico drgano-
especifico sobre aquellos o6rganos en los que se ha observado el efecto cancerigeno. Los
ensayos con animales transgénicos, el ensayo del cometa o los estudios de union al DNA se

consideran los mas adecuados en la consecucion de este fin (Kasper et al., 2007).

Una practica cada vez mas frecuente en la investigacion biofarmacéutica actual consiste en la
utilizacion de animales modificados genéticamente. La utilizacion de modelos de ratones
transgénicos como el “Muta""Mouse” (Gossen et al., 1989) o el “Big Blue” (Kohler et al.,
1991), que contienen una sonda vector del bacteriofago lambda con un gen bacteriano (lacZ o
lacl, respectivamente) como diana mutacional integrado en el genoma del ratoén, permite que
se pueda valorar la induccién de mutacion génica en condiciones in vivo, un efecto genotoxico
no valorable en el habitual ensayo de MN en roedor. Curiosamente, aunque estos modelos
transgénicos y el ensayo de MN en raton evaltan efectos genotdxicos diferentes (mutacion
génica frente a aberracion cromosomica), para ambos se ha observado una buena correlacion
en la prediccidbn de cancerogénesis en raton (Wahnschaffe et al., 2005). Los modelos
transgénicos han resultado ser una importante herramienta de investigacion como soporte a
los ensayos de normativa, aportando informacion sobre mecanismos subyacentes a los efectos
toxicos inducidos y su relevancia para la seguridad humana (Bolon, 2004). Incluso han
pasado a formar parte de los estudios requeridos por normativa, de tal forma que varios
modelos de animales transgénicos son aceptados como alternativa al tradicional estudio de

cancerogénesis en raton de dos afos de duracion (Goldsworthy ef al., 1994; ICH S1B, 1997).

1.10. Valor predictivo y factores de confusion en los ensayos de genotoxicidad

La valoracion del riesgo genotoxico se fundamenta sobre la premisa que sustancias positivas
en ensayos que detectan dafio genético son consideradas, a priori, potencialmente mutagenas
o cancerigenas en humanos. Para las autoridades reguladoras la préctica habitual es asumir
que sustancias consideradas genotoxicas in vivo poseen el potencial de dafiar el DNA en
cualquier nivel de exposicion, y que ese dano puede conducir o contribuir al desarrollo de

tumores.
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El valor predictivo de un ensayo de genotoxicidad lo determina su sensibilidad (capacidad de
identificar correctamente como positiva una sustancia genotdxica) y su especificidad
(capacidad de identificar correctamente como negativa una sustancia no genotdxica). Cuanto
mayor es el grado de sensibilidad y especificidad del ensayo, mayor es su valor predictivo.
Desde el punto de vista de la valoracion del potencial cancerigeno, la sensibilidad y
especificidad del ensayo vendran determinadas por su capacidad de identificar correctamente
sustancias cancerigenas y no cancerigenas, respectivamente. Una sensibilidad baja conlleva el
riesgo que sustancias genotoxicas no sean identificadas correctamente (“falsos negativos™),
con las consecuencias adversas que esto puede representar para la salud humana. Por el
contrario, una especificidad baja implica que sustancias no genotoxicas sean identificadas

incorrectamente como positivas (“falsos positivos™) (Kirkland et al., 2005).

La generacion oOrgano-especifica de metabolitos reactivos con el DNA se considera la
principal fuente potencial del fallo de los ensayos de la bateria estandar para detectar
carcinogenos (Kasper et al., 2007). No obstante, actualmente existe un amplio consenso en
que debido al alto grado de sensibilidad alcanzado en los ensayos de genotoxicidad, como
consecuencia del rigor y la estandarizacion de los protocolos experimentales, la probabilidad
de errar en la deteccion de una sustancia genotdxica al ser evaluada en una bateria de ensayos
similar a la de la bateria estandar es remota (Kirkland y Miiller, 2000). Una cuestion aparte la
constituyen los denominados carcindgenos no genotdxicos (o epigenéticos). Para estas
sustancias, la induccién de tumores en animales de experimentacion estd condicionada a la
administracion de dosis altas durante periodos de tiempo prolongados, produciéndose la
induccién de tumores como consecuencia de un mecanismo indirecto de proliferacion celular
y, por lo tanto, no son detectables en estudios de genotoxicidad. Estas sustancias no cabe
esperar que den resultados positivos en los habituales ensayos in vitro o in vivo de
genotoxicidad, y en el caso de hacerlo pueden no ser representativos de su mecanismo de

accion cancerigena (Kirkland et al., 2007a).

La experiencia acumulada desde la implantacion de los ensayos de genotoxicidad ha puesto
de manifiesto que hay una alta proporcion de sustancias farmacéuticas que producen
resultados positivos en alguno de los ensayos realizados. Diferentes revisiones han mostrado
que para una alta proporcidon de estas sustancias no hay evidencias claras de que exista una
interaccion real con el DNA. Entre los ensayos de genotoxicidad con resultados positivos

destacan los ensayos in vitro con células de mamifero. Miiller y Kasper comprobaron que de
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335 farmacos evaluados para su registro en el Instituto Federal para Productos Farmacéuticos
y Meédicos aleman (BfArM, Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte),
practicamente el 30% de ellos presentaba un resultado positivo en, como minimo, uno de los
ensayos realizados (Miiller y Kasper, 2000a). So6lo aproximadamente el 25% de éstos
correspondian a sustancias con potencial genotdxico conocido (agentes alquilantes, andlogos
de nucleésidos o inhibidores de la girasa, entre otros). De manera similar, en una revision
sobre 352 farmacos comercializados en EEUU, Snyder y Green comprobaron que el 28,7% de
los productos presentaban uno o mas resultados positivos en los ensayos de genotoxicidad en

los que habian sido evaluados (Snyder y Green, 2001).

Ante este hecho, en la actualidad se considera que no todos los resultados positivos han de ser
interpretados de la misma forma. La experiencia acumulada y el mejor conocimiento de los
diferentes mecanismos de accion implicados en el proceso de mutagénesis, han puesto de
manifiesto que bajo ciertas condiciones experimentales se pueden obtener resultados positivos
que no han de ser considerados indicativos de potencial genotdxico o cancerigeno real en

humanos.

El principal elemento que condiciona el valor predictivo de los ensayos de genotoxicidad son
los positivos producidos por los denominados “genotoxicos indirectos”. Estas son sustancias
capaces de inducir efectos genotoxicos mediante mecanismos indirectos, como consecuencia
de la induccion de condiciones experimentales de estrés fisioldgico, o mediante la interaccion
con dianas bioldgicas diferentes al DNA. El efecto genotoxico, por lo tanto, no se produce
como consecuencia de una accion directa de la sustancia sobre el material genético, sino
mediante un mecanismo indirecto. Entre estos mecanismos indirectos se encuentran, la
induccion de peroxidacion lipidica, inhibicion de enzimas de reparacion, interferencia con la
sintesis de DNA o el control del ciclo celular, inhibicién o agotamiento de proteinas de
defensa frente a dafio oxidativo (glutation) o de enzimas metabdlicos, interferencia con
tubulinas del huso mitotico/meiotico, citotoxicidad e induccion de apoptosis o necrosis (Scott
et al., 1991; Miiller y Kasper, 2000a; Kirsch-Volders et al., 2003b; Kirkland, et al., 2007a).
Aunque el efecto genotoxico detectado es real, desde el punto de vista de la prediccion de
riesgo cancerigeno o genotoxico in vivo, la falta de relevancia de los positivos obtenidos bajo
algunas de estas condiciones hace que éstos coloquialmente sean referenciados como “falsos

positivos” (Kirkland, et al., 2007a). También la alteracion de condiciones fisiologicas de pH,
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osmolaridad o temperatura pueden inducir resultados positivos no relevantes en ensayos in

vitro € in vivo.

La demostracion experimental de la implicacion de un mecanismo genotoxico indirecto en el
resultado positivo generado puede tener importantes implicaciones para la valoracién del
riesgo. Las condiciones experimentales asociadas a un mecanismo genotdxico indirecto
pueden no ser reproducibles a niveles de exposicion reales en humanos, siendo por lo tanto de
cuestionable relevancia bioldgica. Desde un punto de vista tedrico, y a diferencia de lo que
ocurre con los genotdxicos directos, los genotdxicos que actuan mediante un mecanismo
indirecto son susceptibles de presentar una curva dosis-respuesta con un umbral de efecto.
Para estas sustancias puede ser posible establecer niveles de exposicion sin riesgo de dafio

genotoxico.

De forma similar, algunos resultados positivos producidos mediante mecanismos genotoxicos
directos (positivos verdaderos) pueden no ser extrapolables a humanos, como consecuencia de
factores de especificidad fisiologica o metabodlica del sistema experimental empleado. Entre
ellos estd la generacion en el sistema experimental de metabolitos genotdxicos no existentes
en humanos. Sirva a modo de ejemplo, la formacion en bacterias pero no en células de
mamifero de la azidoalanina, el metabolito genotoxico de la azida sodica (Arenaz et al.,
1989). La saturacion de rutas metabolicas o de mecanismos de conjugacion, puede dar lugar a
la formacion de metabolitos genotdxicos que no estaran presentes bajo condiciones reales in
vivo. El paracetamol, un farmaco ampliamente consumido, genera un metabolito quinona-
imina electrofilico capaz de inducir aberraciones cromosomicas in vitro € in vivo a
concentraciones altas. A niveles terapéuticos normales este metabolito es conjugado de forma
eficiente, por lo que los resultados positivos obtenidos a concentraciones que exceden
ampliamente las concentraciones alcanzables de forma razonable en humanos son
considerados biologicamente irrelevantes (Bergman et al., 1996). En el caso particular de los
ensayos in vitro, la fraccion S9 puede generar metabolitos diferentes a los producidos por el

metabolismo hepatico humano (Kirkland et al., 2007a).

Se han establecido asi, una serie de condiciones experimentales que pueden inducir la
obtencion de resultados positivos no atribuibles a dafio genotdxico directo por la sustancia en
estudio, o no representativos de potencial genotoxico real. Independientemente del
mecanismo por el que se ha generado, la obtencién de un resultado positivo en un ensayo de

la bateria estandar conlleva, en el mejor de los casos, la realizacion de estudios adicionales.
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En el peor de los casos puede conllevar el innecesario abandono de un farmaco con posible
potencial terapéutico. En consecuencia, la correcta interpretacion de los resultados obtenidos
requiere que éstos sean evaluados en el contexto del modelo experimental en el que se han
obtenido, que se considere la naturaleza de los efectos observados, y que éstos sean

interpretados en base al conocimiento cientifico vigente.

1.10.1. Factores de confusion en ensayos in vitro

Los ensayos in vitro de genotoxicidad son considerados muy sensibles en la deteccion de
sustancias genotdxicas o cancerigenas. Kirkland y colaboradores, en el analisis de 553
sustancias carcindgenas en roedores, obtuvieron valores de sensibilidad del 58,8, 73,1 y
65,6% para los ensayos de test de Ames, ML y AbCr, respectivamente (Kirkland ez al., 2005).
El 93% de las sustancias presentaba un resultado positivo en, como minimo, uno de los
ensayos, y la combinacién de dos ensayos permitia detectar a mas del 90% de ellas. Por el
contrario, el andlisis de los datos de genotoxicidad de 177 compuestos no carcindgenos en
roedor puso de manifiesto la baja especificidad de los ensayos in vitro en general, con valores
del 73,9, 39,0 y 44,9% para Ames, ML y AbCr, respectivamente (Kirkland ef al., 2005). Al
combinar los tres ensayos, del 75 al 95% de los compuestos no cancerigenos presentaron un

resultado positivo en, como minimo, uno de ellos.

Esta baja especificidad de los ensayos in vitro, sobre todo de los ensayos con células de
mamifero, es atribuida a que éstos han sido optimizados para la deteccion de sustancias
genotoxicas (alta sensibilidad). Con el fin de asegurar la interaccion del farmaco en ensayo
con la diana de efecto (el DNA), se hace uso de concentraciones extremas y tiempos de
exposicion prolongados, y se requiere la induccion de niveles elevados de toxicidad como
evidencia indirecta de la interaccién con la sustancia en ensayo. Esta alta sensibilidad ha
llevado asociada la disminucion del grado de especificidad, con la consiguiente obtencion de
“falsos positivos”. Esto suele conllevar la realizacion de estudios adicionales, incluyendo

generalmente la realizacion de ensayos in vivo.

El test de mutacion génica en bacterias (test de Ames) destaca por ser considerado uno de los
ensayos in vitro mas robustos, y con mayor grado de sensibilidad y especificidad. Se le ha
atribuido un valor predictivo del 77 al 90% en la deteccidon de sustancias cancerigenas en

roedores (Mortelmans y Zeiger, 2000). Si bien ha sido asociado con mucha menor frecuencia
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a la obtencion de falsos positivos, comparado con los ensayos in vitro con células de
mamifero, existen no obstante ciertas condiciones experimentales que pueden dar lugar a
éstos. Las cepas de Salmonella typhimurium y Escherichia coli empleadas habitualmente, son
muy eficientes en las reacciones metabdlicas de nitroreduccion, de forma que moléculas con
grupos nitro pueden ser convertidas de forma eficiente a especies electrofilicas reactivas. En
células de mamifero el metabolismo reductor es generalmente inhibido por el oxigeno, por lo
que bajo ciertas condiciones de exposicion la obtencion de un resultado positivo en bacterias
podra carecer de relevancia bioldgica (Kirkland y Miiller, 2000). Los resultados positivos
inducidos por sustancias antibacterianas como las quinolonas (inhibidores de la DNA girasa
bacteriana) son considerados no relevantes en humanos, ya que son una consecuencia de su
mecanismo de accion, y su diana biologica no esta presente en las células eucariotas (Herbold

et al., 2001).

Diferentes revisiones han puesto de manifiesto una alta incidencia de resultados positivos en
los ensayos in vitro en células de mamifero. Miiller y Kasper comprobaron que sobre 335
sustancias evaluadas por el BfArM (1990-1997), el 28,9 y 26,9% de ellas presentaban
resultados positivos en los ensayo in vitro de AbCr y ML, respectivamente (Miiller y Kasper,
2000a). En una alta proporcion de ellos los resultados positivos estaban asociados a valores
altos de citotoxicidad. Una revision posterior sobre 600 farmacos valorados por el BfArM
(1995-2005) obtuvo un 25-30% de resultados positivos en los ensayos in vitro de AbCr y ML
(Kirkland et al., 2007a). Valores similares fueron obtenidos por Broschinski y colaboradores
para productos quimicos en general, con un 25,2 y 37,0% de positivos en los ensayos in vitro

de AbCr y ML, respectivamente (Broschinski ef al., 1998).

Galloway, en una revision sobre 1420 sustancias quimicas (la mayoria productos
farmacéuticos), obtuvo un 18% de resultados positivos o equivocos en los ensayos de AbCr in
vitro (Galloway, 2000). Entre las sustancias consideradas carentes de evidencias claras de ser
genotdxicas (en base a los resultados de otros ensayos, estructura o funcidn), habia una alta
proporcion de positivos asociados a valores altos de citotoxicidad (Galloway, 2000). De igual
manera, Snyder y Green en su revision sobre 352 farmacos comercializados en EEUU,
obtuvieron un 24,8 y 25,0% de resultados positivos en los ensayos in vitro de AbCr y ML
(Snyder y Green, 2001).

Muchos resultados positivos obtenidos en los ensayos in vitro de ML y AbCr se producen

bajo condiciones de citotoxicidad elevada, y son atribuidos a la inducciéon de condiciones de
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estrés ambiental derivadas de una excesiva toxicidad. Se han descrito asi, una serie de
mecanismos indirectos de genotoxicidad que pueden tener lugar bajo condiciones citotoxicas,
y que pueden generar falsos positivos no representativos de riesgo genotoxico real en
humanos. Estos incluyen, entre otros, inhibicion de la sintesis de DNA, inhibicion o
desnaturalizacion de proteinas, liberacion de nucleasas de los lisosomas, deplecion energética,
induccién de apoptosis o necrosis y la generacion de especies de oxigeno reactivas (estrés
oxidativo) (Scott et al., 1991; Galloway et al., 1998; Kirkland et al., 2007a). La generacion de
peroxido de hidrogeno (un agente clastogeno) por la oxidacion en el medio de cultivo de un
amplio abanico de sustancias se ha asociado a la induccion de aberraciones cromosomicas y a

la formacion de colonias pequeiias en el ensayo de ML (Kirkland et al., 2007a).

A diferencia de los “falsos genotoxicos”, los verdaderos genotoxicos son generalmente
capaces de inducir efectos genotdxicos en ausencia de un alto grado de citotoxicidad
(Galloway et al., 1998). En ocasiones, las condiciones de citotoxicidad excesiva se producen
como consecuencia de una valoracion inexacta del grado real de citotoxicidad mediante
parametros como el indice mit6tico o el nimero celular (Kirkland et al., 2007a). Resultados
positivos obtenidos en ensayos in vitro bajo condiciones de citotoxicidad elevada y en
ausencia de efectos positivos en estudios in vivo a niveles de exposicion que excedan con un
margen de seguridad razonable los niveles alcanzables en humanos, son considerados carentes
de significacion bioldgica (Kirkland, 1992). En el caso particular de las células L5178Y
(ensayo del ML), su alta susceptibilidad a la induccion de dafio genético, respecto a otras lineas
celulares, ha sido atribuida a un deficiente funcionamiento del gen supresor tumoral p53. El
funcionamiento deficiente del mecanismo de apoptosis permitiria a estas células sobrevivir bajo
condiciones de citotoxicidad elevada, haciéndolas anormalmente susceptibles a la induccion de

alteraciones genéticas (Kramer, 1998).

La exposicion a condiciones de cultivo con variaciones excesivas en los valores de pH u
osmolaridad, con la consiguiente alteracion de las condiciones fisiologicas de las células,
puede conllevar la obtencion de falsos positivos (Scott ef al., 1991; Galloway et al., 1998;
Miiller y Sofuni, 2000b). Valores bajos de pH se han asociado a la induccién de aberraciones
cromosomicas en diferentes tipos celulares: CHO (ovario de hdmster chino), L5178Y, CHO-
K1, CHL (pulmén de hamster chino), V79 379A, HeLa y linfocitos humanos primarios
(Brusick, 1986; Cifone et al., 1987; Morita et al., 1992). Aunque existen diferencias de

susceptibilidad entre tipos celulares, la mayoria presentan incrementos en la frecuencia de
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aberraciones cromosomicas a valores de pH inferiores a 6,5, sin observarse una clara
correlacion con la induccion de citotoxicidad. El tipo de aberracion cromosdmica observada
corresponde mayoritariamente a roturas o gaps cromatidicos, sugiriendo como posible causa
la pérdida de histonas de la cromatina (por inhibicion de la sintesis protéica) y consiguiente
desestabilizacion del DNA (Morita et al, 1992). La exposicion a condiciones de pH
ligeramente acidicos (pH 6 — 6,8) induce en el ensayo del ML efectos mutagénicos y

clastogénicos, siendo particularmente abundantes estos ultimos (Cifone ef al., 1987).

De forma similar, la exposicion a condiciones de osmolaridad aumentada se ha asociado a la
induccion de aberraciones cromosdmicas, MN y mutaciones en el gen tk en células L5178Y,
asi como a la transformacion de ciertos tipos celulares (Brusick, 1986; Scott et al., 1991;
Meintieres y Marzin, 2004). Como posible mecanismo subyacente se ha sugerido la induccion
de apoptosis. Incrementos en la frecuencia de MN in vitro en células CTTL-2 inducidos por
exposicion a condiciones de osmolaridad aumentada o disminuida (asi como de pH
aumentado), se producen en presencia de incrementos en los niveles de anexina V, un

indicador de apoptosis (Meintieres y Marzin, 2004).

Las altas concentraciones de producto ensayadas (5000 pg/mL-placa o 10 mM) y los niveles
de citotoxicidad requeridos por las actuales directrices internacionales (>50% en ensayos de
AbCr, y >80% en ensayo de ML), son consideradas las principales causas en la generacion in
vitro de resultados positivos irrelevantes. Esta circunstancia ha sido ampliamente cuestionada
por la comunidad cientifica internacional (Galloway, 2000; Miiller y Sofuni, 2000b; Kirkland
et al., 2007a), y ha llevado a las autoridades reguladoras a plantear una revision de las
actuales directrices. En el momento de elaborarse esta Tesis, se encuentra en fase de
elaboracion y discusion una nueva directriz ICH sobre ensayos de genotoxicidad (ICH
S2(R1), 2008). En este documento, atin en fase de borrador, destaca la propuesta de reducir la
concentracion maxima a ensayar y el grado de citotoxicidad requerido en ensayos in vitro con

células de mamifero.

Muchas de las desventajas atribuidas a los ensayos in vitro para detectar adecuadamente
ciertos genotoxicos (falsos negativos), estan relacionadas con un metabolismo inadecuado. Un
sistema metabolico artificial como la fraccion microsomal S9 de higado de roedor no puede
reproducir la capacidad biometabdlica de un organismo en toda su extension. La
administracion a los animales de inductores enzimaticos como el Aroclor 1254, durante el

proceso de obtencion del S9, produce la sobreexpresion de ciertos isoenzimas del citocromo
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P450 (CYP), como los CYP1A y 2B, y la represion de otros, estando ausente o disminuida la
actividad de enzimas metabodlicos como sulfotransferasas o acetiltransferasas (Kirkland et al.,
2007a). La no deteccion por los sistemas in vitro estdndar del carcindgeno genotoxico
uretano, se atribuye a la ausencia o baja presencia del CYP2EI1 en la fraccion S9, siendo este
isoenzima necesario para la generacion de su metabolito reactivo (Miiller et al., 1999). La
utilizacion de un sistema exdgeno de metabolizacion puede condicionar la exposicion de la
diana (el DNA) a los metabolitos generados, siendo la penetracion a través de la membrana
celular especialmente baja para metabolitos reactivos de vida corta (Kirkland et al., 2007a). Si
bien se han realizado diferentes aproximaciones mediante la construccion de lineas celulares
modificadas genéticamente que expresan sistemas metabolicos humanos (Kirkland et al.,
2007a), la existencia de diferencias en la distribucion cuantitativa y cualitativa de metabolitos
dependiendo del d6rgano, tipo celular, especie o individuo, hace que hasta la fecha sea dificil

que estas lineas sean una alternativa a la utilizacion de la fraccion microsomal S9.

1.10.2. Factores de confusion en ensayos in vivo

Los ensayos in vivo son considerados relativamente poco sensibles, en comparacion con los
ensayos in vitro, en la deteccion de sustancias cancerigenas. Se puede considerar que los
ensayos in vivo, como el de MN en médula 6sea, sdlo permiten la deteccion de un subgrupo
de sustancias genotoxicas in vitro: aquellas que alcancen concentraciones suficientemente
elevadas en el tejido diana como para inducir dafio cromosémico en las células de estudio.
Mientras una exposicion adecuada a la sustancia en estudio no suele ser un problema en los
ensayos in vitro, en los ensayos in vivo esto puede ser especialmente problematico para
sustancias que presenten una baja biodisponibilidad, o para intermediarios reactivos de vida

corta (Miiller et al., 1999).

Por el contrario, a los ensayos in vivo se les atribuye una alta especificidad, por lo que
sustancias positivas en estos ensayos tienen una muy alta probabilidad de ser genotoxicas o
cancerigenas en humanos. Esta alta especificidad y la mayor proximidad del modelo
experimental in vivo a una situacion real en humanos, hace que la obtencion de un resultado
positivo en uno de estos ensayos tenga una especial relevancia desde el punto de vista de la
valoracion de riesgo. Diferentes revisiones han puesto de manifiesto la baja incidencia de
resultados positivos en ensayos in vivo con productos comercializados. Miiller y Sofuni en

una revision sobre 335 farmacos observaron un escaso 6,7% de resultados positivos en el
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ensayo in vivo de AbCr (MN) en médula 6sea, correspondiendo la mayoria a sustancias con
un mecanismo de acciéon conocido (inhibidores de topoisomerasas o microtibulos, agentes
alquilantes, etc.) (Miiller y Sofuni, 2000b). Snyder y Green en una revision de 352 farmacos
observaron un 11,5% de positivos en el ensayo de AbCr in vivo (Snyder y Green, 2001), y
Kirkland y Miiller obtuvieron un 7,5% de positivos sobre un total de 240 sustancias
(productos farmacéuticos, agroquimicos y quimicos industriales) evaluadas en el ensayo in
vivo de MN (Kirkland y Miiller, 2000). Esta baja proporcion de positivos es consecuencia del
alto valor predictivo atribuido a los ensayos in vivo, en el sentido que muchas de estas
sustancias habran sido descartadas durante el proceso de desarrollo. Entre las comercializadas,
muchos de los positivos obtenidos corresponden a sustancias cuya indicacion terapéutica es
compatible con la aceptacion de cierto riesgo genotoxico (antitumorales, enfermedades

terminales, etc).

En el caso de los ensayos in vivo también se han descrito ciertas condiciones experimentales
que pueden producir resultados positivos no representativos de potencial genotdxico real.
Como ocurre en los ensayos in vitro, la citotoxicidad puede ser un factor de confusion en la
interpretacion de ensayos in vivo. La obtencion de resultados positivos a dosis asociadas a un
alto grado de toxicidad o mortalidad animal (excediendo la dosis méaxima tolerada, DMT) no
pueden ser interpretados con certeza en cuanto a su significacion bioldgica debido a los
factores de confusion asociados a la toxicidad (COM, 2003). La induccién de roturas en la
cadena de DNA por efectos citotoxicos o apoptdticos requiere que tales efectos sean

controlados en ensayos como los de UDS o del cometa.

El ensayo de MN en roedor destaca por ser el principal ensayo in vivo empleado en la
valoracion del potencial genotoxico de farmacos. La experiencia acumulada desde su
implantaciéon, ha puesto de manifiesto que condiciones experimentales que alteran la
fisiologia normal de los animales, pueden inducir incrementos en la frecuencia de MN en
eritrocitos. Destacan entre éstas la estimulacion de la eritropoyesis y la induccién de cambios
en la temperatura corporal de los animales. La induccion en el ensayo de MN en roedor de
estas condiciones de estrés fisioldgico, es reconocida por diferentes autoridades reguladoras y
organos consultivos como un posible factor de confusion en la interpretacion de los resultados
(COM, 2003; EMEA, 2006; Tweats et al., 2007a). A pesar de producirse mediante

mecanismos indirectos, que no implican una actividad genotoxica inherente a la sustancia
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evaluada, sustancias capaces de inducir cambios fisiologicos similares en humanos, han de ser

considerados, no obstante, como un motivo de preocupacion (Tweats et al., 2007a).

1.10.2.1 La eritropoyesis como factor de confusion en el ensayo de micronucleos

en roedor

El proceso de eritropoyesis esta regulado por la hormona glicoproteica eritropoyetina (EPO).
La vida limitada de los eritrocitos hace de la eritropoyesis una necesidad continua durante la
vida de un organismo, y se estima que cada segundo se generan aproximadamente 2 millones
de nuevos reticulocitos (RET) (eritrocitos inmaduros de reciente formacion) (Lee et al.,
2004). Sintetizada principalmente en los riflones, la EPO regula la proliferacion y
diferenciacion de las células precursoras de los eritrocitos, siendo las células BFU-E (burst-
forming unit erythroid cells, unidades formadoras de colonias eritroides) las primeras células
precursoras eritroides que responden a su estimulacion (Jones et al., 2005). La células
precursoras eritroides poseen la capacidad de proliferar de forma rapida ante situaciones de
anemia e hipoxia, proceso ¢éste conocido como “eritropoyesis de estrés”. La interaccion de la
EPO con su receptor induce la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las células

precursoras eritroides (Suzuki et al., 2006).

Las primeras referencias a la induccion de incrementos en la frecuencia de MN en eritrocitos
de médula 6sea de raton asociados a estimulacion de la eritropoyesis, corresponden a los
experimentos de Steinheider y colaboradores con induccion de anemia por sangrado o por
hemolisis tras administracion de fenilhidrazina (Steinheider et al., 1985), y a los ensayos de
Suzuki y colaboradores e Irai y colaboradores dirigidos a aumentar la sensibilidad del ensayo
de MN en roedor mediante la administraciéon de EPO o el sangrado previo de los animales,
respectivamente (Suzuki et al., 1989; Hirai et al., 1991). En estudios posteriores, Yajima y
colaboradores observaron que la administracion a ratones de EPO recombinante humana,
producia incrementos moderados en la frecuencia de EPCMN en médula dsea, y un
incremento mucho mayor en la frecuencia de reticulocitos micronucleados (RETMN) en

sangre periférica (Yajima et al., 1993a; Yajima et al., 1993b).

Como posibles causas del incremento en la formaciéon de MN bajo condiciones de
estimulacion de la eritropoyesis se han sugerido, la disminucioén del tiempo disponible para
reparar dafios espontaneos en el DNA haciendo que los eritroblastos sean mas susceptibles a

la induccion de dafio genotdxico (Suzuki et al., 1989; Kirkland, 1991), la alteracion de la
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formacion del huso mitotico durante la proliferacion celular acelerada (Suzuki et al., 1993) y
errores durante el proceso de enucleacion de los eritrocitos (Yajima et al., 1993b). El
incremento en la formacion de MN se produciria por lo tanto mediante un mecanismo
indirecto asociado a condiciones de estrés proliferativo. Por tanto, incrementos en la
formacion de MN bajo estas condiciones, y en ausencia de resultados positivos en el resto de
ensayos realizados (sobre todo ensayos in vivo), son considerados carentes de relevancia

biologica.

La administracion de sustancias estimuladoras de la secrecion de EPO, como cobalto y AMP
ciclico (Suzuki et al., 1993; Suzuki et al., 2008), y la exposicién a condiciones de hipoxia
ambiental (Snyder y Diehl, 2005) también se han relacionado con la induccion de MN
mediante un proceso de estimulacion de la eritropoyesis. Los ligeros incrementos en la
frecuencia de EPCMN en médula 6sea observados tras la administracion de sustancias como
anilina (Jones y Fox, 2003) y 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (principal ingrediente del tinte
natural henna) han sido atribuidos a toxicidad eritrocitaria y estimulacion de la eritropoyesis
(Kirkland y Marzin, 2003). La inducciéon de anemia también se ha propuesto como posible
causa del incremento en la frecuencia de MN en eritrocitos de raton tras la administracion de
fenolftaleina (Holden, 1998). Se ha sugerido que la induccion de signos clinicos de
hipoactividad y sedacion intensas asociados a descensos en los niveles de oxigeno en sangre,
podrian producir estimulacion de la eritropoyesis y, como consecuencia, inducir incrementos
en la formacion de MN (Snyder y Diehl, 2005). Se han descrito, asimismo, incrementos en la
frecuencia de EPCMN en médula 6sea de ratones tras la privacion de alimento y agua
(Gollapudi et al., 1986), y si bien este incremento es probablemente atribuible a una

alteracion fisiologica, el mecanismo subyacente es incierto.

1.10.2.2. La temperatura corporal como factor de confusion en el ensayo de

micronucleos en roedor

La inducciéon de cambios en la temperatura corporal, ya sean provocados por la
administracion de sustancias quimicas o por la exposicion a condiciones ambientales, se ha
asociado a incrementos en la frecuencia de MN en eritrocitos de roedor. La temperatura es un
factor que ejerce una fuerte influencia sobre gran numero de procesos bioldgicos, afectando a
las funciones celulares y a la fisiologia animal (Lundgren-Eriksson et al, 2001). La

generacion de calor corporal y el mantenimiento de una temperatura interna estable son
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procesos fisiologicos fundamentales para la homeostasis de los organismos homeotermos. La
regulacion de la temperatura corporal es un proceso complejo, en el que intervienen diferentes
mecanismos fisiologicos, tales como termogénesis, termolisis, actividad motora, y procesos
periféricos como vasodilatacion y vasoconstriccion. El aumento de la temperatura corporal
produce incrementos en procesos fisioldgicos como la velocidad de conduccion neuronal, el
transporte axonal, la frecuencia cardiaca, la division celular y el metabolismo tisular (Gordon
et al., 2008). El descenso de la temperatura por debajo de niveles fisioldgicos puede afectar de
forma importante al funcionamiento celular y a la fisiologia del organismo (Lundgren-
Eriksson et al., 2001), incidiendo sobre procesos basicos como la cinética del ciclo celular

(Sisken et al., 1965) y la reparacion del DNA (Burton et al., 1997; Digue et al., 1999).

1.10.2.2.1. Induccion de hipertermia

La induccion de incrementos en la temperatura corporal de los animales se ha asociado a
incrementos en la frecuencia de MN en el ensayo de MN en eritrocitos de roedor. Las
primeras referencias en este sentido se remontan a las investigaciones de Chrisman y
Baumgartner, que observaron incrementos en la frecuencia de MN tras la exposicion de
ratones a una temperatura ambiental de 35 °C durante 33 h (Chrisman y Baumgartner, 1980).
King y Wild observaron efectos similares tras periodos de exposicion superiores a 20 h a

temperaturas de 35-36 °C (King y Wild, 1983).

Asanami y Shimono, tras exponer animales a diferentes temperaturas ambientales en tiempos
variables, sugirieron que se requeria que la temperatura corporal excediera de 39,5 °C durante
mas de 30 min para producir incrementos en la frecuencia de EPCMN en médula 6sea de
ratén (24 h tras la exposicion) (Asanami y Shimono, 1997a). El mayor tamafio de los MN
formados llevd a los autores a sugerir un efecto de interferencia con el huso mitotico. Al
estudiar el efecto de la administracion de agentes genotdxicos a ratones hipertérmicos,
comprobaron que mientras la administracion de S5-fluorouracilo (un antimetabolito) o
colchicina no aumentaba la frecuencia de EPCMN (24 h), si lo hacia la administracion de
agentes alquilantes como mitomicina C y ciclofosfamida (Asanami y Shimono, 1999);
atribuyeron el efecto sinérgico a un descenso de la capacidad de reparacion del dafo sobre el
DNA. Estudios in vitro con células de mamifero han confirmado la capacidad de la
hipertermia de inducir la formaciéon de MN y aberraciones cromosomicas (Asanami et al.,

2001).
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En estudios recientes, también se ha descrito la induccion de MN asociados a hipertermia tras
la administracion de un farmaco. La administracion de oximorfona (un potente agonista
opioide) en rata y raton se ha asociado a incrementos en la temperatura corporal a valores de
hasta 39,5 °C, asi como a incrementos en la frecuencia de EPCMN a las 24 h (Shuey et al.,
2007). En rata, la administracion previa del agente antipirético salicilato de sodio, revertia la
intensidad y duracion de la hipertermia asi como el incremento en la frecuencia de EPCMN.
La ausencia de cinetocoros en los MN inducidos llevo a los investigadores a sugerir un origen

no aneugeénico.

1.10.2.2.2. Induccion de hipotermia

La induccion de descensos intensos y prolongados de la temperatura corporal se ha asociado a
la induccién de MN tanto en ratones como en ratas (Asanami y Shimono, 1997b; 2000;
Asanami ef al., 1998). La primera confirmacion experimental de la existencia de una relacion
causa-efecto entre la induccion de hipotermia y la formacion de MN en eritrocitos de roedor
la obtuvieron Asanami y Shimono en sus experimentos con el antipsicotico reserpina
(Asanami y Shimono, 1997b). Estos autores comprobaron que la administracion de reserpina
producia incrementos ligeros en la frecuencia de EPCMN en médula 6sea de raton, a tiempos
de muestreo tardios y en ausencia de toxicidad medular. El incremento en la frecuencia de
EPCMN estaba acompafiado por un intenso y prolongado descenso de la temperatura corporal
(inferior a 33 °C durante mas de 24 h). Al exponer los animales a condiciones de temperatura
ambiental aumentada (30 °C, 48 h) tras la administracion de reserpina, se evitaba el efecto
hipotérmico y se revertia el incremento de EPCMN. En estudios posteriores, Asanami y
colaboradores demostraron el mismo tipo de efecto tras la administracion del antipsicético
clorpromazina en raton (Asanami et al., 1998). Los resultados obtenidos en sus ensayos con
clorpromazina les llevaron a proponer la consecucion de una temperatura corporal inferior a
33 °C durante un minimo de 11 h, como umbral de efecto para la induccion de EPCMN

asociados a condiciones de hipotermia.

La induccion de condiciones de hipotermia se puede producir como consecuencia de la
alteracion de los mecanismos de regulacion térmica, asi como de los mecanismos
termogénicos (Gordon et al, 2008). Los roedores, y en particular los ratones, son
especialmente susceptibles a la induccion de hipotermia, debido a su alta relacion entre

superficie y masa corporal. El descenso de la temperatura corporal y del metabolismo, es una
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respuesta habitual en roedores tras la exposicion aguda a dosis altas de sustancias quimicas.
Considerada tradicionalmente una respuesta inespecifica de toxicidad, diferentes evidencias
experimentales han llevado a sugerir que también puede ser considerada una respuesta
fisiologica adaptativa capaz de modular el grado de toxicidad en situaciones de intoxicacion,
aumentando la probabilidad de supervivencia (Gordon, 1991; Gordon ef al., 2008). En este
sentido se ha observado que, tras una intoxicacion aguda, el grado de toxicidad es menor
cuando se permite el descenso libre de la temperatura corporal. Estudios realizados con ratas y
ratones en zonas con gradiente de temperatura han mostrado la preferencia de los animales a
situarse en zonas frias tras una exposicion aguda toxica (Gordon et al., 2008). A medida que
aumenta la masa corporal de un organismo, disminuye su capacidad para reducir la
temperatura corporal en respuesta a una intoxicacion. La presencia de este mecanismo
protector en roedores y su ausencia en humanos ha llevado a sugerir que la valoracion de
riesgo derivada de estudios de toxicidad aguda en roedores podria llevar a subestimar el grado

real de toxicidad en humanos (Gordon, 1991).

En el caso de las sustancias con propiedades psicoactivas, la induccién de estados de
poiquilotermia (incapacidad para regular la temperatura corporal) es un efecto secundario
ampliamente descrito en roedores (Asanami et al., 1998; Oerther y Ahlenius, 2000), siendo
incluso empleado como un parametro indirecto para valorar la actividad farmacolédgica de
nuevas entidades quimicas (Hedlund et al., 2003; Shuey et al., 2007). En el caso particular de
los farmacos neurolépticos, la interferencia con los mecanismos de regulacion de la
temperatura corporal es un efecto secundario ampliamente conocido, atribuido generalmente a
la interaccion con receptores de DA, 5-HT y ap-adrenérgicos, considerados implicados en la
regulacion de la temperatura corporal de mamiferos (Ahlenius, 1999; Cryan et al., 1999;

2000; Oerther, 2000; Oerther y Ahlenius, 2001; Perachon et al., 2000).

También se ha descrito la induccion de efectos hipotérmicos en animales de laboratorio por
sustancias que interaccionan con el receptor ¢. La capacidad de sustancias como la 1,3,-di-o-
tolilguanidina (DTG) y el BMY 14802 de inducir hipotermia en roedores ha sido atribuida a
sus propiedades de union al receptor  (Bejanian ef al., 1991; Kest et al., 1995; Rawls et al.,
2002). La alteracion de la regulacion de la temperatura corporal en gato tras la administracion
intracerebroventricular del firmaco experimental N-alil-normetazocina (SKF 10,047) o de
pentazocina, también se ha atribuido a su afinidad por el receptor o (Clark et al, 1981).

Estudios de union a receptor mediante técnicas de autorradiografia han puesto de manifiesto
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la existencia de zonas con alta densidad de expresion del receptor ¢ en el hipotalamo (Largent
et al., 1986) y una especial abundancia de puntos de uniéon o; en el nucleo hipotalamico
(Bouchard y Quirion, 1997), zona que se cree juega un papel fundamental en los procesos de

termorregulacion (Boulant, 1981).

En la actualidad se han formulado varias hipotesis sobre el posible mecanismo subyacente a la
induccién de MN en eritrocitos de roedor bajo condiciones de hipotermia. La hipotesis mas
destacada sugiere que la baja temperatura interfiere con la formacién de un huso mitotico
funcional, alterando los procesos de segregacion cromosdmica y division celular. A principios
de la década de 1990, Parton y colaboradores sugirieron que sustancias que presentaban
efectos farmacoldgicos de hipotermia (o hipertermia) tenian la capacidad de interferir con la
polimerizacion de las subunidades que forman los microtibulos, produciendo el retraso de
cromosomas durante el proceso de division celular y dando lugar a la formaciéon de MN
(Parton et al., 1991). El ensamblaje de los microtiibulos para la formacién de un huso mitético
funcional ha demostrado ser un proceso dependiente de la temperatura en diferentes especies
animales (Detrich, III ef al., 1989; Wallin et al, 1993). En este sentido, es sabido que
condiciones de temperatura baja pueden promover el desensamblaje de los microtubulos
(Digue et al., 1999). Asanami y Shimono en sus experimentos de induccion de hipotermia en
ratobn mediante administracién de reserpina, observaron un incremento en el tamafio relativo
de los MN inducidos (Asanami y Shimono, 1997b). La induccion de MN de tamafio relativo
grande se considera un indicador de efecto aneugénico (Schmid, 1975; Yamamoto y Kikuchi,
1980; Tinwell y Ashby, 1991; Van Hummelen ef al., 1992), lo que llevo a los autores a
sugerir la alteracion del huso mitotico como posible mecanismo de induccion de EPCMN en
médula 6sea de ratdén bajo condiciones de hipotermia (Asanami y Shimono, 1997b). Estudios
posteriores de induccion de hipotermia mediante administracion de clorpromazina en raton
confirmaron la induccion en médula 6sea de EPCMN con MN de tamaio relativo grande

(Asanami et al., 1998).

En cuanto a condiciones de hipotermia en ausencia de exposicion a agentes quimicos,
estudios in vitro han confirmado la capacidad de inducir la formacion de MN. Asi, Asanami y
colaboradores demostraron que la exposicion de células CHL a condiciones de hipertermia
producia aberraciones cromosémicas (40 °C, 24 h) y MN (42 °C, 2 h), mientras que la
exposicion a hipotermia sélo producia MN (31 °C, 24 h) (Asanami et al., 2001). Estos

resultados vendrian a apoyar el posible origen aneugénico de los MN inducidos por
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hipotermia. En lo que respecta a condiciones in vivo, varias comunicaciones cientificas han
citado incrementos en la frecuencia de EPCMN en médula dsea tras la exposicion de ratones a
una temperatura ambiental de 12 °C durante 7 h bajo condiciones de inmovilizacién (Spencer

et al., 2005; Gollapudi et al., 2006).

Como hipdtesis alternativa se ha sugerido que el incremento en la formacion de MN en
eritrocitos de roedor asociado a hipotermia podria producirse como consecuencia de una
estimulacion de la eritropoyesis (Bundy et al., 2004; Tweats et al., 2007a). Esta estimulacién
se produciria como consecuencia del descenso de los niveles de oxigeno en sangre asociado a
las condiciones de hipotermia. El descenso de la temperatura corporal suele ir acompafiado
del descenso de la frecuencia respiratoria y del flujo sanguineo de los o6rganos, siendo el
rifion, 6rgano donde tiene lugar la sintesis y liberacion de EPO, especialmente susceptible a
este efecto. Condiciones de actividad disminuida, como las observadas generalmente en
animales con hipotermia intensa, han sido asociadas en roedores a descensos en los niveles de
oxigeno en sangre (Snyder y Diehl, 2005). Por otro lado, se considera que el consumo de
oxigeno disminuye proporcionalmente con el descenso de la temperatura celular (Wong,
1983). En este sentido, la induccion de hipotermia se ha propuesto como una respuesta
adaptativa frente a situaciones de hipoxia reduciendo la demanda de oxigeno de los tejidos
(Wood, 1991). Asi pues, de acuerdo con esta hipotesis, el incremento en la formacion de MN
bajo condiciones de hipotermia tendria su origen en la inducciéon de condiciones de estrés
proliferativo en el proceso de eritropoyesis, afectando a la division de los eritroblastos y al
proceso de enucleacion (Tweats et al., 2007a). Esta hipotesis, no obstante, parece basarse en
evidencias indirectas y, hasta la fecha, no parecen existir evidencias experimentales directas
que relacionen la formacién de MN bajo condiciones de hipotermia con la estimulacion de la
eritropoyesis. La realizaciéon de estudios que investiguen con mayor detalle este posible

mecanismo parece por lo tanto ciertamente necesaria.

En cualquier caso, la confirmacion de que la formaciéon de MN bajo condiciones de
hipotermia es un efecto secundario a la induccion de hipotermia, y no una consecuencia de la
interaccion de la sustancia evaluada con el DNA, hace que la obtencion de un resultado

positivo sea de cuestionable significacion biologica.
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2. OBJETIVOS

Esta Tesis se enmarca en el contexto de las lineas de investigacion desarrolladas en el
Departamento de Toxicologia de la empresa farmacéutica ESTEVE y el Departament de
Gengctica 1 de Microbiologia de la Universitat Autonoma de Barcelona, dirigidas a valorar el
potencial genotdxico de una serie de firmacos experimentales con afinidad por el receptor o;
pertenecientes a la clase quimica de los derivados de feniltetrahidropiridinil butilazolina, y a
la dilucidacion de posibles mecanismos indirectos de genotoxicidad susceptibles de inducir
falsos resultados positivos en el ensayo in vivo de MN en raton. En este contexto, los

objetivos concretos propuestos en este trabajo son los siguientes:

1.- Estudiar el posible potencial genotoxico del fdrmaco experimental E-5842, mediante la

realizacion de una bateria de ensayos in vitro e in vivo de genotoxicidad.

2.- Estudiar el efecto de la administracion oral de E-5842 sobre la temperatura corporal en raton,
asi como la posible relacion entre el efecto hipotérmico inducido tras la administracion de E-

5842 y el incremento de la frecuencia de EPCMN en médula 6sea.

3.- Establecer el posible mecanismo implicado en la induccion de EPCMN bajo condiciones de
hipotermia inducida tras la administracion de E-5842, mediante la determinacion del tamafio

relativo de los MN.

4.- Estudiar el posible potencial genotéxico de los farmacos experimentales A, B y C
mediante una bateria de ensayos in vitro e in vivo de genotoxicidad, y determinar la posible
existencia de efectos de clase atribuibles a su diana farmacologica de accion, el receptor 6y, o

derivados de su estructura quimica comun de feniltetrahidropiridinil butilazolina.

5.- Estudiar la implicacion del receptor o; en la induccion de condiciones de hipotermia
intensa y prolongada, asociadas a la formacion de MN en eritrocitos de roedor, mediante la

utilizacion de animales transgénicos knockout para el receptor o;.

6.- Contribuir a la investigacion del mecanismo subyacente a la induccion de EPCMN bajo
condiciones de hipotermia, estudiando la posible existencia de un mecanismo de estimulacion

de la eritropoyesis.

7.- Valorar el potencial riesgo genotéxico de la utilizacion clinica de los farmacos

experimentales E-5842, A, By C.
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3. MATERIALES Y METODOS

En este apartado se hace una breve descripcion de los materiales y métodos empleados en la
realizacion de los diferentes estudios. Una descripcion mas detallada de éstos consta en los

apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes articulos.
3.1. Sustancias
3.1.1. Sustancias de ensayo

Los siguientes farmacos experimentales fueron sintetizados en el Departamento de Sintesis

Quimica de la empresa farmacéutica ESTEVE (Barcelona, Espana):

o E-5842 (citrato de 4-(4-fluorofenil)-1,2,3,6-tetrahidro-1-[4-(1,2,4-triazol-1-
il)butil]piridina, CAS-220120-14-9).

e Compuesto A  (4-(4-clorofenil)-1-[4-(4-cloro-1H-pirazol-1-il)butil]-1,2,3,6-tetrahidro-
piridina, CAS 177945-11-8).

e Compuesto B (1-[4-(4,5-dicloro-2-metil-1H-imidazol-1-il)butil]-1,2,3,6-tetrahidro-4-[3-
(trifluorometil)fenilJpiridina, CAS 177945-14-1).

e Compuesto C (4-(4-clorofenil)-1,2,3,6-tetrahidro-1-[4-(1H-1,2,4-triazol-1-il)butil]
piridina, CAS 255736-90-4).

El nivel de pureza de los lotes empleados en los ensayos fue siempre superior al 99,4%,
quedando asi minimizada la probabilidad de detectar efectos asociados a la presencia de

impurezas.

La sustancia E-5842 se ensayo en su forma de sal de citrato, excepto en el estudio del ML en
el que fue ensayada en su forma de sal de clorhidrato. Los compuestos A, B y C se ensayaron

en su forma de sal de metanosulfonato, clorhidrato y citrato, respectivamente.

3.1.2. Sustancias de referencia

En cada uno de los ensayos realizados se ha empleado como control negativo de referencia el
vehiculo utilizado en la formulacién de la correspondiente sustancia de ensayo. Los vehiculos
empleados fueron seleccionados en funcion de las propiedades fisicoquimicas y de solubilidad

de las sustancias en el correspondiente modelo experimental. En la tabla 3.1 se presentan los
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diferentes vehiculos empleados para cada una de las sustancias ensayadas en los diferentes

estudios realizados.

Tabla 3.1. Vehiculos empleados como control negativo de referencia.

Sustancia de ensayo  Estudio Vehiculo
E-5842 Test de Ames Agua
ML Agua
AbCr Agua
MN en raton Agua
MN en higado derata ~ Agua
Compuesto A Test de Ames DMSO
ML DMSO
MN en raton Agua
Compuesto B Test de Ames Agua
ML Agua
MN en raton Metilcelulosa 1%
Compuesto C Test de Ames Dimetilformamida
ML Agua
MN en raton Agua

Como sustancia de referencia en el estudio de determinacion de los niveles de EPO bajo

condiciones de hipotermia, se ha empleado el farmaco clorpromazina (CAS-69-09-0, Sigma-

Aldrich). Para su administracion, la clorpromazina se disolvi6 en suero fisioldgico.

Para demostrar el correcto funcionamiento de los diferentes procedimientos experimentales

empleados, en cada uno de los ensayos realizados se ha incluido como control(es) positivo(s)

sustancias de conocido potencial genotoxico. En la tabla 3.2 se presentan las diferentes

sustancias empleadas.
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Tabla 3.2. Sustancias empleadas como control positivo.

Sustancia, Proveedor Vehiculo Estudio Referencia
2-aminoantraceno (AAN), DMSO Ames Articulos 1, 3
Sigma-Aldrich
2-nitrofluoreno (2NF), DMSO Ames Articulos 1, 3
Koch-Light, Sigma-Aldrich
4-nitro-O-fenilenodiamina (NOPD), = DMSO Ames Articulo 3
Sigma- Aldrich
9-aminoacridina (AAC), DMSO Ames Articulos 1, 3
Koch-Light
Azida sodica (NaN3), Agua Ames Articulos 1,3
Sigma-Aldrich
Benzo(a)pireno (BP), DMSO ML Articulos 1, 3
Sigma-Aldrich
Ciclofosfamida (CP), Agua MN en ratén Articulos 1, 3,4, 5
Sigma-Aldrich Anexo 1
Suero MN en raton (dosis Articulo 1
fisiologico  repetida)
DMSO AbCr Articulo 1
Colchicina, Suero MN en ratén Anexo 1
Sigma-Aldrich fisiologico
Dimetilnitrosamina (DMN), Agua MN higado de rata Articulo 1
Sigma-Aldrich
Mitomicina C (MMC), Agua MN en raton Articulo 3
BDH
Oxido de 4-nitroquinolina (NQ), DMSO Ames Articulos 1, 3
Sigma-Aldrich, Fluka
DMSO AbCr, ML Articulo 1

3.1.3. Formulacion y administracion de sustancias

Las soluciones y suspensiones de las sustancias de ensayo, asi como de las sustancias de
referencia, se prepararon justo antes de su administracion a los animales o a los cultivos
celulares. Los volimenes de administracion y concentraciones ensayadas constan en los
apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes articulos. En los estudios in vivo, los
animales fueron pesados inmediatamente antes de la administracion y recibieron el volumen de

vehiculo, sustancia de ensayo o de referencia correspondiente a su peso corporal.
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3.2. Ensayos in vitro de genotoxicidad

De acuerdo con las directries internacionales que rigen los ensayos de genotoxicidad con
productos farmacéuticos (ICH y OCDE), todos lo ensayos in vitro se han realizado por
duplicado, tanto en ausencia como en presencia de un sistema exdgeno de activacion metabolica

(fraccion microsomal S9 de higado de rata).

3.2.1. Test de Ames

Los ensayos de mutacion génica en bacterias fueron realizados segun las recomendaciones de
Maron y Ames (1983) y siguiendo el protocolo experimental establecido en la directriz de la
OCDE n° 471 (OECD, 1997a). De forma breve, cepas de Salmonella typhimurium (TA9S,
TA100, TA1535, TA1537) y de Escherichia coli (WP2 uvr4A pKM101) auxotroficas para
histidina y triptéfano, respectivamente, fueron expuestas a las sustancias de ensayo, o a sus
correspondientes controles vehiculo y positivos. Las concentraciones finales asi como las
condiciones experimentales ensayadas constan en los apartados de Materiales y Métodos de los
correspondientes articulos (Articulos 1y 3). Tras un periodo de incubacion de 48-72 h a 37 °C en

oscuridad, se procedio al recuento de colonias revertientes.

3.2.2. Ensayo del linfoma de raton

Los ensayos de mutacion génica en células de linfoma de raton se llevaron a cabo segun el
método de fluctuacion en placas de 96 pocillos (Cole et al., 1990) y siguiendo el protocolo
experimental establecido en la directriz de la OCDE n°® 476 (OECD, 1997d). De forma breve,
células L5178Y ¢ de linfoma de raton fueron expuestas a las sustancias de ensayo, o a sus
correspondientes controles vehiculo y positivos. Las concentraciones finales y condiciones
experimentales ensayadas constan en los apartados de Materiales y Métodos de los
correspondientes articulos (Articulos 1 y 3). Tras un periodo de exposicion de 3 6 24 h, las
células se cultivaron en placas de 96 pocillos durante 8 dias (37 °C, 5% CO;) para la
determinacion de valores de citotoxicidad, y durante 10-12 dias (tras un periodo de expresion de

2 dias) para la determinacion de la frecuencia de mutacion.
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3.2.3. Ensayo de aberraciones cromoséomicas

El ensayo de AbCr fue realizado siguiendo la metodologia descrita por Dean y Danford
(1984) y siguiendo el protocolo experimental establecido en la directriz de la OCDE n° 473
(OECD, 1983). De forma breve, linfocitos de sangre periférica humana en estado de
proliferacion mediante estimulacion con fitohemaglutinina, fueron expuestos a la sustancia en
estudio, o a sus correspondientes controles vehiculo y positivos. Tras un periodo de exposicion
de 3 6 20 h, y el correspondiente periodo de recuperacion, se obtuvieron preparaciones de
metafases para su examen al microscopico optico (x200 — x1000), con la finalidad de detectar la

presencia de aberraciones cromosomicas.

3.3. Ensayos in vivo de genotoxicidad

Todos los procedimientos en los que han estado implicados animales se han realizado en
conformidad con la Guia de la Comunidad Europea para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (EEC, 1986). En la tabla 3.3 se presentan las diferentes especies animales y cepas

empleadas en los estudios.

Tabla 3.3. Animales empleados en los estudios in vivo de genotoxicidad.

Especie Cepa Proveedor Referencia
Ratén Albino Swiss CFLP  Harlan Interfauna Ibérica  Articulo 1
CD-1 Charles River UK Articulos 1, 3
Harlan UK Articulo 3, Anexo 1

Harlan Interfauna Iberica  Articulos 4, 5
o,R-KO (CD-1) Colonia de cria ESTEVE  Articulo 4

Rata Wistar Charles River UK Articulo 1

3.3.1. Animales y alojamiento

Los animales fueron alojados en salas acondicionas con valores de temperatura y humedad
relativa fijados a 22 °C y 50%, respectivamente, un flujo constante de renovacion de aire, y

una iluminacion regulada para dar un ciclo de luz/oscuridad de 12 h.
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En general, los animales fueron alojados en grupos (sexos separados), con el fin de favorecer
la interaccion social de los animales durante las fases de aclimatacion y tratamiento. En el
caso particular de los ratones macho empleados para la determinacion de los niveles de EPO
en sangre, éstos fueron alojados de forma individual con el fin de evitar que se infligieran
heridas. Estudios preliminares realizados han mostrado la influencia de la presencia de

hemorragia asociada a heridas, sobre la variabilidad de los niveles de EPO.

3.3.2. Ensayo de micronucleos en raton

Los ensayos de MN en raton fueron realizados segun el método descrito por Schmid (1975).
En el caso particular de los ensayos de normativa realizados como parte del programa de
desarrollo preclinico para el registro farmacéutico (Articulos 1 y 3), éstos fueron realizados
segun el protocolo experimental establecido en la directriz de la OCDE n°® 474 (OECD,
1997¢). De forma breve, los animales fueron tratados con las sustancias de estudio, o con sus
correspondientes controles vehiculo y positivos. En los tiempos seleccionados, los animales
fueron sacrificados para la obtencion de muestras de médula ésea. En el caso del ensayo de MN
en sangre circulante, se obtuvieron muestras de sangre periférica antes del sacrificio de los
animales. Los tamafios de grupo, vias de administracion, dosis administradas y tiempos de
muestreo o sacrificio constan en los apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes

articulos.

En los ensayos de normativa (Articulos 1 y 3) se emplearon ratones macho y hembra, con el fin
de estudiar la posible existencia de diferencias entre sexos en la respuesta a las sustancias
evaluadas. Al no observarse diferencias entre sexos tras la administracion de E-5842 (Articulo
1), en el resto de estudios se emplearon exclusivamente ratones macho. Esta descrito que este

sexo presenta una respuesta cuantitativa generalmente superior frente a la induccion de MN

(CSGMT, 1986; Vanparys et al., 1992).

Los ratones transgénicos deficientes para el gen del receptor o; (o;R-KO) se obtuvieron de la
colonia de cria de la empresa farmacéutica ESTEVE. El proceso de obtencion y
caracterizacion de esta cepa de raton ha sido ampliamente descrita (Langa et al., 2003). De
forma breve, el gen que codifica el receptor o; fue inactivado en células madre embrionarias
(ES) R1 de ratén mediante la técnica de recombinacion homologa. Células ES knockout (KO)

para el receptor o; fueron agregadas a morulas de 8 células de ratones CD-1 no
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consanguineos. Las quimeras viables fueron apareadas con animales CD-1 no consanguineos,
y los animales homozigdticos mutantes para el receptor o; fueron expandidos. La colonia de
cria de ratones 6;R-KO se obtuvo a partir de la cepa original CD-1 x 129Sv mediante

retrocruzamiento con ratones CD-1 durante un minimo de 10 generaciones.

En los diferentes ensayos, se contabilizaron como MN aquellos que cumplian con las siguientes

caracteristicas:

*  Forma redondeada con un contorno claramente definido.

*  Fuertemente tefiido y con una coloracion similar al nticleo de otras células (en el caso de
eritrocitos) o al nucleo celular (en el caso de hepatocitos).

*  Fuerte fluorescencia verde-amarilla en la tincion con NA.

*  Situado en el mismo plano focal de la célula.

*  Ausencia de estructuras semejantes a MN alrededor de la célula.

3.3.2.1. Ensayo de micronucleos en médula dsea

En los tiempos indicados en los apartados de Materiales y Métodos de los diferentes articulos,
los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical. Se extrajo la médula 6sea de
los dos fémures mediante una aguja desechable y se efectu6 una extension directa sobre un
portaobjetos que contenia una gota de suero fetal bovino. Las extensiones se fijaron con
metanol durante 5 min y, una vez secas, se tifieron con colorante Giemsa al 5% (pH 6,8,
Buffer Sorenson 0,01M) durante 25-30 min. Las extensiones se montaron con DPX y fueron
examinadas al microscopio optico (x400 —x1000) bajo cddigo. Para cada animal se determino la
relacion entre EPC y ENC mediante el examen de un minimo de 1000 eritrocitos totales. Se
examinaron un total de 2000 EPC por animal registrandose el numero de ellos que presentaban

MN.

3.3.2.2 Ensayo de micronucleos en sangre periférica

En el tiempo indicado (Articulo 4, Materiales y Métodos) se obtuvieron muestras de sangre
periférica (5 ulL) por puncion de una vena de la cola, siendo tefiidas mediante tincion
supravital con NA (Hayashi et al., 1990). De forma breve, se mezclaron 5 uLL de sangre con

10 pL de una solucion de suero fetal bovino con 25 mM de EDTA, y se depositaron un par de
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gotas sobre portaobjetos previamente cubiertos con 10 pL. de una solucidon de NA (1 mg/mL,
en agua). Las preparaciones fueron examinadas bajo cdédigo con un microscopio de
epifluorescencia (x400) con un filtro dicroico (filtro de excitacion 450-490 nm, filtro barrera 520
nm), registrandose para cada animal el nimero de RET presentes en 1000 eritrocitos y el
nimero de MN en 2000 RET. El recuento de RET se limit6 a los tipos I, I y III (Vander et
al., 1963).

3.3.3. Ensayo de micronucleos en higado de rata

Los animales fueron administrados 24 h antes y 24 h después (E-5842 y control vehiculo) de una
hepatectomia parcial consistente en la extirpacion, bajo anestesia con halotano, de los 16bulos
hepaticos medio y lateral izquierdo. La hepatectomia y la doble administracion tienen como
objetivo inducir la proliferacion de los hepatocitos y maximizar el potencial de deteccion de
efectos genotoxicos, respectivamente. En los tiempos de muestreo indicados en el apartado de
Materiales y Métodos (Articulo 1) los animales fueron anestesiados profundamente con
halotano, y se procedio a la disgregacion del higado mediante la técnica de perfusion en dos fases
para la obtencion de una suspension de hepatocitos (Seglen, 1976). Se obtuvieron extensiones
que se tifieron con reactivo de Schiff (30 min) y colorante /ight green al 1% (1 min). Las
preparaciones se examinaron al microscopio optico (x1000) bajo codigo, examinandose la

presencia de MN en 2000 hepatocitos, y el nimero de células en mitosis en 1000 hepatocitos.

3.3.4. Valoracion de la temperatura corporal

En los tiempos indicados en los apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes
articulos, se registrd la temperatura corporal de los animales mediante la insercion rectal de
una sonda térmica (Modelo 443, Selecta) conectada a un termoémetro digital (Pb 0331,
Panlab). Para ello, los animales se inmovilizaron suavemente con una mano, mientras la sonda
era introducida cuidadosamente en el recto del animal hasta una profundidad de
aproximadamente 18 mm. Se registrd la temperatura aproximadamente a los 5 segundos de

estabilizarse la lectura.
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3.3.5. Inhibicion del efecto hipotérmico

Para inhibir el descenso de la temperatura corporal producido por la administracion de E-5842
los animales fueron expuestos a condiciones de temperatura ambiental aumentada, aislandose
asi el efecto hipotérmico del posible efecto del E-5842 sobre las células de la médula 6sea
(Anexo 1). Para ello, tras la administracion los animales fueron introducidos en una estufa de
aire caliente (Modelo 381, Selecta), con una temperatura ambiental interna de
aproximadamente 30 °C y 30% de humedad relativa. Transcurridas 24 h, los animales fueron

mantenidos bajo condiciones normales de temperatura ambiental (22 °C).

3.3.6. Examen morfolégico de los micronucleos

La induccion de MN con un tamafio relativo grande se considera un indicador de posible
efecto aneugénico, y la determinacion del area o didmetro relativo de los MN han mostrado
ser métodos validos para distinguir el posible origen aneunogeno o clastégeno de los mismos
(Yamamoto y Kikuchi, 1980; Vanparys et al., 1990; Van Hummelen et al., 1992). Las
extensiones de médula 6sea evaluadas (Anexo 1) fueron examinadas al microscopio Optico
(x1000), obteniéndose de cada animal imagenes digitales de 30 EPCMN mediante una camara
fotografica digital (Olympus DPI11). Las imégenes digitales se procesaron mediante el
software de tratamiento de imagen SigmaScan Pro 5.0.0 (SPSS Inc.), obteniéndose los valores
de didmetro (d) y 4rea (a) de cada MN, asi como de diametro (D) y area (A) del eritrocito que
lo contenia. Con estos datos se establecieron los correspondientes valores de diametro y area
relativa de MN. Para cada grupo de tratamiento se establecio, el patron de distribucion de los
valores de area relativa de MN segun el procedimiento descrito por Vanparys y colaboradores
(1990), asi como la presencia de MN de “tamafio relativo grande” segun el criterio de

Yamamoto y Kikuchi ("d > 'D") (Yamamoto y Kikuchi, 1980).

3.3.7. Determinacion de los niveles de eritropoyetina en sangre

En los tiempos indicados (Articulo 5, Materiales y Métodos) los animales fueron anestesiados
profundamente mediante inhalacién con isofluorano, obteniéndose mediante puncion cardiaca
muestras de sangre (0,5 mL) para la determinacion de niveles de EPO. Las muestras se

dejaron coagular durante 2 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras centrifugar durante

61



Materiales y Métodos

20 min a 1000 x g se obtuvo el suero, que fue congelado a -20 °C hasta su procesamiento.
Para la determinacion de los niveles de EPO, las muestras de suero fueron valoradas mediante
el kit de inmunoensayo enzimatico (ELISA) “Quantikine mouse EPO Immunoassay kit”
(R&D Systems Inc., Minneapolis, USA), segin las instrucciones del fabricante. Con el
estandar interno (EPO de raton) se obtuvieron valores lineales de concentracion de EPO
comprendidos entre 47 y 3000 pg/mL, presentando la recta patrén un coeficiente de regresion
de 0,998 (figura 3.1). Los valores de absorbancia obtenidos con las muestras experimentales
(Absaso nm - Abss7o nm) fueron extrapolados sobre la recta patrdn, obteniéndose asi los valores

experimentales de niveles de EPO en suero.
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Figura 3.1. Recta patron del estandar interno de EPO (47 — 3000 pg/mL.).

3.4. Analisis estadistico y evaluacion de resultados

Tal como se indica en los apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes articulos, a
partir de los valores individuales de los pardmetros evaluados se calcularon los valores medios y
sus desviaciones estandar, para cada uno de los grupos experimentales. Los valores obtenidos
en los diferentes grupos experimentales fueron comparados respecto al valor de su
correspondiente grupo control vehiculo. Los datos fueron procesados mediante el software de
analisis estadisticos SAS/STAT® version 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). En la tabla
3.4. se muestran los diferentes ensayos estadisticos realizados, asi como el criterio de

significacion estadistica aplicado para la designacion de resultado positivo.
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Tabla 3.4. Analisis estadistico y evaluacion de resultados.

Ensayo Parametro evaluado Ensayo estadistico Resultado
positivo
Ames N° de colonias revertientes ~ ANOVA, Test de Dunnett * P<0,01
ML Frecuencia de mutacion ANOVA, Test de Dunnett * p<0,05
AbCr N° de metafases con Test exacto de Fisher ® p<0,05
aberraciones cromosomicas
MN en raton EPCMN ANOVA, Test de Dunnett A.D p<0,05
RETMN ANOVA, Test de Dunnett™®  p<0,05
MN con “d > %D” ANOVA, Test de Dunnett*  p<0,05
MN hepatocitos Hepatocitos con MN Ji-cuadrado ©
de rata
Temperatura Diferencias entre ANOVA de dos factores p<0,05
corporal tratamientos (tratamiento y tiempo), Test
de Dunnett *
Diferencias entre ANOVA de tres factores p<0,05
tratamientos y cepas de (tratamiento, tiempo y cepa),
raton Test de Dunnett *
EPO Niveles de EPO en sangre ANOVA, Test de Dunnett * p<0,05

A (Dunnett, 1955); ® (Richardson et al., 1989); © (Lovell et al., 1989); ° Previa transformacion

€n rangos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resumen del contenido del articulo 1

Assessment of the genotoxic potential of the antipsychotic sigma receptor ligand

E-5842.

El E-5842 es un farmaco experimental con afinidad por el receptor i, seleccionado para su
desarrollado como posible agente antipsicotico para el tratamiento de la esquizofrenia. El

objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial genotdxico del E-5842.

De acuerdo con los requerimientos establecidos por las autoridades reguladoras para la
valoracion del potencial genotdxico de productos farmacéuticos, el E-5842 fue evaluado
mediante una extensa bateria de ensayos in vitro e in vivo de genotoxicidad (ICH S2B, 1997).
Estos incluyeron un ensayo in vitro de mutacion génica en bacterias (test de Ames), un ensayo
in vitro de mutacion génica y aberraciones cromosomicas en células de mamifero (ensayo del
ML), un ensayo in vitro de AbCr en linfocitos humanos, dos ensayos in vivo de MN en
eritrocitos de médula 6sea de raton tras administracion oral a dosis Unica y dosis repetida,
respectivamente, y un ensayo in vivo de MN en higado de rata tras administracion oral a dosis

repetida.

Se obtuvieron resultados positivos en el ensayo in vitro de AbCr en linfocitos humanos y en el
ensayo de MN en ratdn tras la administracion a dosis Unica, observandose incrementos en la
frecuencia de aberraciones cromosomicas y EPCMN, respectivamente. El E-5842 demostro
carecer de potencial genotoxico en el test de Ames, en el ensayo del ML, y en los ensayos in
vivo de MN en higado de rata y en médula 6sea de raton tras administracion repetida. El
incremento en la frecuencia de aberraciones cromosomicas observado en el ensayo in vitro
con linfocitos humanos se considera atribuible a condiciones de toxicidad excesiva, y carente
de relevancia bioldgica. Estudios complementarios (ver Anexo 1) han demostrado que el
incremento en la frecuencia de EPCMN observado en el ensayo de MN en raton con
administracion Unica, se produce como un efecto secundario a la induccion de hipotermia tras

la administracion de E-5842.

El peso de las pruebas experimentales obtenidas en los diferentes ensayos in vivo e in vitro
realizados, indica que la exposicion de pacientes al farmaco experimental E-5842 bajo

condiciones clinicas de uso, no deberia representar ninguin riesgo genotoxico.
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ARTICULO 1

Assessment of the genotoxic potential of the antipsychotic sigma receptor ligand E-5842.

Guzmén A., Garcia C., Fernandez de Henestrosa A.R., Riley S., Ruiz M.T., Marin A.P,
Tortajada A.

Mutat. Res. 2006: 605, 63-77.
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Abstract

The genatoxic potential of E-5842, a sigma ligand compound being developed as an antipsychotic drog, was evalusted by means
of an exiensive baiiery of in vitro and in vive assays, Nepaiive resulis were obtained in an Ames iest (up o 5000 pp/plaie). a
menase bymiphoma assay (up 10 53500 ppfml (=59) and 8918 pgfml (459} an in vivo mi hepatecyte micronucleas assay (up o
TRy mplkgiday on 2 days), and a two-dose mouse micronulees assay (up 1o A0mpkghlay on 2 dayvsh I a single-dise mouse
bone-marmow micronucleus assay (up o 400 mgfe: 24, 48 and 72 h samplingh a slight and non-statistically signdfican increase
in the frequency of micronucleated polvehromatic eryvthrocyies (MNPCE) was observed 438 h afver administrotion of a 200 mg/ikg
g, i the absence of bong-marrow loxkciy, This minor increase i MNPCE frequency was considensd of questionable biological
relevance, becase I was observed under conditions of marked animal oxicily incloding monality, In addidon, i@ ocourred in
associaiion with a sirong hypeihermic éffect produced by administration of E-3842.

A clear increase in the frequency of structural chromiosomial sbermations was observed in haman lymplacytes al concentrufions
=380.6and 16854 paiml inthe presence and absence of 59, especiively, Milotic accumulation was observed al those concentrlbons
al which clastogenic effects were observed, a condition that may have masked woxicity. Concentrations lacking clasiogenic effects
in this chromosomse abermition assay (30T and 1732 ppiml in the presence and absence of 59, respeciively b were well in excess
ol maximuam human plasma concentrations altained in chnscal studies of the maximum toleraled dose (191 ngfmll, A weight-of-
evidence analysis, wking into consideration ihe results obtained in the different in vitre and in vivo assays and ihe conditions of
clinical use. suggest that E-5842 woald g pose a genotoxic risk under clinical conditions,
£ 2006 Elsevier BV, All rights reserved,

Kevwords; Sigma roceptor; Genoloxicity; Antipsychotic dnap: Kisk assessment; Misotic sccumulation

1. Intreduction disturbances in form and content of thought, mood
behaviour, sense of sell and relationship 1o the exiernal
Schizophrenia is a serious ceniral nervous sysiem world, The svmptoms of this disorder have been

disorder of still unknown setiology, characterized by classified according 1o positive and negative symploms.
Positive symptoms include hallucinanons, delusions,

pevchasis, paranoi, disorganized speech and behavious,

= . ) ) aml negative symproms include loss of energy, defi-
,“:E:Ew' 450 lET:_hu THL: 438 TP R 00 ciency of speech, lack of initiative, loss of sociability and
E-mudl aacddress agmemant®esteve e (A Gurnsing hllul'ﬂil'l.g of emotions ”I.. Elnpmnmu D_i receplor antag-

13B3-5TIRS - woc [ronl it © 2006 Elscvicr B.Y, All ights mescrved.
i 1010 6] enrpeiong, 200602 001 1
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fid

onists { D antagonists), the major therapeutic agents for
trestment of schizophrenia, have been shown to be effec-
tive in improving positive symptoms of schizophrenia.
However, D antagonists are nod sufficiently effective in
improving the negative symptoms of schizophrenia and
they induce clinical extrapyramidal adverse effeets (e.g.
dystonia, tardive dyskinesia, and akathisia). Therefore,
there s a need 1o search for novel antipsychotic agents
with different mechanism(s) of action and better activity
and tolerability profiles [2]. Among these new agents,
xigma {ir) receptor ligands have emerged as potential
pharmacaological targets for developing  compounds
with antipsychoiic properiies. The hypothesis for the
possible use of o ligands for ireaiment of schizophrenia
originated from the ohservation thal some of the (ypacal
antipsychotic agems such as haloperidol, perphenazine
and chlorpromazing, which are [ antagonists, also
have affinitics for o receptors 3], Antipsychotic
properites have been demonsiraied for o receplor
ligands in both animal siudies and clinical inals
[4.5].

E-5842 (d-(d-fuoraphenyl)- 1,23 Getetrabydro- | -[4-
(1,2, d-triazol- 1-iljburyl jpyridine citrate, CAS-2200 20-
149y is a newly developed and potential atypical
antipsychotic drug with very high affinity for the oy
receplor (K;=4nM), and moderaie to low affimity for
other central nervous sysiem recepiors, including the
dopamine Dy, Dy Dy, and Dy recepiors and the sero-
topin 5-HT2 and 5-HT), receptors (6] E-5842 has
shown o be active in differemt animal models pre-
dictive of antipsychotic activity, with a low tendency
1o cause extrapyramidal side-effects and with efficacy
aguinsi positive amnd negaiive sympioms of schizophne-
nia (6], Assessment of genoloxic podential is a crucial
and mandatory step in the developmeni process of a
pharmaceuical compound, because of the nature of the
effect being evaluated and its relevance to human safety
inrelation 1o the potential induction of cancer and hened-
itary defects. Here we report the resulis of ihe batiery
of studies that were undertaken (o evaluate the possi-
ble genotoxic poicntial of E-3842, as pari of ihe pre-
clinical safety-assessment program for development of
this substance as a putative antipsychotic compound. E-
5842 was tested for genotoxicity in a hattery of three in
witre and three in vive assays: an Ames test, an in vitro
chromosome aberration assay in human lvmphocyies,
an in vitro gene mutation assay in meuse lymphoma
LS178Y &%= cells. an in vivo rat hepatocyte micronu-
cleus assay, and both a single-dose and a two-dose in
vivo miowise micronucleus assay, The resulis obtained in
thiese studies and their relevance to risk assessment ane
discussed.
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CoaH
HOoC=CHyp=—C=CHp=CO0OgH
OEL
Fig 1, Chemical siructsme of E-5847,

2. Muterinls and methods
2.1 Tesi subsiance

E-5842 bulk powder was symhesised by Laboratosios Dy,
Esteve | Barcelona, Spakn (Fig, 1), E-3842 was adminksened
as its citrate salt in all stedics except for the mouse lvm-
phoma assay where il was admimistersd a5 a8 hydrochlonde
salt. Purity was always above 98.5%, For exposure compar-
isom with animal and buman plasma levels, in vitro tested
concentrations of E-5842 are expressed as equivalents of
ils bhase, Test aicle solutions were prepared by dissolwv-
ing E-5842 in reverse-osmosis waler immediately prior to
the assays, For in vitno stodies, a siock solulion was pre-
paned al the maxinum required treatment concentration. filier-
stenlized {1!.11 pum ) and then Tunther diluted in stenle reverses
osmosis water 0 the requined concentratbons. Analysis of
the concentration of the lest substance was performed in
one of the in vitro assays and confinmed the validity of the
formulation procedune, The vehicle (reverse-osmasis waber)
was used a5 pegalive control for all sudies. Positive con-
trol chemicals were obtained from the following manufactur-
ers eyclophosphamide (CF, Sigma), S-nitroquinodine |-oxide
(WO Abdrich end Fluka), 2-nitrofluorene (2ZNF, Koch-Light).
soifiurm arpde (Maa, Signu]. Saminoacrrhine (AAL, Koch-
Light}. 2-amincanthrcens (AAN. Sigmal. benzo(abpyrens
{BF. Abdrich), dimethy Imtrosamane (MM, S'i;m:]. All other
chemicals were of the pures grade available, Prior o ihe
assays, MaM; and DMN were dissolved inowater, CF was dis-
solved in water or physiological saline (for the single-dose
and the two-dose mouse micronucleus assays, respectively).
and the remaining positive control chemicals were dissolved
in DME0,

2.2, Mewbalic activanion sysfent

Far all in vitro assays, mammalian liver post-mitochondrial
faction {59} was used for metabolic sctivation. 59 fraction pre-
pared from the livers of male Sprague-Dawley rds induced
with Aroclor 1254 was obtained from Molecular Toxicol-
oy Incorporaled (Moltox; Marylamd, LsA), stored (rocen al
approximately —80°C, thawed just prios o e and supple-
mented with NADPH-generating system. Final concentrations
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of the 59 fraction in the treabnent medivm of the different
i vilee sssays were (U23% for the Aunes lest and 2% for both
the miowse |vmphoma snd the homan Danphoeyte chromosome
aberration asaays,

23 Amimad howsing

Ammals msed in tbe in vive genoioxicity sindics were
housed in rooms with lemperature and relative lumidity st
af target valoes of 22°C and 50%, respectively; Bghting was
controdled w give a 126 light-dark cycle; air conditionding
guaramieed a mimmom of 15 volume changes of air per
b, Al procedines imnlving airfials and their care were
conducted 10 snct conformmiy with the Enropean Commi-
nity Guide for the Care and Use of Laboratory Animals

7
24, Ames fest

The method used followed the recommendations by
Maron s Ames [B], Four histidipe asxotrophic siruns of
Salmonella ryphimscrimn (TASS, TALOD, TAIS3S, TAIST)
and an Exclieriolhin coli (WP2 A pEM 01 b strain wene used
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These strains were obtained froan CECT (Walencia, Spaini
exgepl for e E. coli strain, which was ongimally oblained
froam Moliox (Maryland, USA) A frozen sample of each tesier
strain was thawed and a late-expoential coliuee was pre-
pared. Two independent experiments were performed, both
wilhoul and with metabolic activation, vsing tiplicate plases
for each iesd subsiance conceniration, posiive and vehicle
controls. Tes! concemrstions and conditions are detailed in
Table 1. INF, NaN,, NQO, AAC, and AAN were used a8
positve comrols, and sierle reverse-osmoats water as vehicle
control, Experiment 1 followed the plate-incorporation assay
provedure. Briefly, 00 mi of lesl substande (or conlrel sofu-
tioaih, 0 md of bactenal calture st 0.5ml of 10% 59 max
iphosphate boffer soloton for teatmeni wiihowi activaion)
were maxed and poured on 1o Vogel Bonper-E minimal sgar
plates after addition of 2 ml of top agar at 42°C. For Exper-
e 2, the preincubaiion assay was employed, with 0.1 ml
of icsi subsianee {or conirol solutionk, 0.1 md of bacierial cal-
tisre and 0.5 ml of 109 5% max (phosphate baffer solution for
trestrnent without activation) being mixed ond incubated for
20 mim at 37 *C, befone addition of 2 ml molien agar at 42°C.
Flates were imvened and incubated at 37°C in the dark for
3 davs, Revertant colonies were coanled and the background

Tabde 1
Ames 1esd with E-5842
Treat ment Muoan number revertant colonses per plate™
Tass TA I TAL53S A3 E. coli W2 wwvd
—S0 458 80 489 59 480 50 489 50 450
Expeniment |
Nieliche costm| 22T 9.3 1o 33 173 1. 140 150 wa .3
Teat dose (jug/plane)
206 Lo 250 1283 i kd ] 120 150 113 143 1037 1157
61.7 193 ¥ 187 20,0 167 127 15.3 17.7 LT 1273
1252 16T 26,0 1140 120,40 137 7 147 o7 913 156.00
5556 17 213 1213 1287 219 177 143 1.3 BT T9.3
6667 223 0.3 143 3.0 237 Hi 103 137 T4 123
S0 123 18.0 11a 1300 LR ni 103 12.0 &2.0 62.7
Positive contm]” B37 1070 A0 3617 27 3 =20 16%.0 6843 2747
Experiment 2
Vehicle comtral 433 537 1150 1153 133 123 0.0 43 1263 1527
Tes dose g/ plate)
206 B3 .7 nmr 11540 18,7 123 12.7 13.3 1225 1m.a
617 oz m\y iy {323 60 137 170 180 207 5.3
1252 iTa 423 1310 1220 0.0 1L 103 13.7 1147 117
556 T £ ) 1507 0 130 153 i 147 s 1767
120 % =0 40,7 160 857 147 123 0.0 113 1320 130
S0 70 X7 1280 7 6.7 113 123 80 923 9.7
Possitive contm]” 1843 1650 ashn 2833 1943 623 >2000 56.7 9313 355.3

* Mean of theee replicas for all iested conditions.

" I abwence of 50, TAGS: 2NF (2 upiplasel, TA MY MaM, (0.5 pgiplate) and TA 1535 Ma®y (025 ppiplate), TALSAT: AAC (50 ppiplaie). £ coli
WP2 v (pRMIO 1) NGO (0125 jsgiplatel. In presence of 5, AAN, TAYS, TA 100 and TA 1535 1 pgiplasel; TA1537 (2 pg/plate); E coli WP2

wvrd (pEMITE) (4 jagiplate)
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L inspecied for sigms of toxicily. From ihe individual plate
courls the mean apd standard desistion For each treatment
were determined. The Dunneti's iest [9] was osed o eompare
counis of each test substance concentradon with its coree-
sponding vehicle cmitrol, Presence of a dose—nesponse was
checked by linear regresson analysis [10]. A resull wis eval-
mahed &5 posiiive for mulagenc activity when the Dunmei’s
el gave & significant resporse (= 001, the dats set showed
a sigmificant dose-comelation, wxl the positive elfect was
reprodacible.

2.5, Himan hmpecyte chromosome aberralion assay

Tiris 1221 was condicied following the method previously
described by Diean and Dondord [11]. Two independent assavs
were perfonmed both without and sty metnbolic activation
Heparimzed whole blood samples wene obtxined from wo
hizalthy adalt sabpects imale and femalbe for Expenments | and
2, mespectvel yh, Cultures were established by placing 0.4 ml

of beparinised whole blood into 9ml RPMI medium sapple-
mented with 20% foetal call serum, 50 pgfml peotamycin and
10 jaghml phyiohsermapglotinin Culiures were incubaied for
approximaiely 48 h ai 37 “C and rocked contimmoasly, prior (o
start of ireatment. Both for meabment in the shsenoe and pres-
ence of 59, quadniplicate cullares for vehicle md duplicane
culiures for each iesl subsiance conceniraiion and the posi-
tive comtrols were sel up. Test coneentrations and condtions
e detailed in Table 2, Velncle-comtrol culimres were lreatad
wilh sterile reverse-osamneats water and positive comvirol culiknes
with NQO or CP in ithe absence and presence of 59, respec-
tively, Caltores were redled for 20hiin the absence of 59, and
for 3hn the presence of 59, followed by 17h recovery. In
Experiment 2 an additional 3h treatment in the presence of
540 followed by 41 h recovery was also performed. Afier treat-
imenilin (he presenee of 59, cells were washed twice with stenle
sadine and resaspendad in fresh medinm for completion of e
recovery phase. Colchicine at a final concentration of 1 pefml
was added 15N prioe 1o harvest. In Expenmet 1, osoxlal-

Table 3
Mouse lymphoma sssay wiih B-3842
~59 +59
Treatnment -Ewmlll ‘?u'RS Hm : Treaument bm Ilis Mutxm
g/l frequency " (pg/miy frequency®
Experiment |
Yehicle - 100k 154 Velicke - L] 170
E-5842 357 e 157 E-5842 1230 6.3 L1
1115 319 07 4459 851 101
2330 6.l 151 68,9 4.7 136
4458 a4 213 24 [ 155
66557 N} 13377 [ ed
018 il 17836 0.0
Lincar trend NS Linear trend NE
NOO 0.5 Bl A53 HP 2 L0 50
al THE 536 A LN | 1088
Experiment 2
Welwcle - TiME 129 Wohs ke = [[ei] 137
E-5842 1784 T2 E-5842 1784 82 127
TS Bkl 173 56T T4 131
A567T 637 145 5351 12 160
4455 627 164 T13.4 L 165
5351 a6t 165 20LE 15 2453
el o5 107 2= 2
T134° LB
Linear trend NS Lineartrend b
MO0 0,15 663 4025 1y X 0.1 63§
ol T22 521 i 40,0 1087

* Per 10° viable cells
= Mot plabed fior viabdlity/5-TFT resistance.
¢ Bxcluded dwe 1o exceisave tonady
" 0,05 Dupsen s lest
" p00] ¢ hi-squane test.
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ity ol pH messiremenis wene performed in post-treatment
media bath without and ity 39, Cells wene eollecied by
centrfugation, resuspended in hypotomde seloidon (D075KO
for 15min, amd fixed in fce-cold methanol/glacial acelic acid
solution (31, viv), Several drops of the cell suspension werne
tramsferved 10 mécroscope slides. The slides were air-dnied ond
stained with Glemsa in pH 6.8 buffer. Afier examinaion of
1he mitedic index (M, Hree test substance contentrations for
ench reahment ooeBilion were selecied for cyiogenetic analy-
#g, For vehicle control and each test substance concentration,
200 well-spread melzphase figures were analveed fog s ciural
chromosomal aberrations. Fifty metaphase Ggores wene aml-
vaed for the posilive controls, The classification of struchirl
aberrations was carmed oot as described in the Intemational
System for Cylogenciic Nomenclamee (15N [12]. The pres-
ende of polyplod, endorediplicated sl yperdplord cells was
also reconded. For each trentmend condition the proportion of
cells with simctural abermatbons excloding gaps was compared
with (hat of the comesponding vehicle coitrol using Fisher's
exact lest [13] The sssay was considensd positive when there
was & statistically sgmfican increase in ibe proporiion of cells
with structoral abemsiions (excluding gaps) 31 any one con-
centragon, il exceaded the nommal mnge, and the effect was
reprodicible.

2. Mopse hnplossa tiyadcine binase aisay

The melod wsed comesponded 1o the foctuation prolo-
col [14]. LS1TEY TK* mouse Iymphoina cells were obtained
from the Ammenican Type Cultire Collectiond ATOC) Twoande-
pendent expenmenis were performed, each conducied in ihe
absence and presence of medabolic activaiion. Test concen-
lrhions for Expenment | were sebécted based on e resulls
of a preliminary assy, Test concemrations and conditions are
deimbed in Tabde 3. Control cultures wene treated with stenile
reverse-oemosis water (vehicle control )y, and MO0 or BP (pos-
itive comtrols in the absence and presence of 59, respectively ),
Approximately 107 cells were exposed in RPMI medinm sop-
plemented with 5% borse serum, 100 pgiml gemtamycin amd
25 ppfmil Tongizone, o several concentrtions of E-5842 for
b &t 375C in a 5% OO0y atmosphere. Duplicste cullores
wene set up for the wehicle comrel and cach test snbstance
concentmatton, and single culiures for the positive comirol.
Aler the 31 wreamment cells were washed with Hasie cul-
lure mecium, resuspended in 105 seram-supplemented RPMI
medimm, and, when appropriade, the oell concemtmiion wais
adjosied o 2 = 10 cellsfml. To delermine cell survival, same-
phes were chiluted (o Beellaiml in 20% serum-supplememied
medimm, seeded inle f-well mécroplates ab an average of
1.6 cells per well, axl incubated for B days at 37 °Cin 5% OO,
Wells comadnineg vinble clomes wene ickenti fied and coumed. For
asapsamenl of mutations, cells were submatied (10 an expression
period of 2 days durning which they were madntained in asks
and their concentration sdiusted not toexoeed = 107 oellsiml,
AL the end of the expression perod the aells were plated ino
Gewell plates al an average of 1.6 cells per well and incu-
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baded for 10-11 days for sssessmend of viability, ond at an
avernge of 2 10° ells per well in the presence of 3 pgiml
aof S-influorodiymidne and incubated for 12 days for assess-
me of mutation. Wells conldning clones wene ideniified and
coumted. Large and small colonies were soored or vehicle
andd pesitive comtrols amd for best subsiance conceniralims
showing a significani increase in motani frequency. For each
reatmend conelition the percentage relative sarvival (RS
a8 compured with the velicle-contred colinme and the mutant
freqoency per 10° wiable cells (MF) were determined The
veldche-comieol log mutant frequency was companed witl that
from exch realiment concentrtion by means of the Danneit’s
st [9) and checked for a linear treied by chi-square aiml-
vais, acconding vo UKEMS goidelines [15]. The resolt was
considered positive when there was a significani ipcrease in
the miaitannt fregquency above comtrol ai ote O imore Condeiitn-
tions, there was 2 g ficant dose—response, aod the effect was
reproducible.

L7 Single-doxe mouse bone-marrow micromicleus fest

The mdcromaclens fest was performed sccording o the
method of Schmid [16] Albno Swiss CFLP mice were
obtained from Inerfiona Ihérica (Sant Feliv de Codines,
Spaim), Oy the first day of dosing aninels wens approximate] y
Q10 weeks of ape and ina welght range of 25-32 ¢ for males
and 21-29g for females. Amimals were caged in groaps of
nExirwm five, according 1o sex. They had access to woler and
commercial rodent diet (Pankab 5.1 s liwm, excep that
ey were kepl ander fastng combitions (e mght proor o treat-
meni. On the besis of a prelimdnary sindy, E-5842 doses of 100,
20 and J00mgke were selecied Croups of 15 male and 15
fernale animals each received either vehicls (reverme-osnosis
waterh or E-5842, A positive contral group of five males and
five females received CP ai 50 mgikg. All amimals were dosed
by oral gavage ai a dose-volume of 10mlfdkg. Gronps of five
mode and five Fermale moice were sacrificed by cervical dslo-
cation 24, 48 or 72 h afer whicle or E-5842 sdministragion.
CP-treated ammals wepe sacrificed 24 b afier admdnisiration
(Tabke 41 For each anmal, e femurs were dissected and o
dhirect bome-ir oW snedr wis iade on a slide with a drop of
feeal calf serom ( iwo slides per animal . The smears were fixed
wilh methanol and stxined with 5% Glenisa. Slides were coded
and exammped with Hglt mocroscopy. For each anbmad, ihe
relative proporion of polyclromatic eryilracyies (PCEp and
mennochronaticeryibrocytes ( NCE) was determined by count-
ing atotal of 1000 ery throcyies. The number of micromucleated
polychromatic eryibrocyies (MNPCE) among 2000 PCE was
defermane d. The number of micronucleated PCE ineach treaied
proupdmales and females separntely s combined) wene come-
pared with the comesponding vebicle group by means of the
Dummweti’s test (9] after rank transformaiion of data. The resali
was considened positive wisen there was a sitisically siguifi-
canl inerease (p <0050 in the frequency of MNPCE al least
at one dose, which excesded the hiswoncal vehicle-control
Tange.
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Tabde 4
Single dose momse micronucbeas lesd wilh E 5842
Sampling ting Trealmend Dok N PCEMCE MNPCE 1000 PCE: Animals with
(mglkgh imean 4 5005 imean £ 5.000 MMPCE 6%
24 h Yelnle - 10 L0 £ 028 LB+ 13 i
E-584 oo i0 Lt =023 2613 ]
il 10 106 & 0,31 xR 17 L]
400 LT 045 £ 0,36 it 14 b
cp a0 L 054 £ 021 2983 ]
45h Vebucle - 10 050 = 0,11 4L 13 0
- 5842 100 10 085 £ 0.30 NS ) 1
o0 10 6% £ 0,33 53+ 340 4
A0y 10 047 £ 0,15 28+ 18 |
Trh Velocle - 10 141 =025 b 16 i
E-5842 100 10 15% = 0.52 3% 15 ]
200 10 120 £ 041 Ak+2s8 1
400 10" 057 & 043 dT% 15 2

* Cmby nine animals were exanmned for MNPCE, ose was not analysabde due to marked bose-marow toxscly.

" p 0] Dusmett's test.

28, Peomdose mouse bope-marrow micromucleus fest

Male and female CD-1 mdoe were obiained from Clhoarles
River UK Ltd {Margate, UK} On the first day of dosing ani-
meals were approximetely 5-6 weeks of age and in o weight
range of 22-31 g for males and 21-26 g for females, They were
caped in groaps of moximum 4, sccording o sex. Anmals
biad access to water and comanercial rodent diet (Special Deets
Services Ll ) ad Hium Giroups of 1 0male amd 10 female am-
meals each were dosed once daily on fwo consecutive days with
either the vehicle (reverse-osmoss waler) or E-53842 al doses
of 10, 20 or 40mpike. Dose levels were selecled on (he basis
of a prelimanary stody. A posiitve control proop of five males
and five females received CP o g single dose of 80 mglkg on
the secomd by of dosang, Ammals wene tremted by oral gav-
age of a dose-volome of 20mlAkg, withow prior starvation
Groups of five male and five female mice were sacrificed by
carbon dioxide ssphyxintion and cervical dislocation at 24 or
48 hafter the second dose of velacke or E-5842, CP-reated ani-
nuala were zacrficed 24 hafter admamistration. For each animal,
b marrow of the femms was fioshed imo atest e with fetl
bovine serumh. Smears of bone-marrow cells wene prepaned
and sained with Caemsa. Slides were coded ami exminined
with light microscopy. For each animal, the selslive propos-
tons of PCE and NCE were delermined by counting a tolal of
1000 erymosytes, The number of MNPCE anveng 2000 PCE
was determmined. The nmmber of MNPCE in each treaied groap
{males and females, separately and combaped b were compared
with the cormesporiing vehicle groups by means of the Dup-
nett’s sest [9) aher rank wansformation of the data. The resali
was considened positive when there was a siatistically sigmfi-
cand imperease (p < (051 inibe frequency of MNPCE, ot least at
o chose, which exceeded (e listorical veldcle control mnge.
For assesment of B-5842 plasmma levels, Mood samples were
obixmed by cardiac panctune from a sasellite group of three
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male and three female ammmals, | after adimimstration of a
single 40mglkg dose of E-5842,

2% Ral liver micromucleus axsay

Male Wistar rats were obtadned from Charles River UK Lid
{Margnie, UKL Animalds were housed in groups of maxinmm
Toar ardinaks and were provided water amd commercaal rodent
chiet (Special Daets Services L ad libitum. Cro tie first day of
treatmeni ammals wene approximately 7-8-weeks ofd and ina
weight range of 210-261 g On the basis of a prelimdnary stody
dovse Jevels of $0and 100 mgg of E-5842 were sebected. Vehi-
cle control animeals received reverse-osmmosis water, and posi-
tive conired ammals received 10mgkg of DMMN, Animals were
wreaded by oral gavage at a dose-volurme of 10midfke, witlwai
prior starvation, Vehicle- and E-53842-arealed animals received
a first oral dose 24 h before, and a second ome 24 h afier a
partial hepatectommy. Positive control animals were dosed once
only, 24 b before this surgcal procedure. Partinl hepatectomy
consisted in e removal of s medan and lefl lateral lobes
onder halothane anacsbesia. Liver bepatocyics were obdained
T2 and 96 h after the first dose from five ammals of each of the
groups receiving velicle and the 50 and 100 mpkg doses, and
96 Iy after acbmdaasirats o fromm Wiree armimals receiving the posi-
tive control substance. Groups receiving 50 and 106;mglkg and
sammpled af 96h were eated on dfferent occasions with thedr
cormesponding velicke and positive controls. Acconding to the
two-sicp perfosion procedure [17], the liver was first perfosed
wilh calciame free medinm follewed by perfusion with medinm
supplemenied with calcivm and collagerse, A hepaiocyle sus-
pension was obtained and afler several rinses in Williams E
medinm, several drops were placed on slides sl 3 smear
wis prepared. Shides were immersed in 5 M hydrochlonc acid
for 30man, Ansed in water, immersed in Schifl™s seagent for
30 mmin, Finsed in waler, apd coaniersianed wiith 14% Hght green
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siain for | min, Slides were rinsed, air-dried and mounied, Aficr
coding, slides were examined a1 100 magnification amd a
minimaum of 2000 cells per animal were analvsed. All hepa-
tocyies comiaining micromeclel were recorded. The aumber of
mitotic cells per 10 examined hepatocytes was also reconded.
The numiber of micronucleated hepatacytes meach group was
compared with the number in the vehicle control groups by
using the chi-square test [ TE], The assay was considered pos-
itive when a stotistically significant incnease in the frequency
of macronuclented cells occurred @t least at one dose a1 one
sampling time, and when the increase excccded the historical
vehiche-control range. For assessment of E-5842 plasma bev-
els. blood samples were obtained by cardisc punciure from a
satelline group of three male animals, 1 b afler a single admin-
istration of a 100 mg/kg dose of E-5842.

3. Results
A4, Ames rest

Mo increases in the number of revenants were
observed when E-5842 was tested in any of the strains in
the test bantery at concentrations of up to SO00 pg/plate,
both in the presence and absence of a ral liver metabolic
activiion system (S99, Results are shown in Table 1.
There was no evidence of precipitation of E-5842 at any
of the concentrations assaved. Evidence of woxicity in
the form of a reduction in the number of revenants was
only observed for st E. coli WP2 wvrA pKM D1 @
the highest concentration tested, both in Experiments |
and 2 (50060 pgdplate). Positive controls increased sig-
nificamly, as expected, the number of revertunts over
vehicle-control values, 1t was concluded that E-5842 was
mid mutagenic in this bacterial assay.

L2 Hunan lvmphocyie chromosome aberration
ALy

Human peripheral blood lymphocytes were exposed
in witro o E-3842 al concenirations of wp o
30038 ppfml {equivalent o 10mM), both in the pres-
ence amnd absence of 39 Resulis of the mitodic index cval-
wation are shown in Fig, 2. In both repeat assays, an initial
decrease in mitdic index with increasing concentrations
of E-5842 was followed by a clear increase in mitolic
index w0 higher concentrations, and 3 final decrease m
the highest concentrafions fested. This pattern, observed
both in the absence and presence of 59, suggests that
mitotic accumulation may have occurred. Concentra-
tions for metaphase analysis were selected trying 1o
include the concentrations that showed mitolic accuwmi-
laticn, and concemrations showing an overall reduction
in miatodic index, A clear increase in chromosome aber-
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ai kigher concenirations., and 3 final decrease o ihe highesi concemira-
vinas lested, thus suggesting n possible mitogic nocanwalation efect.

ration frequency wias observed in both experiments. both
in ihe presence and absence of $9 (Table 2). Treaiment
in the absence of 39 resulted in statistcally significant
increases i the frequency of cells with siruciural aber-
rations in both experiments @ all concentrtions excep
for the bowest, i, 30007 wg/ml (Experiment 2), At this
comcentration a mitotic index of 38% of the comespomd-
ing vehicle-control value was recorded. In Experiment
I, treatment for 3 hoin the presence of 59 with sampling
atl 2h resulied in a statistically significant increase in
the proportion of cells with chromosomal aberrations
at the highest concentration tested (30038 pgfml). In
Experiment 2, with cells from a different donor, the
increqse was more marked and seen at all three con-
centrations {1689 4 pefml and higher). Cultures ireated
in ihe presence of 59 and sampled at the later time
point (44 h) showed frequencies of cells with struciural
aberrations that were similar 1o those seen in the con-
curremt solvent-control culres, This may suggest loss
of cells with chromosome aberrations at this late sam-

pling time [ 19]. An apparent increase in polyplosdy was
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observed in the 3+ 17 h restment in the presence of 59
in Experiment 1. Altivough similar clear increases were
not observed in both replicate culiures at any concen-
tration analyvsed, a relation with the treatment cannot be
ruled out. Osmolality measurements performed in post-
treatinent media (both without and with 599 showed no
marked changes that could aceount for the increased fre-
quency of chromesome aberrations [ 20]. Similarly, pH
measurements showed that & the highest test concen-
tration (30038 pe/ml) the pH was reduced from 7.33 1o
6,31 in the absence of 39, and from 7.25 to 6,30 in the
presence of 39, with less marked shifts o lower con-
centrations. The pH values attained in treatment media
thus fell within the range of plus or minus one pH
unit at which no clastogenic effects would normally be
expected [200. It was concluded that E-5842 induced
clastogenic effects in the chromosome aberration
JEEAY.

2.3 Mouse Ivnphonia

The results of the mouse lymphoma assay are shown
m Table 3. There were no relevant mcreases i the
mutant frequency in bBoth repeat assays, In the absence
of 82, a small but statistically significant increase in
the mutant frequency was observed at the intermediate
concentration of 111.5 pgfml in Experiment 1. How-
cver, as no linear trend was observed and no statis-
tically significant increases in mutant frequency wers
seen in Experiment 2 al any concentration tested, the
slight increase observed at 1115 pg/ml in the shsence
of 59 in Experiment 1 was considered aftributable to
chance and of no biological significance. In the pres-
ence of 59, o small but statistically significant ncrease
i mutant frequency was observed in Experiment 2 at
the highest concentration tested (8918 pgfml). This con-
centration was, however, highly cytotoxic: viability was
depressed in day 2 of the expression period and rela-
tve cell survival was 15%. Furthermore, no statistically
significant increase in mutant frequency was observed
al thiz same concentration in Experiment 1, where it
was also shown 10 be extremely toxic (<109 relative
survivalh, Thus, the shight increase in mutant frequency
observed ot 891.8 pp/ml in the presence of 52 in Exper-
iment 2 was considered to be associated with high tox-
icity and of no biolagical significance. Clear increases
in mutant frequency were observed in cultures treated
with the positive controls NOQO and BP in the absence
and presence of 59, respectively, thus showing the valkd-
ity of the experimenial model used. Thus, E-3842 was
considered to be not genatoxic in the mouse lymphaoma

ARSIV,
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Fd. Single-dose bone-marfow mouse mrcronnclens
fexi

Mortality was recorded among animals receving the
200 and A0 mekeg doses. One ammal receiving the
Xmgikg dose was found dead approximately 30 min
after administration, and three males and one female
receiving the $00 mpfke dose were found dead approx-
imately 1h after administration, For bone-marrow sam-
pling. dying animals were replaced by satellite ani-
mals receiving these zame desages. Clinical signs
were reconded in all animals receiving E-5842, all of
them showing decreased molor activily, ataxia, plosis,
unched back, prostration and drop of body temperatine,
Loss of postural reflex, convulsions, vocalization, vacu-
ous jaw movements and front paw pedalling were also
ohserved in some animals receiving the high dose. While
animals receiving the 100 and 200 mpkg doses showed
full recovery at 24h after reatment, clinical signs were
still present 48 h after reatment in some animals that
had received the 400 mgfke dose. The ntensity of the
observed clinical signs and the recorded mortality sug-
gt thnt the maximum tolerated dose was exceeded [21].
At bone marrow examination, no statistically significant
increases in the numbers of MNPCE were observed al
any tested dose and sampling time (Table 4). However,
animmals receiving the 200 mpfkg dose showed at the 48 h
sampling a mean MNPCE frequency that was considered
to exceed (above 1.5 times) the upper limit of the histor-
ical vehiche-comtral group mean valoes with this strain
of mice at the test facility (range: 1.1-3.3%. n=332).
Historical background data for this strain indicated that
only 1.2% of vehicle-control animals had shown indi-
vichaal MNPCE values of >6%. (the highest individual
value cheerved in vehicle-contrel animals in this stedy),
while 4 out of 10 animals receiving the 200 mplkg dose
and sampled at 48 h showed individual MNPCE values
of =6%e, Animals with MNPCE values cutside the his-
torical control range have been considered to provide
an alert 1o the beginning of a possible dose-response
effect [22]. The marked decrease in mean EPC/ENC
ratio observed at the 72h sampling in animals receiv-
ing the 400mgkp dose was considered indicative of
bone-marrew toxicity, and may have accounted for the
absence of an effect on MNPCE frequency at the 48h
gampling. as observed for the 200 mg/ke dose, and the
slightly higher value observed at 72h. Wehicle-control
animals and those receivimg 100 and 200 mg/kg of B-
5842 all showed, as compared with the 24h values, a
mild decrease in mean ERC/ENC ratio vabues at the 48h
sampling. with a post-treatment recovery at 72h, This
pattern s considered 1o be atinbated to the overnight
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starvation period 1o which the animals were submitted
prior to administration, as this is a common observation
in vehicle-control animals of this stram when submitied
fio an overnight fasting period (unpublished results). The
pesitive control CP induced o marked and statistically
significant increase in MNPCE Trequency, thus showing
the sensitivity of the test system.

The slight increase in MNPCE frequency observed in
the 200 mefke dose group at 48 b in the absence af evi-
dence of suppression of bone-marrow cell proliferstion
was considered to be different from that of tvpical muta-
gens [ 23], Although the effect on MNPCE frequency was
marginal, lacked statistical significance and was present
at a dose level at which marked toxicity and mortality
were chserved-—ihus rendering it of uncertain biological
relevance, it wis considered to warrant furiher research.
The follow-up-studics performed to further imvestigate
this effect showed that 10 was attnbutable to a marked
hypothermic elfect produced by E-5842 administration
[24].

A5 Two-dore bone-marrow mouse micronuwclens
test

Due to the marked clinical signs and mortal-
iy observed n the single-dose mouse bone-marmow
micronuckeus assay, it was considerad appropriate (o
perform a second assay using lower doses and a dif-
ferent treatment regimen. In this second assay animals
were treated on two consecutive dayvs, No mortality was
recorded among animals receiving E-5842. Lethargy,
irregular breathing and palpebral ptosis were observed in
all amimals receiving the 40 mgfke/day dose, with some
of them showing prostration, tremaors and loss of body
temperature.

Mo significant increase in MNPCE frequency was
observed in animals receiving B-5842 at any dose or

A Gurwedn e gl # Mudation Research 605 (2004) 43-77

sampling time tested (Table 53 The positive control CP
induced a marked and statistically sigmificant increase
in MNPCE frequency, thus showing the sensitivity of
the test system. There was no effect of treatment with E-
5842 on the PCEMCE ratio. Mean plasma concentration
of B-5842 one hour after administration of a 40 mgfkg
dose, as determined with HPLC-fluorescence detection,
was J026.8 + 458.5 ng/ml. It was concluded that E-5842
lacked genotoxic potential m this in vivo assay,

F.6 Rar lver picronnclens assay

One animal recewing the 100mpke dose of E-
SE42 two times was Killed in extremis after showing
marked climical signs. Clinical signs observed among
ammals receiving the IDI]Img.I\‘.g dosetwo times included
lethargy, palpebral ptosis, abnormal gait, chromodachry-
ofrivea and red siaining on snout and forepaws, piloerec-
tion, prosration and hunched back, These observations
sugpested that the maximum tolerated dose had been
schieved. Group mean frequencies of micronucleated
hepatocyies and mitotic mdices of groups receiving E-
5842 were similar o those of the concurrent vehicle-
contro] groups (Table 63, The small b statistically sig-
nificant {p <{0.05) increase in the group mean frequency
of micronucleated hepatocytes in the T2 h sampling of
animals receiving the 100 mgks (two limes) dose, was
well within the normal background range (range: 0-2.4
micranuclented hepatocytes/l 000 cells; group mean fre-
quency: 1.2), and was considered of no biological sig-
nificance. The positive contral DMN induced a statisti-
cally significant increase in the frequency of micron-
cleated hepatocytes, thus showing the sensitivity of
the fest system. The mean plasma concentration of
E-5842 one bour after administration of a 100mefkg
dose, s determined by HPLC-fluorescence detector, was
4245 £ 16.2ngfml. It was concluded that there was no

Table 5
Twice dosing mosse macroancleus e with E- 5842
Sampling time Treatment Dose imgikg) N PCEMNCE (mean <+ 51003 MNPOE/N M PCEs {mean 4+ 51003
2h Vehicle - Ly 135 % 029 0l =008
5842 1 [[E] 1.1% £ 0,65 03+0%
20 i LIF 073 03 = 0,38
40 o 054 #0323 03 £ 0.67
CP 0 ([ 067 + 028 184 + 1122"
48h Vehicle - in 105 £ 0,15 03 =05
E-5842 ([1] 1] 084 40322 03 & 026
20 18] 124 % 046 04 £ 047
40 [[¢] 123 £ 0.4% 04 £ 0.53
* Two and one slide, resp Ly, et | suitable for analysis

" p<001 Dunpett's test,
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Talde &
Ral Inver micmoans leus beel
Sampling ting Treatment Dose img'kg = I) N Migolic index (%) Mo of hepatocyios MM hepalocybes!
{mean £ 5000 analysed 10} e pate vt
TZh Velacle - 5 076 + 044 1 a0 D&
E-5842 0 5 100 £ 0,33 L B
[[L]] 5 053 & 0.72 1 Daleeid 18
Wk Vehscle = Ly 02% 4 020 200H 14
E-5842 ) 5 021+ 0,18 ({LEL ] 22
10 k] 012 £ 0,08 1R 16
MM W [ 016 & 0,12 120600 156"
* Bangle dose.

" 0005 ¢hi spmare st
" 0] chi-squane test.

o
AREAY

ce of genotoxic potential of E-5842 in this inviva

4., hscussion

EB-3842 is a o receptor ligand bemg developed as
potential antipsychotic compound. As part of the preclin-
ical safety-assessment program {or this compound, its
genotoxic potential was evaluated by means of an exten-
sive battery of in vitro and in vivo genetic toxicity assays.
These comprised an Ames test, a ciromosome aberration
assay in Human Lymphocytes, a Mouse Lymphoma gene
mutation assay, & rat hepatocyte micronuc leus assay, and
both a single-dose and a two-dose mouse micronucleus
assay. BE-5842 did not show genoloxie potential in the
Ames test, the mouse lvmphoma assay, the ral liver
micronueleus test, and the mouse bone- MArrow micsorm-
cleus assay. However, a clear increase in the frequency
of chromosome aberrations was observed in the chro-
moscime aberration assay in human lymphocytes, both
in the presence and absence of 59,

In the single-dose mouse bone-marrow  micromu-
cleus assay a slight increase in MNPCE frequency was
oteerved at the 48h sampling time point in animals
receiving the 200 mpke dese. Although the difference
with the vehicle-contral value did not reach statistical
significance, it was concluded that both the mean and
individual MNPCE frequencies slightly exceeded the
upper limit of the in-house mean backpround vehicle-
control values, which ranged from 1.1 i 3.5%. and were
comparable to those reported in the literature for this
strain of mice [25,26]. Although this marginal increase
in MNPCE frequency was observed at a dose level that
wias considerad 1o have exceeded the maxi mum 1olerated
dose in this study, which renders it of uncertain beo-
logical relevance, further follow-up experiments were
performed in order to elucidate the possible mechanism

79

underlying this effect. The resulis of these studies have
been reported elsewhere [24].

Briefly, in these experiments it was shown that oral
administration of E-5842 10 mice a the same dose levels
as used in the single-dose micromucleus test, produced
a marked, sustained and dose-related decrease in body
tempersture. The slight increase in MNPCE frequency
ohserved 48 h after sdministration of a 20 meke dose
of E-5841 was also shown (o be reproducible. Animals
receiving this particular dosage experienced a decrease
in mean rectal temperature of up to approximately
125C below the pre-administration temperature value
(36.2°C), with mean temperature values remaining well
below 33°C for a period in excess of 11 h However,
when the hypothermic effect of E-5842 administration
was avoided by housing the treated animals at increased
environmental temperature (3070 for 24 h, the MNPCE
frequency reverted to control values, showing that the
slight increase i the frequency of MNPCE observed
48h after administration of a 200mgkg dose was due
1o the marked hypothermic effect, not 1o a direct effect
af B-5842 on DNA. Morphological examination further
showed a clear increase in the number of relatively large
micromuclel in animals submitied to the hypothermic
effect of E-5842, in a pattern similar to it of spindle
poisons, thus suggesting disturbance of the mitotic appa-
ratus a5 a possible underlying mechanism [ 16,27-30].
Similar increases in micronuclens Mrequency secondary
1o a hypothermic effect have been reported in mice
for cther compounds with antidepressant activity, such
as chlorpromazine and reserpine [31,32]. Although of
lesser magnitude, similar effects have also been reported
inrats [33].

The results of these follow-up experiments thus con-
firm the lack of biological significance of the observed
marginal increase in MNPCE frequency at the 48h sam-
pling of animals treated with 200 mpkg E-5842, sug-
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gesting that this compound by isell Licks genotoxic
potential in the in vivo assays reporied here.

Several surveys on pharmaceutical compounds have
mentioned the in vitro chromesome aberration assay,
together with the mouse lymphoma assay, as being the
genoioxicity assay from the ICH standard battery test
[34,35] for which more frequent positive of equivocal
results have been claimed [36.37), with a considerable
number of in vitro clastogens and mouse lymphoma
pesitives lacking sepportive evidence for DNA reactiv-
ity [37.38). In a survey performed by Snyder [39] on
marketed prarmaceutical compounds, 28.7% of the eval-
uated compounds were reported to have a posttive result
i af least one genotokicity assay of the pre-ICHAOECD
stamdard four-test battery (Bacterial mutagenesis, invitro
cviogenelics, mouse lvmphoma assay, in vivo cyloge-
netics). Both the mouse lymphoma and the in vitro cyto-
penetic assays were the ones for which mone positives
were reponted, representing 24.8 and 25 of the com-
pounds tested, respectively, OF the pharmaceutical com-
pounds yielding positive resulis in particular in in vitro
mammalian cell assays, approximately 25% have been
considered to have known genodonic potential, like alky-
lating agents, nucleoside analogues or gyrase inhibilors
[37]. For some of the remaining compounds, positive
results have been associated to clear cytotoxic effects,
but for others no obvious explanation could be identified
[37]

It has been acknowledged that biclogically irrelevant
in vitro positive results may be produced under con-
ditions of high evictoxicity, and that this problem is
most often encountered with the chromosome aberra-
tion and mouse |ymphoma assays (37] Chromosome
aberrations seen in vitro under conditions of high tox-
Ky are in some cases ol considersd to be biolog-
ically rebevant [40]. For E-5842 no marked decreases
m mitodic index were observed at concendrations show-
g an mereased frequency of chromosome aberrations
in the human lymphocyte assay and no changes in pH
or osmelarity in the reaiment medivm were reconded
that could account for the observed clastogenic effects.
However, the pattern of mitotic inhibition suggests that
mitedic accumulation was ocourmng, and this may have
masked toxicity higher than was apparent from the
mitotic index data In this respect, culiures exposed to
300.7 pgfml of E-3842 for 20h in the absence of 59
(Experiment 2%, a concentration at which no clastogenic-
iy was observed, showed a mitotic index of 38% of
the vehicle-control value. Altogether, this would be in
agreement with the idea that determination of the mitotic
index can be a suboptimal choice for assessing toxicity
[41].
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The mechanism by which E-5842 could induce this
mitotic accumulation s 0 far unclear, but a possible
sigma recepior-mediated effect on cell-cyele kinetics of
the lymphocytes cannot be ruled out. Several psychoac-
tive drugs have been reported to interact with cells of the
immune system and moduliate immune function [42].
Sigma receptors are not only present in a varsety of
regions in the eentral nervous system bat also in many
peripheral tissues [43]. The existence of sigma sites in
human peripheral Blood keukocyies was first described
by Su et al. [44] and Walfie etal. [43], and the presence of
the two tvpes of sigmareceptors (types 1 and 2)on leuko-
cyles was [ater confirmed by Carr et al. [46]. Since then,
several observations have suggested a physiological rolke
for sigma ligands in the modulation of immune Menction
[47], and in vitro suppression or imhibition of b e Dy m-
procyte proliferation in response to mitogens has been
reported for several sigma ligands like (+-pentaeocine
[48], SR31747 [49] and igmesine [ 53], The potential of
gigma ligands to inhibit proliferation of various tumor
cell types has suggested that these compounds may be
suitable antineoplastic agents, and induction of apopto-
815 or cell-cyele amest has been sugpested as a possiblke
underlying mechanizm [S1,52].

Despite the mouse lvmphoma assay being consid-
ered capable of detecting compounds with potential to
induce gene mutation andfor clastogenic effects [ 53-56],
E-5842 proved negative in this assay. Although both the
mouse bone-marrow micronuclens assay and the rat liver
micranuclens assay are considered particularly suitable
for detecting clasiogenic effects, no in vivo cormelation
was found for the positive result obtained with E-5842
in the human lymphocyte chromosome aberration assay.
The induction of developmental abnormalities is a well-
known adverse effect of exposure 10 genoloxic agents.
Mechanizms known to be involved in the induction of ter-
alogenic cifiects are genotoxic stress-induced cell death
and sccumulation of DNA damage, which can result
in changes im both the rate and fidelity of the tran-
seription of key developmenial genes. In this respeci,
E-5842 has been shown to lack potential for inducing
embryo-fetal developmental abnormalities both in rats
anid rabbits after oral administration, as was established
in two regulaiory embryofetal developmental toxicity
siudies (unpublished resulis). These resulis would fur-
ther support the assumption that B-5842 would lack in
VivD genotoxic potential.

In the human lymphocyte chromosome aberration
assay the dose of 300.7 ppfml (200 exposure) was the
highsest at which no clastogenic effects were observed in
the ahsence of 59. For treatment in the presence of 59,
173.2 pp/ml (3h exposure) could be considered as the
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highest concentration lacking clastopenic effects in this
AREAY.

I clmical studies, the mean peak plasma concen-
tration (O ) values reached under steady-state con-
ditions in healthy human volunieers afler repeated oral
administration of E-5842 atthe maximum tolerated dose
(MTD) of 10 mp/day, were determined to be 19,1 ng/ml
(unpublished results). Thus, concentrations at which no
clastogenic effects were observied in the human chromo-
some aberration assay were about B000-15,T00 times
higher than the peak plasma levels measured in humans
at the MTD. In the movse lvmphoma assay negative
resulls were obtained at concentrations that ranged from
557 ppfol up to 303,85 pefml (e =200 times the
humisn Cg valueh Mean plasma concentrations deter-
mined in the in vivo genoloxicity assavs from which
blood samples were taken 1 hour after E-5842 admin-
istration. were 20268 ngfml for mice (40mgfkg) and
44 5ng/ml for rats (100 mgke). Thus, exposure in
humans at the MTD would be at least between 20 and
100 times lower than the concentrations coverad by the
in vivo assavs in rats and mice, respectively.

In conelusion, despite the positive result oblamed in
the Human Lymphocyie chromosome aberration assay,
a weight-of-evidence analvsis, taking into consideration
the results obtained in the different in vitro and in vivo
assays and the conditions of proposed clinical use, would
sugpest that E-5842 would not pose a genotoxic nisk to
humans.
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4.2. Resumen del contenido del articulo 2

Induction of micronuclei in mouse bone-marrow erythrocytes in association with
hypothermia after administration of the sigma receptor ligand E-5842.

El farmaco experimental E-5842 ha mostrado inducir un ligero incremento en la frecuencia de
EPCMN en el ensayo de MN en médula 6sea de raton (ver Articulo 1). Este efecto fue
considerado atipico por producirse a una dosis intermedia (200 mg/Kg) y a un tiempo de
muestreo tardio (48 h). La observacion de que los animales se mostraban frios al tacto hizo
sospechar en la existencia de un posible efecto hipotérmico. La induccién de hipotermia se
considera un posible factor de confusion en la realizacion e interpretacion del ensayo de MN
en roedor, en cuanto que condiciones de hipotermia intensa y prolongada se han asociado a
incrementos en la formacion de MN en eritrocitos de roedor (COM, 2003; EMEA, 2006;
Tweats et al., 2007a).

El presente trabajo constd de dos estudios. En el primero, se estudio el efecto de la
administracion oral de E-5842 sobre la temperatura corporal en raton y sobre la frecuencia de
EPCMN en médula 6sea. En el segundo estudio, se evalud el efecto que la reversion de la
hipotermia producida por la administracion de E-5842 tenia sobre la frecuencia de EPCMN.
Asimismo, se estudid el tamafio relativo de los MN inducidos con el fin de establecer su

posible origen clastogénico o aneugénico.

Los resultados obtenidos confirman que la administracion oral de E-5842 produce hipotermia
en ratones, aumentando la intensidad y duracion del efecto con la dosis administrada. A la
dosis de 200 mg/Kg, el efecto hipotérmico estaba asociado a un incremento en la frecuencia
de EPCMN en médula dsea (48 h), confirmando los resultados obtenidos previamente en este
ensayo in vivo (ver Articulo 1). Al evitar el efecto hipotérmico mediante la exposicion de los
animales a condiciones de temperatura ambiental aumentada (30 °C, 24 h), los valores de
frecuencia de EPCMN revertieron a valores basales. Nuestros resultados indican que el
incremento en la frecuencia de EPCMN observado en este ensayo in vivo (200 mg/Kg, 48 h) es
atribuible al intenso y prolongado efecto hipotérmico producido por la administracion de E-5842,

y no a una actividad genotdxica intrinseca de este farmaco experimental.

El contenido de este articulo consta en el Anexo 1.
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ARTICULO 2

Induction of micronuclei in mouse bone-marrow erythrocytes in association with

hypothermia after administration of the sigma receptor ligand E-5842.

Guzman A., Garcia C., Marin A.P., Ruiz M.T., Tortajada A., Fernandez de Henestrosa A.R.

Mutat. Res. 2004: 565 11-22.

Ver Anexo 1.
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4.3. Resumen del contenido del articulo 3

Evaluation of the genotoxic potential of three phenyltetrahydropyridinyl butylazole-
derived sigma-receptor ligand drug candidates.

Como parte del programa de investigacion realizado en ESTEVE para la sintesis de nuevos
farmacos con afinidad por el receptor o, se obtuvieron una serie de analogos estructurales del
E-5842 derivados de la estructura comtn de feniltetrahidropiridinil butilazolina (FTHPB).
Entre los productos sintetizados destacaron los farmacos experimentales A, B y C,
seleccionados para su desarrollo por su perfil de actividad en modelos preclinicos de actividad

farmacologica.

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial genotoxico de los farmacos experimentales
A, B y C, mediante la realizaciéon de una bateria de ensayos in vitro e in vivo de
genotoxicidad, de acuerdo con los requerimientos establecidos por las autoridades reguladoras
(ICH S2B, 1997). Los tres farmacos fueron evaluados en el ensayo in vitro de mutacion
génica en bacterias (test de Ames), el ensayo in vitro de mutacion génica y aberraciones
cromosdmicas en células de mamifero (ML), y el ensayo in vivo de MN en eritrocitos de
médula 6sea de raton tras administracion oral a dosis Unica. Junto a la valoracion del potencial
genotdxico, los estudios realizados tenian como objetivo comprobar la existencia de posibles
efectos de clase, derivados de su diana farmacoldgica comin (el receptor G), o de su similar

estructura quimica derivada de la FTHPB.

De los resultados obtenidos se concluye que los farmacos experimentales A, B y C carecen de
potencial genotoxico en los ensayos in vitro e in vivo realizados, lo que sugiere que la
exposicion a estos farmacos bajo condiciones clinicas de uso no representa riesgo genotoxico.
En el ensayo in vivo de MN en raton, la administracion oral de los farmacos A, B y C produce
un claro descenso de la temperatura corporal a las dosis superiores ensayadas, siendo la
intensidad y duracion del efecto hipotérmico claramente inferiores a la inducida por el E-
5842. Nuestros resultados sugieren que para esta serie quimica de ligandos para el receptor
o1, la induccion de hipotermia tras la administracion oral en raton podria constituir un posible
efecto de clase. No obstante, la induccion de incrementos en la frecuencia de EPCMN como
efecto secundario a la induccion de hipotermia parece ser un efecto aislado del E-5842 y no

un efecto de clase de los ligandos para el receptor o derivados de FTHPB.
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ARTICULO 3

Evaluation of the genotoxic potential of three phenyltetrahydropyridinyl butylazole-derived

sigma-receptor ligand drug candidates.

Guzman A., Garcia C., Marin A.P., Proudlock R.J., Fernandez de Henestrosa A.R., Ruiz
M.T., Tortajada A., Lloyd M., Marcos R.

Mutat. Res. 2008: 653, 91-98.
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sigma recegior-banding prnpc-rﬂrs umrwlu.lndﬁn-rp:'mlm}; potential in the BCH stamdard bavery of
penetic inaicology assays. These comprised an Ames test, 2 maouse-bemphoma asaay, and 2 moase bone-

TR [BCTCT letas b, THe IR iimiEm tesl comoentraims in the fa vitre assays were decermined ty
the sl ity and ) oF the cytotenicity of the compoands, In the mouse micromackeus assay, the compouands
were admanisered orally an three bevels up tothe maximam ioderased dase (MTIL Megative resuls were

h.lt_-.h.:d: |.P'I'I!Pﬂ:l-drm'\rd druege ra'ldlhlu 'mlh

obtaimed for all three drug candidates in the Ames test and in the moese-lymphoma assay, both in the

[rom—e
fenoton icity
?mlw

Hypobermaly

alsenge of presence of metabolic actvation, Inthe mauwe micronuckeus tese, there was no effece on the
frequency of micronucleared potychromaic enythrocyies (MNPCE | in bone marmow after oral adminisara-
tian of amy af the three test compounds, af any dose level of sampling time (24 and 48 1], Adminisiration
of all three compounds an the MTD indaced a clear decrease in maouse body-lemperanere of 3,0 -48°C
below noemals the emperatiore returned oo neemal within 8 b of dese administration. The produced

mild Fyporhermia and atsence of meronuclews nducion was in conirast o the induction of MRFCE
sevenidary to marked lypothermia reported for a stcturally similar FTHPB-dernved sigma-receptor lig-
and, the amipsychotic compound E-5842, The resulis chiained in the cament seties of sindies suggest
that exposure 1o the thiee tested PTHPE-derived drsg candidates would ol pose 4 geicdonic rak under

clindcal comidstsan,

© 0E Elservier BV, All rigthts. reserved,

1. Introduction

In the search for new therapeutic allematives, signma (o) recep
tors have been suggested as possible pharmacological argets foo
the therapeutic treatment of several conditions lﬂ'ﬁfirﬂ btk ceti-
iral nervous system and peripheral tisses | 1] The existence of o
recepions was first propesed about 30 years ago by Martin ez al. [ 2],
and although they were ariginally classed as a subiygse of the opi-
oid recepron, currently they are accepted as a new receptor family,
distinct [rom neurotransmitter of hormonal receptons.
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lizsed on pharmacological and anastomical disribution prop-
ertie, ar leagt mwo feceplor subiypes are identifiable. called,
respectively sigma- 1 (o Jand sgma-2 (a5} 4] The oy -teceplors
are thought o modulave the activity of a variety of recepaors
and ionic chanmels, inchsding neuronal firing and release of sev-
eral neurotransminiers. As such, an extensive range of therapeutic
indicationes lus been proposed for this receptor subtype, includ-
ing treatment of schizophrenia, dngg abiee, siress, depression,
demyelinating illnesses and inflammation |1} The oy-receptor is
thought o be imvalved in the regulation of cell proliferation and
maintenance of celludar viability sumpesting the possible use of
oy -receptor ligands as antinemour agenis |51

As pant ol a research programime devoted 1o the synthesis and
identification of new chemdeal entities with optimised oy -receplor
bimting amd drug-like properties, a series of phemdtetralindrogy
ridimyl butylazole [FTHPE)-derived drug candidates were selected
for development as potential therapeutic agents. These compounds
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o A, (e ot al £ Ao Resrarol 650 (002 01 -5

inclisled 4-{4-chiorophemyl )--[4-{4-chloro- 1H-pyraeal - 1 -9 -
w1236 werahydrogyridine  (compound A CAS  177945-11-
BL - (4.5-dichiloro- I methnd- L H-imuLazol - 1o datyl]-1,2,36
tetrahydro-4-| 3-(irifluoromethyl jphemd |pyridine (compound B,
CAS 17784504-1), and  4-[4-chlorophessd - 1,236 1etralndro
(A TH-12 0 - briacol- 1y butyd] - pyridine (composmd C©, CAS
Z55736-50-4)

The process of asessing the genotosic potential of 4 deug can-
didate is a coucial and mandatory step within its dewelopment
programme, because of the relevance for human safety in rela-
tion to the patential induction of earcinogenesis and hereditary
defects. Mo single genotosicity test is capable of detecting all ref-
evant genobegic agents so, in accordance with current regulatory
requirements, pharmaceutical compounds are assessed for geno-
ool e potential by testimg them in a battery of in vire and in wee
Enoteicity assays [6.7]

Current published information on the genotoxlc potentlal of
FTHPE-derived sigma-recepor ligands has, to be besy of our knoed-
edge, been limited to the studies conducted with the antipsychotic
drug candidae E-5842, This compound was assessed for geno-
roicity in an extended banery of e wire an in wee regulatory
genotoxicity assays and, on a weight-of-evidence basis, consid-
efed to have no genstcie risk under elinical conditiens of human
exposure [E]. Negative results were abtained in the Ames test,
the mouse-mphoma assay, and In tvao-dose mouse bone- marmos
and sirgle-dose rag-liver micronucleis rests, A positive resull was
obtaned in an fu vitre Ioman ymphooyte chaomosonse aberra-
tion assay amd a marginal increase in MNPCE frequeency abowve
histerical backgroumd level was observed in a single-dose mouse
bt rmarrons micronsckeus test, These lindings were attributed
to ligh cyrotoxicity and compsound -induced fypothermia n mice,
respectively, and considered to Lick biclogical significance |8].
Howveves, the increase in micronucless (MM ] frequency secondary
i E-5842-induced hypothermia prompted concern for assessment
of genotoxcity becoming a complicating Cactor in assessment of
genatoxicaily of other sigrma-receplor ligam dneg candidates,

‘We report here the results that were obtained when, as part
of their precinical salery Esesment programme, thiee FTHIE
derived spmaqreceptor ligand drag candidates (compounds A,

Tabile 1

B and ) were assessed for genotede activity in the ICH stan-
dard battery of genstic toxicology assas conducted acconding 1o
internaticnally accepted standards, These camprised a bacterial
reverse-ration assay [Ames test), an in viro mammalian gene
matation and chromosome sberration sy inmouse- yimphoma
LSIVEY tk*~ cells, and an in vive mowss bone-mamow microm-
cleis pest. The results obtained and their relevance in terms of
Hak assessment and in the conte of cirrent knowledges on
previousdy tested FTHPB-derived sigma-receptor ligands are dis-
cussnl.
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Compoursd A, B and © bulk poveders were synthes ed by Esceve [ Barcelona,
Spuin (Tabie 1L snd were sdminitered an e bune olionte, pdeochboride and
climate salen, revpectively. All concrmirations and doas kevels are eopres sed ngenms
of their aoaresgonding free bune. Purity of bulk prwden was abways shove 09401

Far the i vire soudbe, mhuhummd-hhmm-mqn“ﬂ]m
wrmporsd A, In tewete -os e b owater fod oomp Foandi il
A 1 ] o e | moase - hemiphomna aseay' | fon compound © Forin vivo soedie,
compounds & and C veere foamulated o vobtiom o watet and oompound B owas
[ g 6 A 6 U T D i agueotn |5 meiylocul e, Andeab vweere daded orally
Iy gavage using 4 dose volume of 10 {mmpounds A snd C) or 20 mi/kp bodywelght
(oompound B). Vehbdes tsed for rest subnzance formulation were given s negatve
woiiterl [webiiche ool | i the cormes ponding «hadles

T T cheimbcads wene Bad o paslthe ook S-aminoaridine
-:ML‘J. F.aminoanibescens (AAH], beneolaiprene [BF), opclophosphusnide [(FL

i i (NI, - ool [THE L, - ro-0- ol Ty and] L s (MOPTE,
4 lenq-dnﬂn 1-rmicher (MG, and dodium aride (MaM; | MBI wos obaised fiom
A0S, and rest of coanpoinds from Sigma-Aldrich. For meas ment, CF, MMC and MaN,
were divuohed in waler, and the remaining pocitive comred. veeee dissolved in
DIRESL Vidthohe i poos | 1, Wil ] e a1l Rdane dise woliiine d
i ir cormespoading tesn commpound.

22 Amen e

Thee paresi b o n wesrsion of the Ames test was. carmiesd oot i acoondance with
mnm_mulhlm mmpqmm.emm gukdeline | 10].
Four 5 whic sersm (TAGE, TAID, TARSIS
el TAIE T and a1 Exhpicisad ool ETp0phars- requiring § main [WP A pM 101
were iperd. flactenial sirsir veere cbtained fiom the Folllowing suppliens: TAGH,TA 108
itwd TARS TS o CECT (Walendcia, Spaim | TA 15 37 froim b oo [Manyland, LISA ), and
E. gnlt from DEMT [ Rraumchoosy, Genmany)

Thwenwcal i tune g F; -fece plod-Idisg dSindty of (B Ehiee trued phetylimtcabnadiagyriding Eaayladode-dreehoed g eroepiion gy, sl of §-5542
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Table 2

a1

Resulis of Ames. teds oondsaed with the three resind phemyheralydmmpyriding baryiieoke Jnaloeg s

Tt smimbance Tora it | gt plate ) lean bt revertat oolonie. pet platet
TR T TAEDS TABI? I cnli WPZ vl
50 ] -5t ] ~50 55 ~55 56 ~ 5 o8
Compound &
Experisment | Velicle T LY (L] 1510 T T T 1240 420 HET
T 20 Iy M 513 no ni 120 1o wy HiR
1533 223 L 1460 1507 63 03 (1K1] 123 Mo D
LR .y o JELL 453 W7 ny nr 13 wr H&0
BLIZ 3 n 140 (L] I 20 na na 5D MO
12265 210 T 1id ey 07 0T 0 17 EET I T ]
b ] 204 L7 o 1521 i Rl 14 1na 411 w7
Pos. control® kL [T WRAT MY sl BT =1008° Erilig
Expeiinwit 7 Vehick 210 g 11T 131 13000 0T 130 143 na 90  1MT
151 50 L1 1241 1283 17 150 1540 120 581 Thao
W66 80 154 1963 74 LR nr 113 (T} G40 167
G112 213 4213 1007 (i 0] 003 12 7 A &7 o
122465 260 247 160 1280 ny ny na 13 BT 1153
6T a7 FLW) 12200 12401 FL 157 ] i 1] 48,3 Ba.7
H0A 2k 23 W #in 13 L7 40 = By AT
JPos. control* B AT 4127 ot 2863 it ST TS *1008° B
Compound B
Experiment 1 Vihicle ny 57 1103 1360 167 1510 73 137 &7 1M
625 60 a0 nid oy (] 133 50 73 653 WaD
1250 203 A L[] 13 LETH 15.3 a7 133 (T )
Ta00 253 410 160 1207 1y 150 ni 18 &Ly (00T
540100 153 413 61 na 1y CE] 47 i LT v |
106 06 20 153 ] ned 13 150 &7 T Wy waT
pLaT] i KL i 7 47 67 - 1] 1.7 W
Pos. conoml® 12607 B 0L ey a0 et et osaT om0 MW
Experienent ? Velddle 3 427 1350 1237 150 153 a0 73 mr T
635 BT 240 107 1207 i nr e | 123 621 1B7
1250 M1 IR0 1y 1347 1% 150 (LE] M 10 1y
0 kL K E [ mis 160 167 1.7 a7 a0 T wan
0040 173 ni o T (1 & 125 L] 153 GBS 1165
1040080 an A 1 170 11 167 0 i 653 M3
100,00 BT kL 611 1080 i3 1.7 o7 3 AlL3 %3
P control® 153" LT ¥ 4037 AT Nadt wIALT TR0 w000 MLy
Compound €
Expeitenent 1 Vildcke Mo M3 WML nsm MY 5.7 ina 1o ErT R E ]
g 18 1y 41 Lk st 213 160 na a3 LT I F e |
970 53 ay L 160 10 163 T 0T 27 m7
15458 1y 3T 510 ney ELT 1o ni a7 1k T e & |
BT M3 o E 150 kil E e a7 nr 1530
T 24T 113 . (2§ 43 . na an ny  nBa
155666 150 anr = 187 E i na 210 1.0
Pos. control® BT LY o WY 81y By moe  aa =008 HLY
Experiment 2 Virkicle FF Wi WL 1213 FL ) 04 1T 15T wa
G5 I3 KT W0 1223 HT 193 ni NT e i N 11
bk T KT 10411 (i b P 150 (1] NI L3 AT
155 ILT LT st ri b 233 1503 nr (] Wi 1183
BRI 113 6T T 1233 Fr] 103 1na M7 121 Ey
T 150 BT i 1220 313 180 ni (5] i 1Ea
1556 60 1 FL T 13 170 43 1] Wi 10 A1
S (TR 0 123 a3
Pa. control® 1867 jL s 1513 60" speT 51T MY 1 16T

* M of T peplicas for all leted ooreditiom.

b atnence of 59, TASS: HOPDIZKE (12 pgiplate): TAIO0 and TABSIS: Mally (025-1pgiplater TABIE AAC [5-50pgipkne) E oo WFT awd (pKMI0I:
WG (K175 g plate). I st 6055, AN | 1 -5 pugiplatn ), eI Sdenrs &-Iesd: -; o bevertants due 10 sty

A BEnpen vample of pach Deber ifrain was Euneed a6 culisie prepaeed and
e i lise expomential grrwth phaie. Each s substance wat sidessed in pwo
indepeosdeni mperi wachoondwded i dbmenoe and of 4 55 Trimowa
o, Germamy | metabolic actvation wystem, usg triplicate plaies. for ead et
dll Eine oosherBETation, velticle of poithe conenal, and Heatment cosdion For
Experiment L testconcemrainons were seleched hasesd om the resslns of a prediminary
wuehy, Tenl e varirations s oondigiomm. aie delsled in Tatde 7

By, 01 oll o vt s Canc | oo sl - o posithve-oominod soluteen L 061 mil of
Buactetial cabine and (5 il of BRGS0 m | phoplute-Dofler solution s iremest
withoar acthvation] wene mixed and incubated for 20 min &t 77 -C, beloe addition
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of 2 ind inlen sgas af 40 <C apd poured omba Yoge| Rosser-F eenasal jhaooee agar
phates. Pt were imversed and inoshased Sor 48 T2 har 1700 e dark Reve mam
ookt ywere oomnbed snd Daclground Lave win. i pecied g sigm ol [osicity o
compmnd precipitatkoen. Mean plate oooms were cabculabed for each exgerimental
jpeink. Dhianiett's 1t | 11] wein e 16 doemgpaie colnis of sach Geal didnlanos oof-
oEmra o with dhe cormes pomsding ve hicle comtmd. For the posiniee ooamtnod, Snsdent’s
#-0ed [ 12 |win used In compate counib wih negative- ool oounts. The noaay way
oo ered podd tve Mo MHikagenk sty wilen e Durme s ge 0 e & s gl i
Teigen (= 0007 |, 1 ils wet # hovwerd d0se-CormeLation, Jmd i pokithe offecl was
reproducilile
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Talsle 1
Roes s of mistne lymphoima aasays conducted with the tinee tested pheny tratydeo pyriding borylazoke aalogues
Teit andss anioe Erpetimsent 1 Experiment I
=5 o5 =5 LE ]
Teeatment! (agied] RS MF  Treskmene (pgiml] SRS MF Treatmeas [jgind) IR MF Trestmesa® (uginl] RS MF
Coanpoamd A Veliicle Ml 111 Viehicle W 10 Nehide 1 1 Vebiche [ I < ]
g W Ny 635 02 L M N S Wy I
L] ooy s s I 24 S 115 125 L% .
125 br R | & o 47 BE Tl 5 7 13
= & 1M e 52 1 &5 56 & 50 5 MR
o - I [ b i 63 T~ 1] n o4t
b | N o m
% L.
M}, O 91 A= BR2 B 13 MO noe HE 252 B2 & m
Cisrissmsad B Velikch W B Vehice My W Wehide 1 A0 Vehicles [ N1
| L an a4 o 055 2 moan ™ 5
461 B Ta 937 55 #1115 B T Ik 02 5
922 Wl EL 144 Ll 1 2m o2 W 17 | 1.
iLEY & Wm 7 o Bl dA&1 w13 ses 5 55
211 41 ¥ 9 50 6E- BXY 55 Hl 4R W
i M 9 4R 8 D W sar m
i LI T 1M ma & 1
B, DU T R Bl I MO0 B4 M WR7 51 &M
Coampeoemmad Velilcle W I Viehicle WM W) Wehicle TME TN Veldcke ([ R
e W 25 1 25 M| o s LTI - |
B B F k] & 41 1M o i
= OIS o n % om 14 B &0 oy
04 40 PBE 150 EE Wl B ] =
s n 1 0 4 222 25 o s I3 s
125 I M Mm ® TR O 41 130
] -] b+ S S L
15 | P LU [ "=
B], O 18 344 BR2 M GED MO0 B M B2 Th MG

¢ Bk s preence of 55 1 b (Fagp | and 34 b Exgp ) in stnernce of 55 ME; Mutant freguency per 50 irable celh
[ LT e

¥ Mot plinal for vinalany S-TFT

¢ Exchided rom staintical snalysis doe to escessiee toxiaty.
F Tt usbs e precipitite

¥ po S ety e " < QU057 p <001 chi-square.

23 Mogse lyorpdoem thrreridme ke ey

T i cpovoell Bmctiadion ves on ol Hhe iy | 17 win caiiied ol | sooond s
with the curer DECE gubdelines | 14). LSEPAY TE™ moise- hmmptoma ool were
obisimed [rom the American Type Culisee Collsction (ATOC) Each fesd sulndamoe
‘wat assayed i rwn bndependan experiments, sach conducted in the absende and
presemce of 5T (Mollo, LSA | metaltsldic sctsyalion vyt D perimeanl | oo bied
of & T-h trearment petind in e dvence and presence of $9 (7K final ooRcenma-
Hioof ] weith Coampengasd lecied hased on he resubts of 2
sy For Bxperimem T, oreamnent is che sheemos of 50w @oeidod o 240 Tea
imheriialioi aid oondiioen s detiled i Tale T

Maximum wehicle concemraiions: in trestment medinm were 1 and T for
[AMSCH s weated, e pectively. For lreatiment, sppooisnatel ¥ ol wate e posed
i EPRT 1680 mued d with & or 1S Besree semmn (forthe 3 and Td-h
h'ﬂl.mnh.ruwclhlr:-. 100 g iml gentamyan and 25 gl smphotericine I, s
I7-C i 5% OO, Deaplicate culiures weere set-up for ihe velide contmd and each
et aunLance condeniration, sl degle cultunes for s Eive onntech, After the 1
o 2-h oeammsent, the oells were v bed with osbure mesdiom, re-susperded |n
rrlri:ln'nllh WO werum and, when spprigeiste, their concemtration sdjmled 1o
2w 10 cellsfml

Fe deiedermution of ssvhal, culee samples were diluted 16 Soelb/ed in
mesdimmn with 200 cerum, seeded min SGowell micopliies a1 am average of
TEgwlbfwell aml incubated fior B dos, Wells oorfsneng visbie clones. wem
idenrified and cosmed. For aseessment of mutaricrs, oells vwepe allowed an e
shen peericad of ¥ diys with the ool coacenbration adjusied soas nob o exceed
1% 10° cells/ml. AR the end of the expression period, cells wiere plated one 96 well
plates s g awerape of LGoelbjvwell and inculated for 10- 11 day for sveeismem
of wiahiliry. Cells were plated at an average of 2 107 cellsjwell in the presence of
G ariefuca hnimsdine (Tygimil), snd incubated for 12 dugy for simasnent of mmis
s Ve Il o g cloms wele Wlemtified and coumied. Lasge end immall colonies
were ddeded B welide Jesl poibthe coatrol, Fed eadh tvatinesd oondition 10
peroemiige relate sunival [185) 5 compased wish vehicke onoml ouloee and
e mitant Bregueney per 10° viable ool [MF) were deferinined. The §og il
Irequency I the wehick conteed was o with tha foes each ITesment
oonoerdration by means of Dunneti's el [11)] amd checked for & linear trens by

chi-square, someding v UKEMS pusdelines [ 15] The resolt was com idered posb.
e wwiteed) Eheie ik & SR fcas increass In Ee miant freg uency over the velide
ool Fit e o ITHAE concenirations, and these was a signifcant doae raponse

24, Moo bosr-murew micoeci e

Thet mibcredwacheis 1o win perfoamesd soconding o e method of Schaed | 16]
with appeopriaie modifications to confom with current soentific cecomme ndations
sl repedatony requireimens | 17]. Mlalke an) female 71 alling outhied mioe weee
obataamed from Harlan UK or Charkes. River UK Animais were randomnly aliocated
reameent grougs and caged in groups of maimum fve of the same sec Animaks
were hosed in air-mnditioned rooom witl teengerature and e lthe B ity s et at
carget walues o 23 0 andd S0l ng s comtrelled 1o give 2 13- hilight -dak opcke.
m-mhdhummwmmlrdmﬁetﬁmuiil arsd Spencial Doty Ser.
wices ) and verse alloswed 1o soclimatize 1o e described forat beant 5 dap
hetore trest et D (e day of den by, animah were appiomimately T-Dweeka old
amed I 3 wekghn range of 2515 g Bor males and [5-26 ¢ for femuales, ATl protedure
imrohvingg animals and their care were comsdiscied in sirict oo oty with te Euro:
pean Cominainily Gidde g W Care and Use of Laboratedy Anisnadi | EE]. Dose levels
were welectid based on prefiminary sndies, with severiny of obsaneed clinkcal igns
amed jor mnotaliny beeing appied a4 o5 Bmiting criteria | 1) The dode bevels for the
i vhudy are vhown in Table 4 For each siudy, five male and fave f2imule mice
Trestn wedische atud pes it comArol End FTom each Dol sidsranoe &0 - EToep wee
saitificed by cervical dislocation 2 B after o In adidition, Bvee mmale and five
ferrale e froq fie v hicle and ligh-dose gosps werenacrifioed 48 b after desiig,
Iimimedisieky sier enthanayia (he fernee were diiected, bone mamm exirscied,
il ed] vt Bowtal Cal e ne dtl T - ITUTTOR SIS P eured. The SITears weie
Tooed il medhunol and stained with Giemes Ssdes were onded and sxamined
unded |ightt indcroncegy, For ¢ach aniimal, e pelithee progomion of polychinmatic
(PCE ) amed normnochismatic erythrocyies. [HCE ] was detemmined by coumting a soul

of e T minmiber of mikcronisckeaned Ty nOyes
| MENEE | wars et ermdmed] by e nation of J00 PCES per animal

To cleck for paibde compourd- indisced Inpottemmis i 4 confoinding (e-
tor | 70 pecial iemperatme was measured im group of three male amals each
recreeing el highest st dose {150, 177 and T0mg g for compoesesds A and €,
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Tabile 4

Results of mosse bone- mumow mimoniscen s cond icned with the thies sesned phe nylse trathydropyTidimyd tunfdarok: analogees

Tt smimLance Trestment (mellkg] Sarmpliegg tiene (h) N PCLINCT e 2 S0 ) MNPCE 00 PCEs [ cam 2 5.0
Compound A Vehiche M (1] 136 & 041 Il & 08
W lich &5 i LI & 037 LY & 0LEY
m M w 151 2 03 20 & 12
e M i 154 4 057 L7 eamn
150 M [} LS & 042 15 & QLG2
(] & 1] L4l & 09 174 114
[n 50 M 1 W85 & 0L s R L
Compound B Vetuihe b 1 i 4 OB 8 4 048
Vehichs £ i E 4 013 A & 054
4 4 L gy an A 4 047
EE M wn s & 07 05 & 04
L e iy Ly o 00T 7 & 04
T £ i ELE T 10 & 0ET
I 17 4 iy OE3 @ 003 16 & 15T
Compound Vehicle M [} LET 4+ 70 15 4 108
Webicle &5 n 141 & 0¥ 01 @ 00
L M i L & O 1§ & 0LGT
L] 4 i L4 0150 1340
120 b 1] 1% 4 02 15 4+ 033
12 & L L e 4 4 107
50 M (1] ot 4 037 S & TAGT

T o000 DRNNETT'S BeSt

respecEvely L A similar geoup waler actiad & 4 megative coteol for nectal
s faloie imoaiiement. Rectl fmmpersluse win pecofded by ie s of 4 8igit)
Iy (P OAIL R, oonnecsed 103 thesmal probe [ Model $83, Selecta)
Thae proise vk catefilly Briened sectlly i e mouss Jaboan T8 ), which was
gemily pemained by hanad, and the tempesature ws reconded S5 after peadoss sia
Bl atinn Measiieitietts wee s efofined ol priod (Tusal iempeditue) and 12,4,
6.8 amd 24 after meamnent

Tt machs tivatinent growp, e fequency of MNPOE (made o Seirales, e
raiely and combined ) was with that ivithe comespotding vehicle-contiol
drootip by M o the Duifinett’s (e | 1] aMer cank trandformanam of the Lila The
tewdll s ooenidered poitive when therm wan 8 statikieally shpsiBicant increans
e 0ults] in the Brequency of MNPCE for at kst at one doce, with the grosp mean
awceeding the hintorical yehicle-oostrol cinge, For mossnsent of effecds on boy-
trenpera e, Edwvidual ool lemperate values were comvert e info peroentage
ek e o v i ) ) s nerviper AR T, A Py | e NSRRI, i | dm by -
sl ol variamoe (AMOVA] with repeated measines o the cime Goor wie performed.
Hedlowrd by individual compariion of grosp emesn valuey agalnst the oncumes
negatiee-controd groag iy Dunmetr's test | 11]. Resuhis were comskdensd sathai-
cally skenificass whion peis

3. Resulis
11, Ames fest

The results of the Ames tests are shown in Table 2 After expo-
sure 1o the test compounds there was no Inerease in the number of
revertantsin amy of the treated strains and atarmpal the test concen-
irations, elther in the presenceor absence of 559, Prec pitation of the
test substance was observed [or compound A theliighesttest con.
cenlration [ 450,58 pgiplate) inmost strains, Evidence of taicity in
thee Form of a reduction in the number of revertants was apparent
for all three tested compounds in mest strins following rea.
ment at the highest test concentrations, both in the presence and
absence of 549, The |ower oxclny showm by the miazol -substinmed
FTHPE analogue (compound C)L 2 compared o the pyrazole. and
Imidacale-substitubed compounds [compounsds A axd B, respec-
tiviely L, allowed resting at higher concentrations. For compounds 8
and C oytotoxicity was generally highers in absence of S5, while for
compourni] A this trend was less obwious, Positive controds produced
statistically significant increases [p <000 ) in e mimber of pever-
tants, confirming the semsitivity of the test system and the activity
of the 549 miw It was concluded that the three FTHPE-derived com-
jpournids weie ol genotaxc inthis bacierial sytem,
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12 Motse-lymphomae assay

Theresults of the mouse-lymphoma assays ane shown inTable 3,
There was no relevant increase in the musani frequency afier
expasure to any of the thees test compounds. For compound A, a
small but statistically sigmificant increase in the mutant frequency
was observed in Experiment 2 a1 the highest tested concentration
(100 g fmb}in the presence of 35, which reached awvalbue (4210 that
excesded the sum of the mean of the vehicle control [272] and
the Glebal Evalwmion Factor [ 126), a8 recommended by Moore st
al. [21 ] This slight increase was, owsver, consilered without bio-
logical significance as |t was atiributed to severe delayed toxiclny
indicarad by a poor grewah in suspension during the expredsion
period and a depression in plating efficiency on Day 2 (6% relative
ol growth ), In addition. a similar effect was not seen ar this same
concentration in Experiment 1. Weak linear trends were seen both
in Experiments 1 and 2 in the presence ol 59, which were due to
stighily increased mutant frequencies at the top dose and were con-
sidered ta be of no biological sgnificance. The ool substinued
FTHFE analogue | compound C)was less oytofoxlc compared with
the siructura] analogues [compounds A amd B All three test com-
pounds genetally showed higher taxicity in the absence of S0
Test substance precipitation was only obsenved Tor compoamd A
in Experiment 1, at the highest concentration tested in the absence
of 59 and at the highest two dosss in the presence of S50 A clear
increase inmutant frequencywas observed (n cultures treated with
the positive controls, thns showing the validing of the axperimen.
tal madel used, Thus, the three tested FTHPE-derived compounds
were congidered tobe not genotoxic inthe mowse. ymphoma sEen.

A3 Home-marrow motse micromicles fest

After oral adminkstration of the theee FTHPB-devived com-
pounds, clinical signs of CMS excitation, including tremors,
comvulgions and ewilching. were observsd amoig high-dose group
animals, Clinical signs such as decreased motor activity, ataxia,
pogis amd hunched back were also eccasionally observed among
o of the mid- and low-dose group animals, Animals gener-
ally recovered thelr normal cutward appearance apgrosdmaceiy G h
alter adinindsiration. A single death oocuried at the highest dose
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A0 ] codogy assays. These comprised a bacterial reverse-mistation assay
] — (Ames test), an i vitmo gene mutation and chromosome abemration

U

4

Wsn rectsl emperatune (5G]
B

o 1 2 4 B -] 24
Tirmas (h)

Pl 1. Bffect of ora)l adominbtration of compounds A B and C a1 thelr oormes ponding:
BT £ fdce Pl Bemmped 11ine, Boctal be mperatiile wid Beghlered with & dipedl
theranerme et ot 7 time jodt dudeg 5 T4 b period aiter sdenisstion of either.
water | ), compound A (], compound B (W] or compound © [v].

tested for compaund B [ 177 miglkgh The mecomled mortality and
Ineensity of the clincal signs confirmed thar madmuom oleraved
doses (MTD) had been effectively schieved |19]. For all studies,
MNPCE meean frequeencies in wehicle-controd animals were consis-
tent with historical negative-control valwes in the laboratory. and
comparable with those reported i the literature for this strain of
mice [ X223 ] During anadysisof the bone marrow no statistically or
biologically significant increxse in MNPCE [fequency was observed
in the weated grougs, a0 any test dose of sampling time [Table 4).
Fositive-conirol substances Induced marked and stadstically sig-
nificant increases (p< 0,000 ) in MNPCE frequency, confirming the
serisdtiv|ty of the tes syem. Mo evidence of bome- man ow toxicicy,
as indicated by a decrease in the PCETNCE ratio, was observed after
administration of amy of the three test compounds. Among animals
reated with the positive contiol CF, a clear decreass in the mean
POE/MCE ratiowas ohserved, |twas concluded that the thres FTHPR
anaboguies stowed no potential for genadode activity in this fa vee

AREAY

The effect of oral admintstratkon of the FTHPE-derived ana-
logues a1 their MTDs on e rectal temperature of e mice
is shemam i Fige 1. Mean basal wmperature before administra-
tlon of either negative controd (water} or test compounds was
I L 088°C (n=12L Megative-control animals experienced no
significant change in mean rectal temperature after freatment.
A clear decrease in mean rectal temperature was observed alver
adrinistration af each af the thies FTHP-derived analogues, with
maximun effects being achieved 1 and 2h after administration
of compound A and compounds B and C, respecrively. Tempera-
tures reached at these fme points were 352, 33,5 and 33.7°C for
compounds A and C, representing decreases of 1.0, 4.8 and 4.6 °C
[roan baskald waluwes, respectively, Recovery fo pre- adminsiration val-
ues was ohserved 4 and & h after administration of compounds &
and compounds B and C, respeciively. Pairowise comparisons of
treat et -group temperatune versus the negative control showed
statistical sypnificance for compounds B (p < 00001 Jand € (p< 001 )
Inat mot For compound & [p=017)%

4, Discussion

Thaee stoucturally celated PTHPB-derived drug candidates with
sipma-receptor-binding properties {compounds A, B and C) were
tested for genotosdeity in the ICH standard battery of gevetic fox-

testin mowse-lynplooma cells, and an fo vivo imouse bope- oo
micromuceus assay.

The three tested dreg candidates were shown 1o lick fio wire
penofosdc activily when assedsed lor induction of gene mutation
and chromoscame aberration in the Ames and mouse-ymphoma
Assxys, respectively, the highest test concentrations being limited
by salubility andjor toxicity, For all three tested FTHPD-derived
drug candidates, tomicity was genetally higher when mested in
abzence of exogenous metabolic activation [59), which could sag-
#est a higher cyiotoxic potential for parent compounds than for
thedr putative metabolites. Further, the wiarole-substinuted dng
candidate [compoamsd C) displayed a lower wedoity towards both
bacteria and mouse- lymphoma cells, compased with the pyrazale-
and imidazole-substituted compouneds A and B

The negative results obtained in the two in vitro assays are
in agresment with those previously reported for another PTHPE-
derived structural andlogue, the antipsychotic a-receplor ligand
E-5842 [4-{4-Muocrophend }- 1.2, 36-tetratydro-1- [ 4-( 1.2.4- trlazol -
1yl ppyridiine citrare, CAS-Z20020-14.9) [8]. E-5842 was
reparted as negative in both the Ames test and mouse-lymphaoma
assxy, but shown o induce chromosemal aberrations in human
Iymphocytes, both in presence and absence of 589, However, the
chserved aberrations were repoted to ocour at concentrations
associated with mitotic accumulation, suggesting that the general
oo effects were und erestimated by the wse of mitotic index daca,

Oral adminisiration of the theee tested FTHPB-devived com-
pounds did not cause amy significant increase in mouse
Barie- ruarnow MNPCE Trequency ab amy fested dose or sarmjaling
time, indicating lack of fo vive genotoxie potential When sdmimnis-
tered ab their respective MTDS, all three compounds produced a
clear ypothermic effect. Maximum decreases from basal body-
termperature ranged from 3.1 to 4.8°C, with animals recovering
their normal temperaure 4-8 h after sdministration The observed
Iypothermic effect was of lesser intensity and duration com pared
with that previously reported for the antipsychotic o-receptor
liganl E-5847 |24). Ordd adminisration of E-5842 ar the MTD
(300 mg kgl cavsed a decreass in rectal temperature up o approg-
Imarely 12 °C from basal conditicns, with animals recovering their
normal temperature 24 h after administraion. For E-5842, this
severe and bong-lasting ypothermia was associated with a slight
Increase in bone-mamow MMPCE frequency 48 h after adminis-
tration, which was shown o be abolished when the Iypothermic
conditions were avolded |24],

Similar moderateinereases in MNPCE frequency in mowse bome-
rarnow, evident ot Lite sampling times (=18 b} and secondany 1o
Iypathermia, have been reported Tor a limieed member of other
compounds. These inchade the CNS-acive substances réeserpine
|25]. chlorpromazine |26). amd the coded compound “Covance
compound Moo 47 | 27F], for which the increase in MN formation
after administration has been shown 0 be reverssd when the
hypothenmic conditons were avolded. There s, howeyer, a cemaln
diseussion in relation ta the mechandsm wndes lying lnypotharmia
Indlueed MK In experirsents with reserpine, Asanami and Shimono
suggpested thar diswurbance of the mitote apparans a5 a con-
sequence of low temperature could be a posgible mechanism
o increased MNPCE formation, with the observed incresse in
MM size suggesting an aneugenic origin [25). Alternatively, the
increased MM size thar has also been reparted under Typother-
mic conditiens after adminkstration of chlorpromarine [ 7] and
E-5842 [24]. coukl also supgest possible interference with the
erythrocyte enucleation process, Stimulation of enythinopoiesis as
consequence of reduced blood -eomen tension asscciated with the
induced lypothermic conditions has also been proposed s a pos-
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sibde mechanksm for increased MN formation [27 ] Decreased time
for repar of spontanesously ocourring DMA damage |28.249], dis-
ruption af spindle formation during rapid cell divigion [ 30], and
errods in the process of enedeation of erythrocytes [31] have
been supgpested a5 a possille source of increxsed MN formation
associbed with stimdation of enytlropoiesis. Similady, anoxc
conditions associaved with marked clinical sians such asypoactiv-
iny and sedation, with which Inpothermia = commonly associ ated,
T also been proposed o possibly stimulate erythropoiesis and
increased MM formation |32]. Further reseanch Into the mecha-
mism underlying ypothermiz-related MM fwuction is eertainly
meeded.

The maodecate hypothermic effect induced by the currently
tested FTHPB-derived candidates, in terms ol intensiny {( L1-4.57C)
and duration | <8 h), was not associxed with an increase in MNPCE
Ivequeency, which is consistent with twe concept ol 3 tamperature-
duration threshold of at least 11 h below 33 °C for induction of MN,
as progaosed by Asanami e al. |26 ], This empirical value, bassd on
their experiments with chlompromazine, is Ligely in agreement
with the intensity and duration of the MMN-inducing hypothermic
conditions that have been reported for compoands such as reger.
pine |25], E-5847 | 24] and “Covance compound No. 47 |27] These
results add new data ro the literature amd help in defining which
depariure from normal plysiological conditions has been associ
ated to inereased MM fonmation,

Induction of ypothernyia in rodents by seme oxic agenis has
been proposed as a physiological adaptive response, atenuating
theeir tomic effects and increasing simvival |33]. For psychoactive
drugs, interference with body- temperature regulation has been
mainly linked to interaction with dopamine (D) ssrotonin [5HT)
and cg-adrensrgic receptors, all of which are knows to be imvolved
in mammalian temperabure fegudation | 34- 34| Interaction with
sigma recepiors has also been suggested (o mediate induction of
Iypathermila in rodents |40-42 ], and dense expression of the o-
recegdor in the Inypothalamus [43,.44], a brain region theught o
pliy a major role in ermonegul ion, has been reported

Crespite similarities in chembcal strucure and binding affiniey
for the oy - receplor | Table 1) E-5842 eclearly produces more marked
Toypathernia in msice than compounds A, B and C. In this respect,
compsmd C 5 most remarkable, because [t onky diffess from E-
5842 in the halogen substingtion 2 the benzene ring (i.e Nuorine
instead of chlogine abom), When considering a pessible wnslerlying
cause [og this differential response a few aspects eed to be taken
into acooent.

Differences in the applied dose levels per se are unlikely o
accound for the differemt hypothermic inducing potential. as E-
5847 dose levels well below the MTD huve besn reported to induce
Inypothermic conditions of higher intensity amd dugation |24 The
observed clinical signs support the presence of ologically active
doses of the adminkstered FTHFBE-derived compounds in peripheral
bload. However, their shorter duration relative to that repodted [or
E-5847 [8] conld sueggpest a Faster clearance and possibly a longer in
vive - receptor interaction fior E-5842,

In terms of metabelic e, while the generation of E-5842.
related metabolites with improved sigma-receptor alfinity cannot
be ruled out, it seems unlikely as both E-5842 and the FTHIE
analogues currently tested all originate from an extensive drug-
discovery programme deveted o obtaining compounds with
optimized sigma-recepior binding. The same my, however, not
necessarily hold true fof the generation of putative metabolites
that potentially interact with ather receptors wetved in mam-
malian thegmo- regularcry gystems. In this respect, E- 5842 has been
shown todisplay moderate 1o low affinity for other central ievous
systerm receptors such as the dopamine Dy _y-recepror and the seno-
taniin 3-HT s and 5-HTz receplors [45] OM-targed interactbon with
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these recepiors could well accound Tor or contribuie o fts partiou-
lar hypothermic effect. Thas, while the curment observations after
administration of the tested FTHME-detived dig candidates seem
toquiest bon interactlon with oy - receptors as a relevant coniributing
Tactor o the marked Iypot hermic effect of E-5842, tw contribaution
of compomd-specific pharmacokinetics, tissue distrbution andfos
metabolic Bactors cannot be ruled out.

Bearing i omind the reguirement for genotaxiciny testing af
all new pharmaceutical candidates, the results obiained with the
tested FTHPB-derived sigma-receptor ligands supgest that geno-
toxie sctivity d priod does not teem o be of partioslar concern for
similar backup drug candidates of this same chemical serles, The
results abtained so far suggest that induction of ypottermia is a
passible class effect of this chemical serles of sigma-receptor lig-
ands after oral adminisiration o mice, and suppont the conelusion
that induction of MM by E-5842 secondary to lypothermia is an
isolated finding for this particidar compound.

I surmmary, the resulis oblained in tee current series of stisdies
tuave shown that the thies tested FTHPR-derfved sigma-recepbon
ligands [compounds A, B and C) lacked genctosic activity when
tested in a battery of fn witro amd i wivo genotoxicny xsays, and
sugsest that exposere 1o any of these three drug candidates under
clindcal conditions does not pose a genotoxic risk.

Acknowledgment

We thank Dr. Jesis Giraldo (Institst de Newrociencies | Unl-
tai de Bioestadistica. Facultar de Medicina, Universitat Austdnom.a
e Darcelona, Bellaterra, Spain} for his assistance in e staistical
analysis of the data,

References

1] | Conteera, 0. Vafio, [0 Martinez. JM. Vela, D, Zamanillo, A Dordal, F. Andres,
E Hemander, K. Perer, M. Exoniche, L Salgado. 5 Yeste, MLT Serafini, B Pas-
ol | Adegre, BC Calver, N Cans, M. Camro, 1L Buschmasn, | Holen:, &
mmedicioual-chemisin- guided spprosc 1 wlective sl Sroglike sigme 1 lig-

arsls, Chesnibded Chetn 12006 140- 154

12] WR Blartin, CG. Fades, LA 'Ih'-a-m l‘.l Il-ihr PE Giltwrl, The effects
e emer phine- el nl and
rprrizdeetnt s Iplllﬂlllq:.l-llml- Fag Thet 157 [ 1976] 517513,

13] B eirion, Wik Bowen, ¥ iahak, | L Junien, | M Misscchio, R Rothumaes, TR
S, S Tam, [P A al Fior the chass ificition of s ipma binding s,
Tremds Parmacol 5o 13 { 195902 18546,

4] 31 Hellewefl A. Froce. G Fematein, | Orrimgen, W Wilkams, WD, Bowen. Rt
lbver and kidney contain bigh demsities of sigma 1 and sigma 2 reoeptors: char
amhﬁwmwlmadﬂmﬂﬂ,wm Eur. ). Prusmmacad 268
[Lscall

151 KW Crawfoond, W Boveers, Sigma- T sedepine agonisty sctivate 4 nivel spog-
Nl patbacay s potentiate satmeoplistic Sug in beeat tened ol line,
Canwed Res. 67 [2007) 13-372

16} IO, Topls S2A Cenoamm iciay: Lunmuspmmmnmﬂuuycm
Nomicizy Teins for Fh ik, In
of Technicsl Bequsinemeny h’hﬂlud.m:tﬂumultﬂi I:rrll.ll.lnl'.hr

Approvd 16
17 I, Togec Tnm:
Hﬂm‘lﬂllmuf

B, Cenniomaciny: A Standird Batte
of Pharmaceuticab, imemational Conferenoe on
Reequire ety fist Begia bration of Phuarmaceoticab or Hurmn Lhe. ?ﬁﬂﬁuﬂe
lime, 06 July 1967,

18] A e C Ganci, AR de Heneiroa, § Riley, MT Eve AP barm. A Torts.

Anieiitnent of the i poteneil of the anisgs yehotic g ma reoepior
ligand E-5842, Mutasl, Bew G5 [306) 63-77.

19 TEML Mann, AN, Amies, Revieed metlaods forihe Salmonell sty esl,
M, B 117 ¢ ) 1A

|1 Ovganizaton for Economic Co-operation and Development (OECD), OFCD
guldefine for Seating of chemicals. Mo 471, inc Cenesic Toxicology: Racterial

Revere Mutation Test, 1997

| 18] CW Dunnett. A multighe companison procedase for comparing several trear
ety witls & conteol | Aen Stk Avscc 500 1955 ) KSE-11FL

12] Stadent, The probuble emor of & mear, Riometrila 6 1908] 1-35,

1) | Cole, DR Mo Goegor, M. Fee, BC Gramer, | Thicker, Geme imilation
dvidy I cultaed H'lHTll'I'l-Hl-llIltﬂl.ll'l- l'|-I IHI-I-IH IH-:; s Blefiprik -
iy Teirs UKERLS Roc Unbsersiny Press, 15960,
P &7-1H




Resultados y Discusion

B A, (e ot al £ Ao Resrarol 650 (002 01 -5

| ] {erganization for i Coaop aml Pevelog |GECT), OEeD
guadeline for the westing of chemnicah, Ba 476 e Cenetic T ieology: I vitro
s lan coll geie mutatice Tev, F6G
[15] WO Rotssson, MLHL Green, | Cole. RC. Garner, MR Healy, DG, Gatelose,
Sexiiunical vl thon of beotera mamen alien Berruason st i D). Kridand
(Ed.). Stibtical Evadsaiion of Mutapenidty Tesi Daia, Cambrige Lhiﬂ.'l'lly’
Press, 1550, 107180
|15 W Schmid, u'ﬂrm.ﬂ:ﬂhl,ﬂmthi.!!lﬂ?ﬁ]!uﬂ
|17 Cuganizston for Economic Co-o amd Develoganent [OECTH), OECT
gudeline for the teding of chesnscals, Mo, 474 in: Genetlc Toxioalogy: Mamm.
inalian Erythmcyte Blicronuckemn Tes . HE7
[ 18] BEC, Couril Digfect e 360600 TEC, 74 Novesnbar 1965
[1%] B} Fedder, JA Allen AR Batbi, PA. Botham, | Do, B Eulaile, DG
Gatehiene, G, Hodson-Walker. DR Morton, D). Kifkland, Report of Rritish
LNEMMWWQWEHWTFIEJJH JE. hiped
|21¥] Eimmpesn Mledicine: LEMEA), Commintes for M aficmal Prodocs for
Human Lhe, Hhmguﬁmmwlmmmtm
120 ML Rboore. bl Homma. ] Clements, G Boloioldi, B Bulineon. M. Cilone, |
Clarke, K. Drelongchamp, B Tenward, M. Fellows, 1L Gollapudi, 5. How, P, Jenk.
o, WL Lo, 1“*ih B Kbyhr, M. OTonovan, T. Omon, C Risch, B San
L Srankowsl ji. & K Thaloor. P VanGoethem S Wakurd, | Yoshimura, Mowe
mlmmmmlﬂf flborwy-up maseting of the
il Worka hop o G y T iy - At e, Soadland, N0 3-
Mwmﬂpﬂlm<m1m g evabuation, Emdecn Mol
Mlutagen. 47 {3006) 1-5
122] 4. Knshna 4. Urka | Faulissen Hisioncal vehiche and posiiive conirol miceoenu-
clrm dans in maoe and s, st Res, 453 [ 3000 45-50
23] MF Salamone, [uhmmmmw & review of
'lhtu'mmennchmﬂl.lim e mikTonucles
fmhlmﬂﬂﬂm H-llﬂ‘l,lﬂ!-—!‘?!.
| 74] A Gumnan, C Gancla, AP Barin, MLT. Buiz, A Toftgads AR Feinumde: de
Hisnestrond, Dadisctica of miciohicked o moeie Bohe-marmow onyiisocygte in
assocbition with ypotsimls sfver adminisir gion of e dgs e gl
ESRA. Mutar Re, 565 (2004 11 -12
[75] 5 Aasnaimd, K Shisncnn, Hypolheienis ind ice imiaaiuclal i moie bone i
ol cells, Nistar Bes. 190 | 19497} 5154,
|26 S.F-HIH-.I'. 5 Kaneda, Transbent ygothe rmia indisce micondel
e, Blanar. Rea, 413 {1998 7= 14,
1= I.I-J Thunb.luhu- R Hellich A facots. S.00. Jacobaen, T. korita, T. Noban,
ME rdonosan YF Sawki T Sofesi R Tioe hmdll'rl‘ﬁlil':;ih‘
DA 01 MFabeghes and inerpretation of regulaony in v tets Ak
ﬂmwudﬂld bome mmarroe celi in podents et donot ndjcate genotomic
III.rﬂ.IrLETLIﬂJI_I'."I-ﬁI.
|24] !’ ﬁ.m.li.'l’ Il‘.l.u.. Ishitrwve, Y. Watanabe, T. Magashima, K. Matsskubo,
Effect of erytioopolerin on the micomsbean test, Emvrmn Mol
"le 10 P T4 TR
[2%] . Kirldand, Sefection of metsgenicity snd cell mamformation ten-
it rpeeLition of ivd iy, i Procisical Brabwation ol Peglidi and Regoebina
Prristiiin, Aol Bom of the Sevedich PhasmsoesSical induiny and the Svwedish
Wt Toapd of Health and Wiellare, 1001 pg 450-56.

| 9M Y. Sueukd, M Shiméo V. Megae, L Fuluencte, . Okosopi. M. Kadokura
Micresnacieus tevl and erythropoiei: st of ooball on b induction of
i el by mulagem, Frviron. Mo, Mletages 37 (1907 100106

[N N Vaima, Y. Kirara, T, Sawal ¥, Takeshita, Blicrion of mcronuclesied ory-
Twmhnwwmﬂwumﬂ}ﬂl-
2

BRI . KLS. [Hehl, - Il e e e Tomascieus Foamoateon in mice,|
o A
i
moume bone marrow | Ao tion with chemscally mdoosd by pothes.

hi.!.'l:ml-v.‘vl S, 97 (M7 ) 120137,

| 5 Aldeniin, Clos apane: dopasmine D i in 1B preleoniil cod-
I i e Cidee 10 i pheet 3 RimeTLE Aot nra-pt]mtdﬂm Prusmsnnl
Temizel, 84 [ 1905 193-106

|35] I Cryan, P Kelliber, | F: Eelly, DE Leonand, Comparative rflects ofieroseesengic
aponbins with varying <eacy ar g 5-HTY LA) recepinr on cone Body empess-
newe: madification by the selective 5-HT[ 1A) recepenr antapomst WAT 100635,
|- Feychophammacod. 13 [ 1999) 28 -T83

| 3] 1K Cryan. &, Harkin bL Naughion, |F Kelly, BE Leonand. Charscterization of [
Tl sty ol o] oot e i . et oot ol Eiple adtes 0f action, [
|- Pharmascol. 350 2000 F15 385

137] & Owrther. Temperaiure set-point changes induced by DA D33 and 51T 1A
recepdor Apoains i the rat, Messoreport 11 (20007 1040- 10651

| 8] & Owathser, & Ahleniis of 5-FT1A sl 5-HTIR pedoplon fof
d‘:;;r:sﬁtw wm im the rat, Pychoplummaecslogy [Berl) B4

|73 % Perachon, C Betancur, C Pilon, W Roasene. | Schewariz, P Solololl, Role
of doguaamine 103 pecepror: i ehennoregslinion: & nesppisial, Neurmrspe 1
1004 220 -

|4 M. Bejanian, BN, Pedmick. M P Bova, B Ceorge, Effao of subeuianeous and
Intracerstwovenivikcular sdminbiration of the skgmua recepior bgand L1 [hees.
WMNMWHMHIP!HJ Inkeractionm wilh E&IT 14807

anole,]. Pharimdacol, Exp. Ther 258 | FeF) | &8- 00

(EL]] BMHL&HWH M. Peehnick, | Livberikies], Astinecioe picn

Tndkrwing L1, -di-+ miyigiissdae, 4 wiective 1igma reorpted ligand, Phamma-
wnl Rioahwin Beluny, 50 P3G G8T-603,

|42] SM. Rawh DA Mo, ER Goller, MUW. Adler, Sgma sies miediate BTG-enoiiad
Iyt i rars, Phurmacol. Blochem. Behane 73 (2000 ) TH- 88

[43] BL Larpent. AL Gundiach $H. i and autoradiographic
dis-rmninaiion of s igana and ph e rece pior sites imbirain with
-:'HHMWWM-I“H H m'lirradl P 1 propyl piperdine and
|1H|:=4E1 W ool Exp. Theer. 258 19866)

138
|44 P:Bu:l..u‘d...l. Quiinoy, | IH) L3887 sy iguanbdine aod | 3H){+ jpentaeocine
sites Im the rat brain aumradiographic visualiraton of the pais
mﬁp‘ll anad sigma? receptor subtypes, Newpoacience 76 [1997] 467

IGI}LEMK Codory, ML fallarin, &, Dordul, &) Farre, T-5847: 4 mew potent
Tilis] vigre B sl Prieclinicd pluienaookgicsl pofile, CRS, Dhug,
hmmum 224

100



Resultados y Discusion

4.4. Resumen del contenido del articulo 4

Induction of hypothermic conditions associated with increased micronuclei
formation in sigma-1 receptor knockout mice after administration of the
antipsychotic compound E-5842.

El farmaco experimental E-5842 ha mostrado que es capaz de inducir condiciones de
hipotermia asociadas a incrementos en la frecuencia de EPCMN en el ensayo de MN en
médula 6sea de raton (ver Anexo 1). La posible implicacion del receptor o, en la induccion de
hipotermia por E-5842 fue considerada factible, generando preocupacién sobre Ia
introduccion de un factor de confusion en la valoracion del potencial genotoxico de otros
farmacos experimentales con afinidad por el receptor o), en este ensayo in vivo de
genotoxicidad. En este sentido, los fArmacos experimentales A, B y C, analogos estructurales
del E-5842 y con similar afinidad por el receptor G;, también han mostrado inducir hipotermia
tras su administracion oral en raton (ver Articulo 3). La intensidad y duracion del efecto
hipotérmico inducido por estos fAirmacos fue inferior al producido por el E-5842, no pudiendo
descartarse la implicaciéon de posible factores farmacocinéticos o metabdlicos en esta

diferente actividad hipotérmica.

El objetivo de este estudio fue comprobar la contribucion del receptor o; en la induccion de
condiciones de hipotermia asociadas a incrementos en la formacion de MN en eritrocitos de
raton. Para ello, se estudio el efecto de la administracion de E-5842 (200 mg/Kg) sobre la
temperatura corporal y la frecuencia de EPCMN en médula 6sea y de RETMN en sangre
circulante en ratones knockout para el receptor o; (o;R-KO). La utilizacion de este modelo de
animal transgénico deficiente para el receptor 6, permitid de forma simultanea valorar la

posible contribucion de cualquier hipotético metabolito con afinidad por el receptor o;.

Los resultados obtenidos muestran que los animales o;R-KO responden a la administracion
de E-5842 de forma similar a los animales silvestres (WT), observandose en ambos un fuerte
y sostenido descenso de la temperatura corporal, y un ligero incremento en la frecuencia de
EPCMN (48 h). Nuestros resultados indican que la induccion de condiciones de hipotermia
asociadas a la formacion de EPCMN no esta mediada por la interaccion del E-5842 con el
receptor G, descartando asi la posible existencia de un efecto de clase de los ligandos para el

receptor o;.
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ARTICULO 4

Induction of hypothermic conditions associated with increased micronuclei
formation in sigma-1 receptor knockout mice after administration of the

antipsychotic compound E-5842.

Guzméan A., Marin A.P., Garcia C., Fernandez de Henestrosa A.R., Ruiz M.T., Tortajada A.,
Marcos R.

Environ. Mol. Mutagen. 2008 (In press).
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Research Arficle

Induction of Hypothermic Conditions Associated with
Increased Micronuclei Fermation in Sigma-1 Receptor
Knockout Mice after Administration of the
A.n!ips}n:huliﬁ Enmpuun:l E-5842

Antenis Guemén,' *" Ana-Paz Marin,' Concepeién Gareia,'
Antonio R. Fernandez de Henestroso,| Morio Teresa Ruiz,|
AraceliTortojodo, ' and Ricard Marcos”

Maxicalogy Department, ESTEVE, Mare de Deu die Moantswrat 221, 08041,
Borcelona, Spoin
! Dapartament de Gendlica | de Microblolagia, Focullar da Cldnalas,
Linfvarsiied Autdnama de Barcalona, Bellolerra, Spain

The ank hic sigma-1 o] recepior ligond E-
5BAZ has shown B3 increnss micronuc

palychromalic erylhwocyle (MHPCE) eguency in
mouse bone momow secondary b compound-
indyced hypothermia, Ineraction with oy necepior
has bean conideed o plowdle contributng fee
tor for E-5E42 inducod E‘mﬂhﬂmln. roising con
cern for o possible claws effect of sigma recepter
ligands in the mouse micrenucleus (MM 1l We
oasessod the polentiol of E-SH42 [200 mg/kg,
nﬂ B produce harmic cond¥ions adsach
ated with increa micronuchai tormafion in oy
recepior knockoul [mBEC) ond wild tepe (W]
mice. Aler odminisrotion, onimals rechal femper
abure was recorded and paripheral bBlood and
bone mamow somples were obiained [48 b
ond ossessed Foe induction of micooecoobed m
icubocyies [MMRET] and MMPCE, respectively.
E-53847 odministofion produced morked hypo
thermin both in aREL} ond WT mice Mo

Eey words: sigma recepior; knockout mice; ger

mum decreasss from ministraficn fempers
fere ware 12,2 and 13.5°C o RED and WT
mice, resgechivaly. Tempaciure mherved o noe
mal opproximaiely 32 hr aher odminisiraiion.
Bone mafrow examinalion revealed a siatistical
sgnificant increass (P < 0.05] in MMNPCE fre-
quancy both in oy BEC ond WT onimals. Exomi
nation of peripheral Bood somples showed a
thght, dibough  nonsatatical significont, e
cromso in MMRET froquency in oy R-EX) mice
Ma similor effect was sbserved amsng WT ank
mals. The reswlts sbinined dher E-5842 adminis
trafion io mRED mice indicoie thet inducton
of  hypothermic  conditions amocidted with
increased MMPCE formabion is not mediaied by
compound inberacfion with &) mcoplor, ruli
ol E{mmm for o possible closs offect of lirnil?r
high aMinity o recepicr ligands in the mouss
MP bost Environ, Mal, Mulegen 49:000-000,
2008, & 008 Wileydlia, Ine

ity: hypothermiar mouse micron deus

INTRODUCTICN

Assessrnent for gesctoxn: polential = o cruceal and
mundutory siep in the development process of o pharma-
centical compound becise of s relevance for human
safety w relition 1o potential mduction of caremogzeness
und hereditary defects. Mo single genowxicity ws being
consubered  capable of detecting all relevant  gemdoxc
agents, the curremt pructice of wsing a wst butery aims a
reducing e sk of gemoxic compounds not eing poop-
erly delecie, avoudmg the sdverse consequences tos
coubd represent for human healibh [ Muoller er ol 19499]
Conformung o cwrent soeniilic reconmesbations and
regulutory reguirements, pharmaccuticals are assessed for
genotoxic potential by testing i a battéry of in vitro and

© 2008 Wik -Liss, Ine

in vivo pssavs, This generally comprises, asscesmem for
induction of pene mutation in bacléna. in vilre pene
mutaion andfor chromosomal damage in mammalion
oells, and in vive chromosomal domage in rodent hacma-
toponelie cells [ICH SR, 1997]
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2 Guzman of al.

It watrer qssays are penerally comsidersd (o show higher
sensitivity for detecting genoioxic carcinogens, 4 conirib-
uting factor being that the exposure of target cells i less
problemuatic whem compared with | vivo assays, Despiie
their suggested bower sensitivity, in vive assavs are con-
sidered a pivokal component of genoloxicity test batteries,
By wking invto socount biological processes of absorption,
distribution. metabolism. and excretion which are not
accoured for by in viteo assays, they are considercd o
mimic cloger the human siwation, and allew putting in
vt positive results folo comext, A Tunber aim of in
vive testing is o avoid failure of in vitre assays o deteet
relevant in viva penotexine Although thic ic conskdered a
mre occurrence, compounds such as procarbazine, wre-
thane, and benzene are “classical™ examples of in vivo
wenotoxns which bave prooled ol o be comasdently
desected in common ICH smndard banery in vimo assays
[Muller et al, 19%], Funber exmmples of in vivoonly
posiove compommds have been reported in o recent survey
conducted by the Imermanional Workshop on Genooxiciny
Testung miwmiive (IWGT) [Tweats et al,, 2007h], Conse
guently, in vive positve results are mhen a3 strong evi-
dence for gemioxic pelential amd given o greal regulbory
welphi.

The rpodent erythrocvte micronucleus [MNJ o assay
assesses the wduction of chommosomal damage by both
clustopenic and ancugenic agenis in proliferatng eryihro-
Irlasts, anc stammlds out as the most widely ised in vivo aasay
when lestmg phamseenticy]  compounds Tor geootos
potential, Increased MM formation in rodent erythrocytes
of guestiwnable Wologieal relevance bas been acknowl
edgad o oocur under experimental conditions mducing
prodonged departure from noemal physielogy. Thess
include, chenucal and envirommenially induced changes in
body temperatire [Chrizman and Baumgartner, 1980 King
ancd Wild, 1983 Aswmini and Shomono, 19970, 1997
Asanami e al,, 158 and ervihropoicsis stimulation, either
directly by compound sdministraton (e.g.. coball or ersth-
ropaicting [Suzuki et al., 1993; Yajima et al, 1993] or indi-
rectly as consequence of bleeding. chemically-induced
hacmolytic wwemia of hypoxia [Scmbesder et al., 1985
Hirai cral., 1991: Smyder and Dichl, 2005,

‘The high affinity zigma-l (0,0 receptor ligand antipsy-
chotic drug condidiie E-5842 (4-{4-luorophenyli—1.2,2.6-
tetrahydro=1=[4=( 1 H-1. 2 4-triazol-1 - lbuty [Jpyridine  citrate,
CASII N 14-9), hies been shinvn o0 oicease miem-
nucleaed polvchromatic ervthroeye (MNPCE) formation
i mowse bone mormow, s consegquence ol compound
induced hypothermia. MNPCE froquency was increased
48 he after adminisration of a 200 mgfky doze, and the
effect was abolehed when  hypolbermen was  avooced
[Guzmun et al, 2004]. Resulis obiined in ¢ extended but-
tery of o ovitm and i vivo genofoxicity assays funther
supponed wheence of real in vive genotoxic potential
[Guzman et al, 20ik]. Iniemcion with sigma (5] reoep-

s was considersd o plaeable contnbuging mechanism
i the marked and lasting hypoihermin induced by E-
5842, Compounds interacting with & receplors have been
reported o produce  bypothermma o rodents  [Bepanian
et al., 1991; Kest ef al, 1995; Rawls et al, 2002), and
several phenyberahydropyridiny] butylazole-derived
recepior ligand drug candidates, stucourally related w E-
5842, have also been shown to produce hypothermia in
mice |Ciuzman et al., 2008], Dense expression of o recep-
tor in the hypothalamus [Largent e al. 1986 Bouchard
and. Cairion, 1997], & b megion thought o play a
major role in thermoregubation, has been repomed, Exis-
tence of a possihle class effect with &, receptor ligands
inducing hypothermic conditions in mice wis considered
of concem for this being o possibke confounding factor in
the manese MM assay [EMEA, 20046],

Genevically modified animal models have proofed as an
onstanehing wel in biological research, Their wse has
beeome increasingly prominent in woxicologicul investiga-
tionz, pamicularly in mechanistc ioxicology, penoioxicity.
and carcmogeniciy [Goldsworthy el al, 1994] A relevant
contribution of geneticully modificd animuls 1 genotwoxic-
iy reseprch has been as mvestgative ool i sepport of
slanchred reguliory assays, npoving our amderstadomg
ol underlving meéchanisms of drug indeced effects and
teerr redevance for human salfety [Rolon, 304 ). To mves-
tigate the mle of o) receptors in induction of hypothermic
wilh ingrease MM formstion
muice, wxl o disclose (he possible exisence of a class
effect of o, receptor ligands in the mowse MN et we
sinadied tle elfect of E-5R842 admmstrbon v genetically
mcelified mice lacking a functional &) receptorn. We neport
here the results obtained when o receptor knockout
(- KO) imice were tested for mduction of hypotlecmia
and MN formaticn in peripheral blood and bone mamow
erstlirocyies, after oral adiministrations of the a receplor
ligand E-3842,

annh it assosted

MATERIALS AMD METHODS
Test Subsiance

E-5847 balk powder (994% punity) was svnthesized by Esteve (Darces
lna, Spain). Cyclophosphamide oOP, Sipmap was med s sefrence
cnnpound for penoanale soiviry, Test mricle solurlons were peepared by
dissolving E-S842 (20 mgdmll snd CF (25 mg'ml) in reverse osmodis
waler imencdiaely before snimal adminbarstion, The vehicle (reverse -
mnals water) was oeed &4 pegaive conemd, A mimals were sdminis-
ftens] omBy by pavape ai a dowe volune of 10 miky bedywerghi

Animals

Make CDe0 wild fype (WT) and o R-KI0 mice were obaned From
Harlan Inicrfomma Theno {Savl Felm de Cislines, Spain) amld ihe heond-
ing ealony of Fweve, respectively, The penembon by homalagous
recombinalon lechmque of a moesse strain conlaining & null malation in
the y recemns pene and im chamotenzsion ks previusby  Been
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TARLEL Bone Muarrow Moes Micronoeleos Tesd

Enwirmnmenial and Moleoular Mulageneeas, O [T em
MMnducing Hypothermia in oiR-KO Mice 3

MMNPCE
Mo D Sampling PCE/MNCE Inctvidual Giraup mean| 061
sirain Tresimeni lmgl'I.El B 'y N nesn 2 S0 ain (KKl MCE PCE mean = 50)
W Wehacle -- R 5 LMy = &7 51231 14 = 06
E-48a3 [} L L] Ll e 410,576 i5=137
cr 25 a ] 077 =037 125 16,25, 15 B8 = 1A
KO V¥ehicle - +E 5 90 = LIK L4 T7.33 ILE £ LMy
E-4543 1] i L] 0 = (L ih LLa4m 1L = 4"
CP 25 4 5 105 = Db o . TR T ) I8 = 4.75*
o= M5,

" 0,001 Dumeel ks,

deseribed by Langn er nl [3003]. A beeding oolony af a,j-K0 mlee
wirs vhtamod from the oripmal CD-1 % 1298y sirain aller eckermsag
with O] miee wmil de MNID peneration was reached. Animals were
rendomly allocated bo irestmenl groups and caped in growps of mai.
wanm fave picomdmg doosimie Aninals weore himecd e gronediBoed
marm with empermuee and relmive homediy ss ar tarpes valses of
12T amd 50%; highting was oentnallald to give a 124w light-dadk oycle.
Animals wore sllowed free seceas o comnmercinl redenr die (Paslah
SL.0, mnd acchmatized 1o the conditons descnbed for maninvam 5 daye
befrwe geamend. Chn ooy of dheang Je wwen apy i ely 14
weeln ol mnd in s weight mage of 34359 p All procedures invenl ving
animals wnd deir care were comducted in sirct confenmty with the Eu-
reoan Communhy Gaiide for e Care and De of Labersrory Animal
[BEC, 1984)

Mouse Micranscleus Test

Tmbucinm of menancksied coythneyics s gvaesnd both = baae
marow and peripheral blood ssmples Groups of five maks of each
mwnee sirain mcenved vehicle (waler), B-532 (20 mg'kgh or CP {15
mplkpl B84 wleasd dowe bevel has previmsly been shown m pm-
e markod anl kng lsting bypthermia in mice aml an asvsdaied
mzyeasn i MNPACE freqeeocy [Chanman et al, N0EL), The boae moarmes
MM feat was performed acconding o the method of Schmid | 1Y75), Anis
maals were sacrificed by corvical dislocation 65 hr after admaniratan of
vehlele or E-3843, snd 34 hr afier sdmisdsenticn of (7, For each anl-
el Ehe fervors were dissecied, bond phimmw euiracted, mined willy foes
tal @il semum, amd & Domse mamow smessr prepared (Vs alibes per ani-
mapd b, ke wmears were fved with methancd md stained with Giemss,
Slides were coded and exanuned under lighl microscopy. For each anis
mal, the redntive proportion of pahehmmasic (PCF) and nomnchreenstie
erythpocyies (MOE) was detemmined by comilng 8 1oml of 1000 enyho-
eyles. Fraquemcy of MNPCE was determined by examining 2ANK} pely -
chromatic enythrocyies per animal.

Short before sacrifice, a 3 pl penpheral Blood sangle was obdmned
from o il veln of vebdcle snd E-A843 emied amkmali, and asined
upenvinlly with merdine omnge (AQ) scconSing m e meded
tescribed by Hayashi el al. [I1%H3L The peripheral bloml MM fes was
perfoemed (o check for possible carller effecs on bons mares MM for-
mation. Peripheral Mood reticulocyses (RET) sampled 48 hr after treat-
meni are considersd wepresnEstive of PUE presenr @ 24 hre in manise
hone marrow [MaoGrepor o1 6l 1580] As positive onmml fer AD) aBide
saming aml malysis. peripheral bBiosd samples were oidained (rom a
proup of CF meased WT mice 48 hr afier adminimion, Ad-asned
alides were coded, exammined under Boorescent microscopy and e fum-
byl RET amppong L) fdal ol yies, aned of msmemcbated peis:-
ulneyaes (MWRET) amnng 20000 RET per snimal wee menrdal RET
cinnl was restrictod @ types L IL amd 10 of the dassification by Vamdar
er al [1963), For each memse ammin, ihe nember of MMREET s

MMPCE of cach remed pmup was camparad with the enmespandieg ve-
bl oomind prosp value by meams of Danmnett’s tesl afier ank iamshn-
eagon of the dam, The resuls were considered posinive when there was
a siadiaically digmafcant increase [/° < 003} m the frequency of MMNPCE
o MMNRET ihai eacoegkedd ihe hasionical vwolicls comsion] rangc

Rectal Temperature Measurements

Ammals recial lemperabure was recosded by means of a digital ther-
meancier (Pb 03301, Panlabh connecied 1o a thermal probe (Model 43,
Seleem). Ar the seheduled time polnes, de probe wes caefilly insened
rectally in the mouse (abow 18 mmb. which was penily resirained with a
bl The leny lml 5 weo after rembnn ctbilisiion
Measureipents were performed om all vehicle and E-S842<reabed animals
pad before wdministrataen (basal lemperalae) and 1. 4, B 10 12, 20
and 32 br afier weament

For assssmenl of elfecs vn edy emperabwe,. mdividsal recial o
paaiure value woe convarbed inbe pencesiayges relalive fe adividual
mnimal baial tensperature, A Beec-way (slrain lreatmenl, and Eme) anal
wvii of variance (ANOVA) with repealed measures on the lime facior
wan perfarmed, Resuln wepe considesed smisically significenr when
P 08, Data analysss were carred oul wilh Sie SASSTATY reloase
Gl statistical package (SAS Institute. Cary, MO

RESULTS
Mouse Micronucleus Test

Mo momality was recorded, Clinseal signs ol CNS exci-
wtion including tremors. ataxia, and convulsions were
phacrved boilll m WT wmd o, R-KO muce afier E-58342
administracion. Decreascd mouor activiny, prosiraion, pio-
s1s, and hunched bock were also observed. The miensiy
ad duration of the observed dinical s1gms were similar in
both monse strams. Mo clincal signs were observed i ve
hicke or CP-treated animals.

Resulis of bovwe ogrow esamination ae shown in
Table 1. Vehicle-reated WT and ayR-KO snimals showed
similor basal MNPCOE mean freguencies, Atlained valoes
were consistent with laboraory historical (WT) vehicle
control vahies, and similar o that réported i the lisera-
wre for mice of the CD-1 sienin [ Salamone and Mavour-
o, [ Krashng el al,, 20000, Adommestodmn of E-5842
{2 mp/kg) induced a slight and siatistical significant
inerease (F < 0U05) i MNPCE [reguency (45 hr) both in
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TABLE L Peripheral Blood Moose Micronuwcleos Tesd

MNRET
Pl sz Srmplimg Revieulacyie (%) Tevitiv el Circig meany | 0
sirain Treatmemi [ Lime (k) N imean £ 30 ihaka’ 2N Kel K. imman £ SL¥
Wl Vehick 48 3 A= 13 D205 1.0 = 094
E-&Ral L1 £ 5 fin = 84 Lad31 100 = (5%
cr =] a4 - 36 34 L MG, 13, 20, 04 150 = 1L
KO Vehicle L] 3 aLH £ 120 LIL.5 1.1 120 = k76
E-%543 L] an L] 448 =70 4 5 1,6 8 2= | 4%
5w 0000 Dunnett (s,
WT pnd o B-KO mice, with sitnined values exceeding - -~
the upper limit of cument labomtory historical vehicle B e — --‘;"--'

control mean vilues (range: 0.33-2.05%). The positive
contred (CF, 25 mgfkp) wsdoced o marked omd stafestically
sigiaflicant inerease (F < 0000) w MNPCE (reguency
both in WT and aR-KO mice. confirming the sensitivity
of the test system. Mo evidence of bone marow ioxicity,
as indicated by o decrease in the PCE/NCE ratio, was
ohserved in WT or o R-KO pnimals ofter admim sration
of either E-5842 or CP. The apparem slight decreaze in
PCEMCE mb an E-584 2-irewicd WT wmmals was aiiab-
utable e 4 single vehicle control WT animal showing an
umsually high value,

Resulis of peripheral bMood sample examinagion are
shown m Table L Indivadual and group mean RET aml
MNRET values of wehicle reated WT and o, R-KD mice
wiere similar, copsisicnt with luboratory historical (W)
vehicle control valees, and similar o those reporied in the
hiterature for CIR1 miee [CSGMT, 1992 Torous el al,,
20015), E-5842 administration had no effect on RET [re-
yuency neither in WT nor in o B-KO moge, E-5242
treated o R-KO mice showed a slightly increased
MNEET fregpuency, and although ibe dilference from ve-
hicle-treated o R-KO mice was pot stmistically signifi-
cantl, somne of the mdivadual valves slightly exsceed the
upper range of the laboratory historical vehicle control
(range 0.0=50 MNEETZ2000RET), No similar effect was
observed in E-5842-wreawted WT mice, this being consist-
ent with the reported alwence of mereased bone o
MNPLE frequency 24 hr afier administration of E-5842
[Chwzman et al., 2008, 3006], To s respect, the shigiily
increased MNRET frequency (48 hry in E-5842-arcmed
o B-KO mice was an unespected fimding. The positive
conmrol (CP) induced o marked ond seatistical signaficam
increase (P < (W00} ;0 MNEET freguency in WT mice,
confirming the sensitivity of the st system.

Rectal Temperature

Ciroup mesn reelal femperature valees wioned by the
different ireniment groups are represemted in Figure .
Mean basal temperatire before treatment of either vehicle

]
",
‘i‘:\
\

Wags recis imparaium (°5)
B Fa!

&
S e
‘*‘fﬂ-'
E
- L} 2 1 L] U oA &
Tir (e
Rg L Ffieer of B-5843 (300 WIH‘kﬂﬂlﬂﬂﬂ o milae meoral pem-

poratune. Rectal temperatune was d with & digital 1Bermomeier ai
wighi Gme points duriog a 32 hr '_m'an as detailed in maierial awsl meth-
ofi, Sigmal receplor imockoul mece (open svmboli) amd wild type
mede (closed symbols) peceived edher vehicke (circles) or E-5842 (inan-
pheap Ol ademintamaion of the welicle in wild rype () of dpma-1 re-
cemmar knocknm mice (000 i mew camse o slpnideann varimbon of hady
emporature whan osmpaed with pretreaiman values. Oval sitministra-
gon of E-2341 produced marked and susiained hypodvermin bot {m wild
fvpe W and sipma- ] mecepbion knogkoul mice (5L

(waier) or E-5841 were 386 = O58'C and 37.6 %
O52°C for WT and e BKO moce, respechively (s 1y
strain). No sigmificant changes in mean rectal temperature
virliae were chserved among WT ar o, R- KO animals after
vehicke ndministmtion. E-5842 sdministroien produced a
marked anad sustured decrease womoean recinl emperinne
both in 'WT and ojR-K{O mice, with maximum decreases
being achieved 10 and B hr afier adminiswration, respec-
uvely, Mean recial tempermore values wimined o these
timee  poins were 250 and 254°C, thus representing
decreases of 135 and 12.2°C from basal in ' WT and o, R-
KO mice, respectively. Recovery of mean reclal tempera-
mre 1o basal values wos observed 32 hre alier adminisora-
non in all animals, The three-way ANOVA of the emper-
murc-time  prefile of the diffcrent  eatment  groups
showed stabistical significance (F < (UH1) e reatment,
tmve, e Ereabuarent-Uome mlenscipon, All olber idemcliom
were not statistically significant. indicating thar for each
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DISCUSSION

According to cument regulatory requirements, phirma-
ceutical compounds are assessed for penctoxic potential
by testing o batbery of i vitro and o vive assavs [ICH
528, 1997], Proper mssessment reguires for the omcome
of the nesessed genetic endpoints and associated comple-
mentary investigations 1o be tken into account, for it is
achiowledged thal under comtwon eapermental cosdilions
positive resulis of questionable biological relevance can
b obstomsecd, In the rodkent eryibmocyie MN fest, ncreased
MM formution lwough sdirect mechanisms is ascknowl
edged 1o oocur under conditions of physiological perturba-
tion such az produced by acute stimulation of ervthropoie-
sis o marked depariure from basal ey lemperatune
[Twems et al., A0Ta).

The antipsvchotic o receptor ligand E-5842 has been
shovwn o mereee MNPOE Tormaton m moase bone mar
row (4% hr), sccondary 1w compound-induced hypothermia
[Gueman et al.. 200). Similar moderate increases in
MNPCE frequency ot lote sumplimg times (>24 hr), as
consequence of  compounnd-msdocet byvpothenmm,  bave
also been repored for the CNS active compounds reser-
pine  [Asanami and Shumono, 1997h], chlorpromaine
[Asanami oo al., 1] and “Covance Compound Number
47 | Twears, et al, 2007Tu], Interference with chromosome
segregation  anlior enucleation processes in maturing
ervihmocyles has been supgested as possible wlerlying
mechanisms for hyvpothermig-associmed MNPCE forma-
tion [Asanami and Shimono, 1997h; Twear et al.,
2007a). Microtubale assembly. and consequent formation
of o functionel mitoke spindle, hus shown w be w emper-
ature-dependent process in several animal species [Detrich
ef al, 198% Wallin et al., 1993, cold being & oonsditon
kiown 1o promete micmotubule disassembly [Dhgoe et al,
1%, Processes such us DNA repair [Bunon e al, 1997]
and cell cycle kinetics [Siken et al., 1965 have also
been reported (o be alfected when decrensing lemperlune
below physiological kevels.

Decreased body temperature in rodents is considered a
common response alter high-dose admmmstration of i
toxicanis, being suggesied as a physiologicnl adaptive
response modulating  acute  lethaity  [Gocdon, 1991,
Impairment of thermoregulatory function and heal produc-
s processes cun both contribute (o mduction af hypo-
thermia [Gordon et ol 20E]. mice being pamicularly sws-
ceplible becouse of ther hagh arfoce area o body weghi
matie. [nterlerence wilh bady temperatire fegulation s a
well know side effect of neuroloptic drugs. This has been
linked w0 binding properties on dopamine, serotonin, and
my-mbemergic recepiors, which wre known io be ovolved
in mammalisn thermeregulution [Ahlenius, 19%EE Cryan

Bwvironemenial and Molecular Mulagenesis, LO1 10,1002 em
MHNIndusing Hypathormia in o 8-KO Mies 5

o al, P99 WHHE Cherther, 2INHE Peraclun el al., ANKE
Chertleer wmd Abdhemes, 2000 |, For E-5842, coniribution of a
ey recepior medivted mechanism in induction of hypother-
mia was considerad plausible. o) recepiors are conzidered
i pluy o modulpory role on o variery of receplon and jon
channels [Corbern ef al,, 2006], Dense o site expression in
the hypothalamus [Largent et al., 1986] and abundance of
oty hmwlmg sates w hypothalame mockes, a bron region
thought 1w play a major role in mammalian thermoregula-
ion has been reported [Bouchard and CQuirion, 1997).
Induction of hypotherniia in rodents by compounds such as
L -di-e-iplylguandine (DTG or BMY 14802 has been
related to their o receptor binding properties [Rawls et al.,
AMZ) Some BSR4 simwturally meluted hgh aflmty o
recepor hguwls (Binding Ky values mmgng 1.4-140 nM;
40 nM for E-5842) have also been shown o produce
hypothermia when administered at the maximum tolerated
ddosee am the moneee BN e [Cloeman et al, A0E], Com-
pared to E-5842, the hypothermic effect was of lesser in-
wensity (3.1—=4.8°C decrease from basal) and duration (- &
lr ), Possable coptrluimn of compound specilic phamaco-
kinetic, metabolic, andior tissue distribution faciors modu-
lating in vivo o receptors interaction and thus hypother-
mic responze, could however not be ruled out.

Despte 1y receplors shaw an exiensive body distoiba.
ton (e.g.. brain, hear, lung. liver, kidrey, imesine, and
reproductive organs) [Matsumoto et al, 2003], mice defi-
cient in o roceplor expression and activity have shown
o uwnusual phenotype =o far, suggesing that o, recepors
are not essential for mammalian development and physio-
Meverlheless, o R-KO mice  have
shown o dif ferentinl pharmacodwmomic response (o oy re-
coptor binding wgents [Langa et al., X023, and o redueed
response in fronl of pain stimulus [Cendan et al., 2005],
In the currene investigation, vehicle-reated oy B-KO mice
showed bone marrow PCENRCE and MNPCE and periph-
eral bleod RET ard MNRET values similar 10 those
ohserved an vehscle-irenied WT mice Posflive  conlrol
treated o R-KO animals (CP, 25 mg/kg) showed o similar
increase in MNPCE frequency (24 hr) as observed in CP-
freated WT mice, conlimnng the metabolc competence
of this gencicnlly modificd mouse sirain for the bioacti-
vation of the model clastopen CP. Altogether, these data
aonlimed ihe o B-EO moomese simin s sunable Tor ihe
conduct of this comparniive mouse MN assuy,

The response of oyR-KO mice 10 the oml adminisirs-
tion of E-5842 (200 mghkg) did not differ significamly
frowmi thit of their WT counterpants, (hmerved  chincil
signs and their intensity were similar in bodh  mouse
straine. In terns of rectal lempendoee, E-5842 adoamstra-

lopgical lomensiass,

tion produced marked and long lesting bypothennin of
similar mensity and durwtion in oy B-KO and W'T mice,
The response seen in T R-KO mice indicates that com-
pemanel veternction with Dmetional oy receplors wis oo
respiired for wabiction of marked and loog Listing hypo-
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thermia. It further mubes out any theoretical contribution of
putative E-5842-metabolites with & receptar  hinding
propenics, The repored  dose-dcpendem  hypothermia
[Cuzman et al.. 2004 and fast onset after E-5842 admin-
iiration, nevenheless, suppors for & phamacologically
mediated effoct on thermoregulmory funciion. E-5542 has
heen reponed to show moderate 1o kow affinity for dopa-
mine, serotonin, and ap-adrencrgic receplons [Guitn
¢t al. 1998], Off arget mteraction with these receptors
due 1o pharmacokinetic conditions associated (o high dose
sdministration, stands o as o possible underlying mecha-
nism. In addition, the intensity and duration of the
induced hypothermic effect suggess that impairment of
metabolic heat production could also have been a contrib-
wting Tactor [Goedon et al,, 2O08],

Bone marrew examination (48 hr) revealed u slight and
statistical significont incrense in MNPCE frequency of E-
AEAT (200 myfkgl-reated o R-KO und WT mice, this
being consistent with the observed hypothermia, Auained
MNPCE valves wene somular o botl inouse straans ol
the same ronge o that reporied in previous studies
[Crurman et al, 2004, XHG]. The slightly increased pe-
ripheral blood MMNERET frequency observed in o B-RO
mice 48 hr aficr E-5842 pdministration was an unexpeesed
fimhige for no similar icreases of MNPCE frequency i
24 e bone murow samples have been reponed [Guzman
ér al., 2004, 2006] and conld sugges for earlier appear-
ance of MNPCE andfor their faster iransition from orgo-
nepoictic organs (o peripherzl blood, The reason for this
increased MNRET freguency is so far unchear, bul tle ex-
istence of slight differences in the kinetics of erythropaic-
sis in M R-KO, either wnder hasal conditions o n
respoanse lo hypotlenmia, comob be uled ool

In summary, oral adminisiration of E-3822 (200 mg/kg)
o e R-RO mice produced matked and leng lasting livpo-
thermiaz and sn sssecisied increase in bone  marrow
MNPCE frequency (48 hr). The intensiy and duration of
the lpothermic elfect prohiced oo R-KO imice and the
associated increase in MNPCE frequency were similar o
thit wbserved o E-5842-reated WT poce, The response
seen in oR-KO mice indicace thot induction of hypother-
mie conditions associated with increased MNPCE forma-
tiow alter mdmmmistaton of E-5842 0 oot mediated by
interscuon with oy recepior, The current resulis rule ow
concem for a possible class elfect of lugh affimity o) re-
cepilor hgands when tested for m vive genotoxic polenial
i the mouse MN esi.
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4.5. Resumen del contenido del articulo 5

Formation of micronucleated erythrocytes in mouse bone-marrow under conditions
of hypothermia is not associated with stimulation of erythropoiesis.

La induccion de condiciones de hipotermia intensa y prolongada en raton estd asociada a
incrementos en la formacion de EPCMN en médula 6sea. Farmacos como la reserpina, la
clorpromazina y el E-5842 (ver Anexo 1) han mostrado inducir incrementos en la frecuencia
de EPCMN en roedores de forma secundaria a la induccién de condiciones de hipotermia,
siendo el efecto revertido cuando se evita el descenso de la temperatura corporal. Se han
propuesto diferentes posibles mecanismos para la formacion de EPCMN bajo condiciones de
hipotermia. La hipdtesis mas destacada sugiere que la formacion de MN podria ser atribuible
a la alteracion del huso mitotico como consecuencia de la baja temperatura (Asanami y
Shimono, 1997b). Una segunda hipdtesis mas reciente, sugiere que el incremento en la
formacion de MN bajo condiciones de hipotermia se produce como consecuencia de la
estimulacién de la eritropoyesis (Bundy et al., 2004; Tweats et al., 2007a). Esta se produciria
debido al incremento en la secrecion de EPO, como consecuencia del descenso de los niveles

de oxigeno en sangre asociados al descenso de la temperatura corporal (Tweats ef al., 2007a).

El objetivo de este trabajo fue comprobar si la induccion de EPCMN bajo condiciones de
hipotermia esta asociada a una estimulacion de la eritropoyesis. Para ello se determinaron los
niveles de EPO en sangre tras la induccion de condiciones de hipotermia asociadas a la
formacion de EPCMN, mediante la administracion de E-5842 (200 mg/Kg) o clorpromazina

(100 mg/Kg), asi como tras la induccion de anemia por sangrado (0,5 mL).

Los resultados obtenidos muestran que el incremento en la formacion de EPCMN en médula
O6sea de ratobn bajo condiciones de hipotermia, tras la administracion de E-5842 o
clorpromazina, no estd asociado a incrementos en los niveles de EPO en sangre. Los animales
en los que se indujo anemia por sangrado presentaron un claro incremento en los niveles de
EPO en sangre. Nuestros resultados indican que el incremento en la formacion de MN en
eritrocitos de roedor bajo condiciones de hipotermia no se produce como consecuencia de una

estimulacion de la eritropoyesis.
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ARTICULO 5

Formation of micronucleated erythrocytes in mouse bone-marrow under conditions

of hypothermia is not associated with stimulation of erythropoiesis.

Guzmén A., Garcia C., Marin A.P., Tortajada A., Ruiz M.T., Ferndndez de Henestrosa A.R.,
Marcos. R.

Mutat. Res. 2008: 656, 8-13.

115






Resultados y Discusion

Mo Reasanch G50 [ PIOE| 813

Coments s averlable o1 SciancoDiroct
Mutation Research/Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis

journal homeopage: www.alsaviar.com/lacate/gantox
Community addross: waww. olsevier.com/locota/mutras

5 Fl Ja
ELSEVIER

Formation of micronucleated erythrocytes in mouse bone-marrow under
conditions of hypothermia is not associated with stimulation of erythropoiesis

Antonio Guzmdn®b-*, Concepcién Garcia®, Ana-Paz Marin®, Araceli Tortajada®,
Maria Teresa Ruiz®, Antonio R. Fernandez de Henestrosa®, Ricard Marcos®

+ Towigulegy Daparsswed, ESTEVE, Mare de [vh de Mot 221, 08040 Rorcedana, Spam
¥ pprrnasne de (ndric 4 de Aficrobiefogia, Pl & Cidacies, Db ranar A das Ae Reriefons, Refate g, Spsin

ARTICLE

IHFD ABSTRACT

Conditioes. of marked and long-lasting hypothermia have been shown 1o increase the formation of
micromuckeated pobychromaric enhrocyie (MNPCE) in mouse bone-marow. Stimdaion of erythio-
polesis a5 & consequence of anoxic conditbans assacimed with decreased Bady remperatare has been
suggested as a passible mechanism for ypothermia-induced micmmuclews formaticn, \We examined

Rivesnd 5 April TE
Recewved in revized form 13 June 2008
Aceepted 37 June 7008

St oo S whether chemically induced ypothermic conditions that producer increaserd MRPCE formation were
associated with stimulagion of erythropolests by measuring envihropoieting BPO) concentrations in blood,
s Warked and bong-Lasting ypothermia was induced in male mice by sral administration of the antipsy-
Motine MR chotic compounds E-5847 [ 200mgkg) or chlompromazine (100 mgfkg) Maximum deceases from the
Erythimpae i bunal eemperature, achieved &h alter treatment, were 148 and 128°C, respectively, A sttistically sig-
Fryghinpniesis nificant increase in bome-mamow MNPCE (requency was observed 48h afier administraiion of E-5842
E-SH4F [p< 0001 ) or chlorpromazine (p< 005 L Mice made anaemic by retro-crbital Beeding (00 mi), which acted
Chiorpromasine as prasitive control for stimation of enhropoiesis, showed no relevant vanation in mean rectal tem-
perature and a slight non-statistically significant increase in MNPCE frequency after 48 b, Blood samples
for determination of EPO levels wene obtained 4 [eed-contmol animals only). B 16 arsd 24h alter trem-
memnt. Inspite of the induced bypothermia, no sigmnificant vanation in EMO blsod levels was observed after
administraricn af E-5842 or chiorpromarine. Bleed-mduced ansemic mice showed a dear increase in
IO bl o Beveds an all sampded time poants, diferences fmom buseline values being statistically significant
[ CLO0 a0 Chee 8-y samplinges and beyond, These resulis indicate thar ind wction of MNPCE secondary 1o

chemically induced bypothermia s not mediaied by stimudation of enyibinopoiesiz.
© 008 Flsevier B, Al righes reserved,
1. Intredaction indicative of potentially similar chromoszomal effects oceurring in

The rodent micronucleus [MN] test is a pivotal component of
the standard bartery of genotosd city aseanys requested by regulatory
authearities for assessing the genodoxic potential of pharmaceutical
drugg canelidates | 1], 1 assesses the induction of chromosemal dam-
age In the proliferating enyihrocyte precursor cells [ enythroblasis L
Chromaesom a fragments of whole cloomosomes that are net ineor
potated into thedaughiter cell nucle after the last cell division af the
erythroblast, and not exgeelled from the cell during the enucheatbon
process, remadn visible in tee non-meclested immature enghroome
as small micromscle, Positive results in this asay are considersd

* Coaresponding ssthor af: Tomicology Department. ESTING. Mase de [n de
Montierra T, DA04T Ranoelona, Spain Tel: + 1491 446 6065,
fan: +FAOT 45036 TL
E il advfrems: aguemaries rewe e (A, Gumdn

1133-5T1H/S - e dronr manter © 3008 Elevier BY, All rights reserved
dhol: W B0 BE] rw e nten, 2NER (06 0116

humans, which coadd lead to 3 variety of long-term adverse healih
effects including carcinogenssis and hereditany defecis. As a con-
sequence, positive results obtained in e rodent micromecleas test
cam have a dramatic impact on the viability of the developmenial
program of a pharmaceutical camdidate.

It is cunrenily acknowlediprd that certain experimental condi-
tions inducing prolongsd deviation lvom normal physiology can
produce increased BN formation in rodent enythrooyes not related
o kntrinsic genotedcing of the test compound, and unlikely o be
relevant in the agsesoment of health effects in hamang, This has
bed seweral advisory aml regulateny bodies to issue recomneemnila-
tions for a proper interprecation of shady results obtaived under
disturbed physiological conditions |2 -4 |L Bleeding | 56], clemically
induced haemolytic anaemia |5L chemical andfor environmen-
tadly induced changes in body termperamme [ 7-11], and exposure
1o Ingeoxdc conditions | 12] have all been reported o increase MM
formation in mice,
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Stimulation of enythropodesis by administration of exogencus
enythropoietin (EPO) has been shown 1o increase MM forma
ton in rodent erythroces [13-15], Increased EPD secretion
and the consequent stimulation of erythropolesis is considered
a common underlying mechanism fof MM inducing conditicns
such ag bleedimg chemical-induced anaemia sl exposure 1o
anoiefeypoxdc condidons. An kncreased rave of cell division and
a decreased time for repair of spontansosly eccurting DNA
damage |13,16], disruption of spindle formation durimg rapid
cell divisson |17 and errors in the process of emscleation or
differentiation of erythrooytes [15) have been sugaested as pos-
sible sources of increased MM formation. Despite acting through
indirect mechanisms, compounds increasing MM Tormation in
rodenis as 3 consequence of disturbed plysiological conditons
are s1ill considersd as possible caise for concemn in case they
are able o induce the same Eysiobogical changes in humans
[4]

Chemieally indueed conditions of marked and Lesting Iypother
rmiia hawe been shown 1o increase the frequency of micronucleated
polychromatic enythrocytes (MNPCE) in miouse bone-marrow at
|abe samplitg times (=24 h) afver 2 single treatmend [4,10,11.18). The
potential for lypothermia toind uce MM formation in the absence of
amy clemical treatrment has been confirmed both in vifneand im v,
Expesure of Chinese harmster hng cells to 31233 °C for 24 hhas been
showm to increase MN formation but not chromosome aberrations
| 18], sugzesting an effect on chromossmal segregarion. Similarly,
decreasing body temperature by 12 °C fram norrmal, by a 7-h expo-
sufe 1o an environmental temperature of 12 °C under restrained
conditions, has been reported to increase the MNPCE frequency
| ¥ Interference with chromosomal segregation andfor enucle-
anion processes in maturing erythrocytes s besen suggesied a8
prabable undeddying mechanism For by pothermia-induced MNPCE
formation [4,00], Recently, stimulation of eryihropoiesis through
Imcreased EPO release a5 a consequence of reduced blood-moygen
tension associabed with lypothermic comnditions, has also bean
propoged as a possible mechanism of increased MNPCE forma-
than [4.21]. However, experimental evidence supporting this latter
Inyped hesis i, 1o Uhe best of our knowled ge, notavailableinthe open
scientific liverature,

Here we present the resulis of our ivestgations o assess
wihether demically induced hypothermic conditions that produce
increased MNPCE formation in moase bone-marrow were amo-
clated with increased EM) blood levels. Marked and long-lasting
hypothenmia was induced in male mice by ogal adminisration
of the antipsychotic compounds E-5842 or chlorpromazine, These
e neursleptic drugs are considered o lack genotoxic potentisl
and have been reparted to increase MNPCE formation in mause
bone - marrow as 4 consequence of compound-induced Inypodher-
i | 1LI8]. As a positive control for stirmdation of erythropoicsis
and EPO bood -level determinations. a further groug of mice were
made anasmic by Meeding. We provide here experimental evi-
dence indicating that induction of MNPCE secondary to chemically
induced hypothermia s mes assocl abed with stimulation of enythro-
paxiesis,
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ddueailnih Aniib decehdeg Soclophiopduimide |75 mg g o) aoted o pos e
ool for induction of MNPCE

21, Meatiremessi of rectal bersperamune

Recual i tpeTaine of the amdmali was Teoitthed By méars of 4 digl il theamnme-
ter (P (30, Panlaby) connecied o 4 thermal probe [Model 440, Selecia) AL the
e fedilad e ol B peods wan carefully imered fectally in b moise | boil
16 o), which weas gently feirained by Bund. The teanjsraiee was feconded o Sa
after readout seabd lisason. Bleasurems=ns wese perfonmned on allvehicle conmod, E-
ST and chioipeo maaine-treated animals 20 well o the bled simals jind befoee
eans il (Tural seageranse) and L7 48, W, 12, 74, 17 and 48h aiter oeanment.
kew also d it Wi in anamal sampled for Sete mminacion
-uIEPthnd leveels. Temperatune wis 0ot mosinored in CF- rested mice slnce chee
e inbee oo experiende dhiowing o effect on body tempeiaiee ol the
dslemindsrered Sone.

For geesment of effects on body temperature, indsddual recial temperatere
walues wepe meverted inin & percentage relative 1o the individl baal rempera.
reme: o the animal A pen-wiay (Eeatment. timse ) amalysis of vaniance [ANOVA] with
repeated mesiares on The Gme Gactor was perfamed, followed by el idoal ooen.
pafte0aTs O EToap Mean valies s the COmsTe il wehicke- contd group ising
Drmnpiein's fest Results were cons eped statistically vignifca when pi0%. Dats
adulyi win carthed oul wigh the SASSTAT® ielene 91 aabiieal pockage (SAS
Irmtigate [, Cary, NCLRAL

24, hioawr maronucieus et

T it (e moRsr Bracin L bemn. D was peerioammied) soonrd ing 10 chie mr B off
Saclerrid |33, Bastye- irisrow i nijrbe virde olsidseed | 5 animds Ineitimend | 88T died
water [veliiche-control ), E- 5842 oo chilorpromarine admink watkon and the maemia:
Infucing blewed, sd 241 after restmment weith e posithee conted [CF, 2emg/ig)

Ar the stated dane poine. asinals wens sacnificed By cervical dis locnon the
fetriurs weere dinsected. bonean s row extracted. mixed with (oetal call serum aand
a bome marmow smear prepared (ewo slides per animal) The smean weee Bred
with enetlnel and slained witl Giemes, Sides were coded and eseined undes
lighw micsoeoopy For each animal che pelative proportion of polychromaric (FCE)
and nonmackenmatic eyhimeytes [WE] was determined by countisg & wtad of
1000 eryihwncytes. The mrambeer of MMFCE was detenmined by examining MO0
PCES per andmal For esch trestinent greags, the frequesdy of MNPCE way ooen-
panesd with that in the veliche-onoerol grosp sy means of (he Dunnes €93 afier
rank-nrsmisamation of daes

25, EPOr o - fevnl massuramenes:

Hasal EPO Blood concenirations were determined by sampling fee animabs
Dbefre 1Beatimenl, 40 tvwn different lane poing. Rl samples weis abiained
13 animalsmeatment per s ample e from E-5847. and chiorpoamazine. imeased
it Dbl - bl o anaeimiie i, 4 [Meed-con ol animals only), 8, 16 and 240
aftey ireaimnent. Time poanis for EFO biood: mesurements were selected accoeding
i s faalen of prviously condicned eoploriBoey woek | injibli e peisln ),

AR e s el (e g, amierals weene baoughi into deep anaes thesia by ool
afane Bhualition and bood m-ﬁnmﬂuwﬂ by candiae puncture. Aniinab
were nol alkimved b0 recover om Ansesilesis after blood senpding. Seram wm.
ples vt s brged Jor moise EPOD conommra don i b (e Qasmilting mouss EPD
Imimemoass 2y kit [ERD Syiene nc, Minneapols., IBA]L & one way ARYA we
prtfistmnil, lidkeverd By indicid il comparnom of group mean valum agadmt the
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cuncurrent hassl com el proup using Dueneetty te, Rewults wene conadores siaiin-
rizally significas wien p<05

3. Results
1L Recenl remperanme

Group mean rectal temperature values attained by the different
treatment groups are presented in Fig. 1, Mean basal tempera-
ture before treatment was 307 £ 0073°C (n=55), No significant
change in mean rectal temperature was observed after vwehiche
administration. Bleeding (0.5 ml) 1o induce anaemia prodoced &
marginal and short-lasting decrease in rectal femperature, Maxi-
mum decrease was achieved 1 h after Bleeding, with a mean recral
temperature value of 352 C, Recovery of rectal temperatune o
basal values ooourred approximately 4 h afver bleeding. This mild
decrease in body temperature was consistent with a normal phys-
idogical response to the induced anaemia.

Admindsirathon of E-5842 (200 mglkg) or chlorpromazine
[ 1 g kg) produced 2 marked and sustained decrease in mean
rectal temperature, with maximum decreases being achieved Bh
after adminisration. Mean rectal lemperauie valoes attained at
this time point wene 22 9and 24.9°C, representing decreasesof 14.8
and 128" Cirom mean basal values in E-584.2- and chiorpromazine-
treated animals, respectively, In E-5842-treated animals, recovery
of mean rectal temperature to basal values was observed at 32 h
ater adminstration. Chlerpromazine- reated animals seill showved
a mean rectal bemiperature value of 30,1 C at the 48-h time podnt,
Pair-wise comparisons of treatment-growp temperature vs. the
wehicle-control group showed statistcal significance for E-5842
and chlorpromazine treatments (p<0U61 ), but noi for beed-
indisced anaemic ankmals.

ELl

12 18 14 12 48
T ()

a 4 =&

=~ grely Cosel
i [-5847

—¥— Charpeoranss
| == esd comina

Fig. 1. Time coame of nectal fempaessture inomice after oral sdminiuyation of £-38432
[0 kpl, chlerpressazing [ 100wk} and #ier an andemis-inducing Beed,
Arcisl fempesature wan regnseved with g dagiial thermometer 2t 11 bime poenss
during & 48-8 period after admininraon of waiser (0] E-5R42 (&) o chlorpro-
magine | ¥ L andd induction of anaemia by bleedig (0.5 md} (W1 Oral sdminisbration
ol waaner ()il ot canane @ AkgniBrant variagion of Baody Iemperituie 45 compired o
pre-ireaiment values, E-5842 | 4 and chionpromarine (% ) adminisivation produced
i and rilained bypothimis. Asecmia-inducing blecd () produged 3 vy
ik anad shet-Lavting decresae im rectal temperabare.

EPO blood kvl (pgimi)

™M

[ &

T Basal
[

([ Cricrpromares
(B o

Fig. . Time course of mowss EPD serum levels aiver oral adminisiraiion of E- 58400
(2 mE/ky), chlompeomaring | B00mgig] and alter 40 dssemsis-andocing bleed.
IRlood sampres were taken by candiac punchese before treacment [hasall conditions §
and ar vhe staed s points 2fer sdminiscates of E-584F or chlomgmmarine, s
induction of saraemia by bleeding (0.5 mi)L Admisétraiion nl'l: H’-d-i nr-chlm‘nm
s did ot prediucy dpsiSeant st ions in BP0 blood 14
B produced a chear and Dime-dependeni Immh!mmm

12 Mouse micronpcleus fest

Ome animal each receiving E-5842 or chlorpromazine were
found dead during the observation period (replaced by satedlice
animals L Clinlcal signs observed in E-5842- and chlorpromazine-
treated animals inchuded ataxia and mild comvulsbons shortly after
administration, followed by decreased motor activity, prosis and
prostration. No clinical signs were observed among bleed-induced
anaemic animals, vehicle-control, or CP-treated animals,

Resulis of bone-marmew examination are shown in Table 1.
Slight and statistically significant increases in bone-marnow
MNPMCE lrequency wene observed 48 halter admnistration of chlor-
promazine [p<005) and E-5842 [(p<0UM ). The MNPCE values
alightly excesded the upper limit of current Laboratory histori-
cal vehicle-control mean values (range: 0.35-2.05%.) increases
lroem basal being similar 1o those previously reported for these
two neurtdeptic compounds [11,18] These results confirmed that
MNPCE-inlucing hypothermic conditions had been effectively
achieved. A slight bt mon-statistically significant increase in
MNPCE frequency was obsenved in bleed-induced anaemic mice
{48 h). The posithve controd (CF, 25 mg/kg) induced a marked and
statistically significant increase (p<0.001] in MNPCE frequency,
confirming the sensitivity of the test system. Mo evidence of bone-
marrow toxicity, a8 indicated by a decrease in the PCEJMCE ratio,
was observed after administration of E-3842, chlorpromazine or
CP. There was a clear ncrease in PCENCE ratlo among bled anlimals,
consistent with stimulation of erythropoiesis,

13 EPMD blood tevels

GCroup mean EPO serum levels are presented in Fig, 2. Mean EPO
serum levels under basal conditions were 7100+ 239 pg/mil. Ani-
mals made anaemic by bleeding showed a clear and time-related
increase in PO semim bevels, this being consistent with stimulation

of regenerative eryihropolesis. Group comparison vs. basal condi-
tions showed statistical significance (p<0U000 ) at the B-, 18- and
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24-h sampling points. Mo significant variations in EFO blood levels
weere observed alter administration of either E-5842 or chlospro

rmazine at amy of the sampling points (8, 16 and 24 hL These results
indicate thar the hypothermic conditions atrained after admin

istration of E-5842 or chlorpromazine were nol associabed with
Increased EPO blood [evels.

4. Discussion

The camrrent regulatory practice of wsing a battery of genotox-
jcity assagrs 10 evaluate the genotosde potential of pharmaceurical
candidates sims at reducing the risk of genotexic cormpoumnsds not
being progeerly detected | 1L While in vitro assays are generally con-
sidered more sensitive for detecting genotoxic carcimogens |24,
in vive assays are comsidersd 1o more clasely mimic the human
situation, since they rake into account Mological processes of
absorion, distrilution, metabolism and excretion, all of which ane
not accounted forinin wire assays. The rodent micronucleus assay,
wihich assesses the [ uoion of dwomesomal damage by bath elas
tegenic and aneegenic agents in the proliferating enyilmoblasis,
stands out a5 the most commonly conducted in vive test, Being per-
cetved to show a relatively high specificity [false positives being
rare in this assay), positives resulis are given a grea regulaiony
weight,

The prodiferation of erythrocytes (erythropoiesis) s regulabed
oy the glyeoprotein hormone EPOL Produced primariy by s
kidney in response (o decreased comen in blood, EPO regelates
the proliferation and differentiatiom of red blood-cell precirsors.
Burst-forming wnit erythroid [BAU-E) cells are the earliest ery
throcyte precursars expressing EPO receptors and responsding 1o
its stimulation |25). Conditions of increased EPC activity, either
by exoenous administration [ 14,15 or by stimulation through
decreased blood-ogymen levels a5 a consequence of besding or
chemically induced hasmalytic ansemia | 5,6 have been shown o
Increase MM formation in rodent enythrocytes through an indirect
rmeechanism associated with cell-prodiferative stress-relared evenis.
Similarly, stimubation of EPO telease 2 a consequence of reduced
blood -oxygen tension assoclabed with decreased body tempera-
ture, has been proposed as 3 possible contributing mechandsm
to hypothermia-induced MNPCE formation [4.21] lnduction of
Mypot hermia has been proposed as an adapgihve response fo hypoxda
b decreasing coygen demand in bady tissues | 26]. Hypoactivitg, a5
generally observed under conditions of marked hypothermia, has
been asseciated in rodents with decreased arterial blood-moygen
leeveds 121

Increased EPO blocd concemtrations in response (o anasmia
depend om the de novo synithesis of ERO [27]. EFO m RNA levels have
been shown to correlate with the severity of the induced anaemia,
and increazed EMO mBRMA levels in the kidney of mice have been
reported to be first detectd 150 after Blesd-induced ansemia,
reaching a maximum between 4 and Sh, and remaining stable
for ar least 24 h [28) In owr current imvestigation, bleed-induced
andemic mice shoveed 3 clear increase in EPD blood bevels at the

sampled tme points [4-34 h), differences from basal achieving sta-
tistical significance [p<0U001} at the 8-h sarmpling and beyousd.
This time-dependent Increase in EPO blood bevels is consisient
with the described kinetics of EFO-mBNA symthesis, amd with the
regquired lar-time for increased EPO-ghycoprotein Mood levels o
OO,

Congistent with the inoreass in BN bood bevels, the PCEMNCE
rafio wias also increased in bled animals. Absence of a dmilar
effectan PCEJNCE ratloinchlorpromazine- and E-5842-treated ani-
rmals couldd seem, a priodd, inconsistent with a proposad mechanism
of erythropoiesis stimulation, Howewer, the commelation between
EPMO simulation of erythwopolesis amd increased PCE/NCE ratho
in bone-marrow has shown not o be that straightforsanl. In
ther imwvestigations on the effects of EPO admanistration fo mice,
Suznki et al. reported Lick of a dose-response rel ationship between
PCEMCE rathe and administered dose of EPO [13) and a time-
dependent Muctuation in PCEMMNCE values, with an initial iransient
deceeaze followed by a graduwal increase afterwards | 29], Mild peak
Imcreases of PCE/NCE values were observed 5 h (from 181 to 235)
[ 13] and 48 k| feom 16w L3) |29] after EPO administration. Hewe-
ever, no simila varations in bone-marrow PCERCE ratio saee
repoied by Yajima et al. in their experiments on incressed ery-
thropolesis and MN formation after EPO administration to mice
| 14.15). Reversed replenishment with peripheral micronocsated
reticulocytes derived from other hasmatopoietic organs | 1] and for
conomrem EPO-stimulated shortened medullary transit dime and
increased rate of PCE releaseinto peripheral boad [ 13,14] have been
aumpested as possible casses, No variations in PCETNCE ratio were
also reporied by Smder and Diehl when exposing mice 1o Iypoxic
conditions, where the observed associated increass in MN forma-
thon was considered consistent with a mechanism of increased
erythropoiesis [ 17}

Bled animals showeed a slight althougth non-statistically signif-
icamt increase in MMPCE frequency 48 h after treatment. Simalar
weeak 2 10 3-fold increases in spontansous rate of MINPCE in mouse
bepree -rearrows have been reporied both alter physiological stimu-
lation of enyhropoiesis by bleeding 6] and aler sxogenows EFO
adrministration | 14.15], The fesponse (o acute erythio poietic siress,
as produced by bleeding or EPO administration, is comsidered 1o
Ise primarily splenic in adul mice [30]. Farmation of MN after EFO
adrministration has been shown to be higher in peripheral Mood
reticulocytes than in bone-marnow PCEs, 3 consequence of the con-
rribstion of extramedullary erythiopoiesis o the ey lirecyne poal
[ Th 5]

Oral admingstration of E-5842 or diorpromazine produced
marked anel bong-Lasiing hypothermia, of similar intensicy aned
time course to that repomed in previous studies [1118). The
observed statistically signilicant increase in bone- marnow MNPCE
(48 h} confimmed that MN-inducing hypothermic conditions had
by effectively achieved, However, no significant variation in EPO
loced levels was observed at the varioos sampling points (8, 16
and 24 hi Considering the previously described kinetics of EFO
gynthesis and the time-dependent incraase in EMO blood levels
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observed alfter acute stimulation of erythropolesis, as induced In
our blesding experiment, the possibility of increased EPO blood
leveels as a consequence of compound -induced Typothermia, going
undetected because occurring outside the current samipling thime
imerval (le <3h or »240) I8 mest wanlikele Our resulis with E-
5842 amnd chlorpromazine show that stimdation of eryilropoiesis
does mot 1ake place when hypothermic conditions assoclaved with
incresssd MNICE formation e induced, suggesting that under
these conditions, MM formation is not incressed as consequence
of erythrobdast- proliferarive stress-associated events.

Mrernatively, marked deviation In physiclogical temperature
conditions has been suggested 10 increase MNPCE formation
through interference with microtubule assembly and dishobance
of the mitctic spindle |80} The increased MM size repored for
hypothermia-inducing compounds such as reserpine, chlorpro-
rvazine anwl E-5847 [ 10,1018 supgorts an aneugenic oigin, becness
Imedapction of Large MN is generally considered indicative of an aneu-
genic effecy [23,31-33). Besides thelr role in the mitote spindls,
micratubules also have an importand funclion in the maintenance
of the cytoskeleton structure and kn infraceBular movernents, and
thesy luve been propoted o play an essential role in erytheoid
emscheation [34,35), While myosin and actin filamems are con-
sidered responsible for the cell splinting that ooours during the
emacleation process |35-37], microtubudes have been proposed
to contribute to the comean positioning of the mecleus 35,36
There are several lines of {n vive experimental evidence suggest-
img that imerference with microtubule polymerization can affece
the enythrohlas emucleation process. Adminisivation of the spimdles
poigon cobchicine has been reported o inhibic enythreid encle-
atiom in rats [34] and to induce extrusion of chromosemal masses
in erythroblasts at metaphase and enucleation in mouwse ambry-
onic liver immature erytlroblasts [38L Parton et al, showed that
bioth spontanscus and chembcal freatment-induced MM were sus-
ceptible to being eliminated from maturing erythroblast s, a process
suygrested 1o ocour during or around ihe tme of main nucleus
extrusion |39) Further, they reporied extruded MN o be poe-
dominantly large a5 compared o those retaimed inside the cell
and spindle potson-induced MN being susceptible o extrsion
while clastogen-induced MN were nor. These abservations sg-
gest that interference with extrusion of spontanecushy formed MN
through inhibition of microtubule assembly or funcion could con-
tribute ta MN induction by Iypothermia Whether hypothermia
induces MN by interfering with chromosomal segregation andfor
with nuclear/MN extrusion processss could even be of certain rel-
evance i terms of genotoxic fisk assessiment. While interference
with chromosomal segregation has the potential wo adversely affece
amy proliferating cell popadation. the enucleation process is con-
sidered a rare feature in mammalian Gssae diferentiation, with a
lirmited number of cedl types known (o undergo this process: eny-
throblasis, lens epitheflal cells and keratinocytes [440], all of them
representing a final suage of cell differentiation. lacking proliferaive
potential,

In summary, the results obrained after oral administration of
the antipsyelotic compounds E-5842 and ehlorpromazine show
that increased MNPCE formation In mouse bone -marnow occur-
ring a5 consequence of chemically induced hypothermia is noo
associated with increased EMO blood levels, Our resulis sugpese
that Increased MMNPCE fosmation umber conditions of marked and
sustained ypothermia is not medisted by stimulation of erythro-
o s,
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4.6. Discusion general de los resultados

4.6.1. Valoracion del potencial genotoxico del E-5842 y de los compuestos A, By C

La induccién de dafio genotoxico se considera un suceso implicado en la induccion de cancer
y defectos hereditarios, asi como en la de toda una serie de enfermedades humanas de origen
genético. Los ensayos de genotoxicidad desempefian un papel fundamental en la
determinacion del potencial genotoxico de las sustancias quimicas, y en el caso particular de
los productos farmacéuticos, esta valoracion adquiere una especial relevancia por cuanto
implica la exposicion intencionada de seres humanos. De acuerdo con la normativa vigente, la
valoracion del potencial genotdxico de un farmaco requiere la realizacion de una bateria de
ensayos in vitro € in vivo. Este requerimiento se fundamenta sobre el concepto de que ningin
ensayo, de forma aislada, puede detectar todos los agentes genotdxicos dado los diferentes
niveles estructurales y multiples mecanismos de interaccion con el DNA que existen, por lo
que la utilizacion de una bateria de ensayos reduce el riesgo de que sustancias con capacidad

genotoxica no sean detectadas (ICH S2B, 1997).

De acuerdo con los actuales requerimientos normativos, los firmacos experimentales E-5842,
A, By C, todos ellos derivados de la estructura comun de la FTHPB y con afinidad por el
receptor G, fueron evaluados mediante una serie de ensayos in vivo € in vitro que forman
parte de la denominada bateria estandar (ICH S2B, 1997). En el caso particular del E-5842,
éste fue evaluado, ademas, en una serie de estudios in vivo e in vitro complementarios con el
objetivo de clarificar la relevancia bioldgica de los resultados obtenidos en algunos de los

ensayos de la bateria estandar.

Los cuatro fairmacos evaluados demostraron carecer de potencial genotoxico in vitro en el
ensayo del test de Ames (Articulo 1, tabla 1; Articulo 3, tabla 2), que evalta la induccion de
mutacion génica en células procariotas, y en el ensayo del ML (Articulo 1, tabla 3; Articulo 3,
tabla 3), que evalta la induccion de mutacion génica y aberraciones cromosomicas en células
de mamifero. En ambos ensayos, los compuestos A, B y C presentaron un mayor grado de
citotoxicidad en los tratamientos en ausencia de activacion metabdlica exdgena (fraccion S9),
presentando el E-5842 una tendencia similar s6lo en el ensayo del ML. Aunque esto podria
sugerir una posible mayor toxicidad de los compuestos ensayados respecto a los posibles
metabolitos generados, no se puede descartar la posible union inespecifica de los compuestos,

o posibles elementos reactivos, a los componentes del S9, principalmente proteinas (Kirkland
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et al., 2007a). Los compuestos A y B, que tienen en el extremo de la cadena butilica un anillo
de pirazol e imidazol, respectivamente, presentaron un mayor grado de toxicidad en bacterias
y en células L5178Y de linfoma de raton respecto a los dos compuestos portadores de un
anillo de triazol, como son los compuestos C y E-5842. Este ultimo, presentd un nivel de

toxicidad claramente inferior al resto de los compuestos en ambos sistemas experimentales.

El farmaco E-5842 también se evalu6 en el ensayo in vitro de AbCr en linfocitos humanos,
observandose en este ensayo un claro efecto clastogénico tanto en ausencia como en presencia
de fraccion microsomal S9 (Articulo 1, tabla 2). El ensayo de AbCr se considera
especialmente susceptible a la induccion, bajo condiciones de citoxicidad elevada o alteracion
de condiciones fisiologicas, de positivos carentes de significacion biologica (Miiller y Sofuni,
2000b; Kirkland, 1992). En nuestro ensayo, el incremento en la frecuencia de aberraciones
cromosdmicas se observa aparentemente a concentraciones de moderada toxicidad (valorada a
partir del indice mitotico) y en ausencia de variaciones significativas en los valores de pH y
osmolaridad del medio de tratamiento por lo que, a priori, no pareceria poder ser atribuido a
efectos indirectos de genotoxicidad (Scott et al., 1991; Kirkland, 1992; Galloway et al., 1998;
Miiller y Sofuni, 2000b).

Varias observaciones experimentales sugieren, no obstante, que los valores de indice mitdtico
podrian estar subestimando el grado real de toxicidad inducido por el E-5842 sobre los
linfocitos humanos. En primer lugar, el patron atipico observado en el indice mitotico
(descenso inicial de los valores seguido de un posterior incremento al aumentar la
concentracion ensayada), sugiere la presencia de un proceso de acumulacion mitotica
(Articulo 1, figura 2). En este sentido, la concentracion mas alta ensayada carente de efecto
clastogénico (300,7 pg/mL; 20 h en ausencia de S9) presentd un valor de indice mitotico del
38% respecto al control vehiculo, mientras que concentraciones superiores a €stas presentaron
valores de indice mitdtico mayores. Al ser un factor dependiente del tiempo de valoracion, el
valor de indice mitotico obtenido en un tiempo concreto puede no ser indicativo del
crecimiento general de un cultivo, y pasa a ser un parametro inexacto de valoracion de
citotoxicidad cuando existe un incremento en la actividad mitdtica (Kirsch-Volders et al.,
2003a; Kirkland et al., 2007a). En segundo lugar, la presencia de células poliploides en los
cultivos de linfocitos humanos tratados con E-5842 indica un posible efecto de acumulacion

mitdtica, en cuanto que la alteracion del ciclo celular es reconocida como una de las posibles
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causas que pueden dar lugar a la formacion de endorreduplicaciones y poliplodias (Galloway,

2000).

Asimismo, la relevancia bioldgica del resultado positivo obtenido con el E-5842 en el ensayo
in vitro de AbCr queda cuestionada por el resultado negativo obtenido en el ensayo del ML,
que es capaz de detectar sustancias que inducen mutacion génica y/o efectos clastogénicos
(Moore et al., 1985; Applegate et al., 1990; Combes et al., 1995; Mitchell et al., 1997). Como
se discute mas adelante, el efecto positivo en el ensayo in vitro de AbCr tampoco tuvo una
correlacion en los ensayos in vivo que valoraban la induccion de AbCr (en la forma de MN)

en roedor.

Aunque se desconoce el mecanismo mediante el cual el E-5842 induce el efecto de
acumulacion mitotica, varias evidencias experimentales hacen que no se pueda descartar la
posible implicacion del receptor o. El receptor o (tanto el o; como el o) se expresa en
leucocitos humanos, sobre todo en linfocitos T y B, atribuyéndose a los ligandos ¢ un papel
modulador de la funcion inmunitaria (Su et al., 1988; Wolfe, Jr. et al., 1988; Carr et al., 1991;
Casellas et al., 1994). En condiciones in vitro, los agonistas ¢ inhiben la proliferacion de
linfocitos humanos estimulados con fitohemaglutinina, revertiendo los antagonistas ¢ esta
inhibicion (Carr et al., 1991). La capacidad de los ligandos ¢ de inhibir la proliferacion de
ciertas lineas tumorales se ha atribuido a la induccion de apoptosis y bloqueo del ciclo celular
(Colabufo et al., 2004; Renaudo et al., 2004). El receptor o; aparentemente tiene una
actividad antiapoptoética, induciendo los antagonistas o apoptosis en células tumorales (Wang
et al., 2005). Recientemente, se ha sugerido que los receptores o; juegan un papel en la
organizacion del citoesqueleto de actina mediante el control del funcionamiento de proteinas

del citoesqueleto, tales como las ankirinas (Hayashi y Su, 2001).

En lo que se refiere a la valoracion del potencial genotdxico in vivo, los farmacos
experimentales A, B y C demostraron carecer de actividad genotoxica en el ensayo de MN en
eritrocitos de médula 6sea de raton, tras administracion tnica (Articulo 3, tabla 4). Por el
contrario, la administracion de E-5842 produjo un ligero incremento en la frecuencia de
EPCMN (Articulo 1, tabla 4), excediendo el valor medio alcanzado (5,3%o) el limite superior
del rango de valores medios del control histérico del laboratorio para la cepa de ratdon en
cuestion (1,1 — 3,3%o0). Aunque en primera instancia este incremento puede parecer

consistente con el resultado positivo obtenido en el ensayo in vitro de AbCr, el efecto

125



Resultados y Discusion

observado no se corresponde con el de un genotdxico clasico, ya que se produce a una dosis
intermedia (200 mg/Kg), a un tiempo de muestreo tardio (48 h) y bajo condiciones asociadas

a signos clinicos severos y mortalidad.

Los ensayos in vivo complementarios realizados para valorar la relevancia bioldgica de este
aparente resultado positivo indican que el E-5842 carece de actividad genotoxica in vivo. En
el ensayo de MN en médula 6sea de raton tras la administracion repetida de dosis no
asociadas a toxicidad elevada, no se observaron incrementos en la frecuencia de EPCMN
(Articulo 1, tabla 5). Tras la administracion oral en rata de E-5842 tampoco se observaron
incrementos en la formacion de MN en hepatocitos, un tipo celular diferente a los

eritroblastos y perteneciente a un drgano bien perfundido (Articulo 1, tabla 6).

Nuestros estudios del efecto de la administracion de E-5842 (200 mg/Kg) sobre la
temperatura corporal en raton han puesto de manifiesto que la formacion de EPCMN se
produce bajo condiciones de hipotermia intensa y prolongada (Anexo 1, figuras 2 y 3). Al
evitar el efecto hipotérmico producido por la administracion de E-5842 mediante la
exposicion de los animales a condiciones de temperatura ambiental aumentada (30 °C, 24 h)
la frecuencia de EPCMN revertia a valores basales (Anexo 1, figura 3 y tabla 2). Estos
resultados indican que el incremento en la frecuencia de EPCMN tras la administracioén de E-
5842 es atribuible a la hipotermia y no a una actividad genotoxica intrinseca del E-5842.
Efectos similares se han descrito para un nimero reducido de compuestos psicoactivos como
la reserpina, la clorpromazina y el compuesto identificado con el codigo “Covance compound

No. 4” (Asanami y Shimono, 1997b; Asanami et al., 1998; Tweats et al., 2007a).

A pesar de los resultados positivos obtenidos con el E-5842 en los ensayos de AbCr in vitro 'y
de MN en médula 6sea de raton tras administracion unica, el peso de la evidencia
experimental acumulada indica que el E-5842 carece de potencial genotdxico real. El
resultado positivo obtenido de forma aislada en el ensayo in vitro de AbCr es considerado
atribuible a condiciones de toxicidad excesiva, y por lo tanto, carente de relevancia bioldgica
(Kirkland, 1992). La no relevancia bioldgica de este resultado queda reforzada por el amplio
margen de seguridad existente entre las concentraciones sin efectos genotoxicos alcanzadas en
los diferentes ensayos, y los niveles plasmaticos maximos alcanzables en humanos bajo
condiciones clinicas de uso (tabla 4.1). En el caso particular del ensayo de MN en ratén, cabe

presuponer que los niveles plasmaticos alcanzados en los animales tras la administracion de
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dosis de hasta 400 mg/Kg (Anexo 1) exceden, en mayor o menor medida, del valor indicado

para este ensayo en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Niveles de exposicion a E-5842 en las condiciones experimentales indicadas.

Ensayo Concentracion maxima Multiplo respecto a Cy,,
con resultado negativo humana (19,1 ng/mL)
300,7 pg/mL (-S9 15700
AbCr ng/mL (-S9)
173,2 pg/mL (+S9) 9000
535,1 pg/mL (-S9) 28100
ML
891,8 pg/mL (+S9) 46900
Rata, MN en higado
(100 mg/Kg) 4245 ng/mL 20
Ratén, MN en médula
dsea (40 mg/Ke) 2026,8 ng/mL 100

Cmax humana: concentracion maxima bajo condiciones de equilibrio tras
administracion repetida a la dosis maxima tolerada (10 mg/dia).

Los estudios in vivo realizados confirman que el incremento en los valores de EPCMN en
médula 6sea de ratdn, tras la administracion de una dosis Unica de E-5842 (200 mg/Kg), se
produce como consecuencia secundaria a la induccion de hipotermia. El incremento en la
formacion de MN, por lo tanto, no se produce como consecuencia de una actividad
genotdxica intrinseca del E-5842 sino mediante un mecanismo indirecto susceptible de
presentar un umbral de efecto y de cuestionable extrapolacion a condiciones clinicas en

humanos.

En resumen, los resultados obtenidos en la bateria de estudios in vitro e in vivo realizados
indican que los farmacos experimentales A, B, C y E-5842 carecen de potencial genotoxico, e
indican que la exposicion de pacientes a estas sustancias bajo condiciones clinicas de uso no
representa riesgo genotoxico. Manteniendo presente la necesidad de evaluar el potencial
genotoxico de cualquier nuevo farmaco, nuestros resultados sugieren que para la serie
quimica de ligandos o; derivados de FTHPB, la posible presencia de potencial genotéxico no

parece ser, a priori, un tema de especial preocupacion.
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4.6.2. Investigacion del potencial de los ligandos c; derivados de FTHPB de

inducir micronucleos por hipotermia

El descenso de la temperatura corporal es reconocido como un factor de confusion en la
realizacion del ensayo de MN en eritrocitos de roedor (EMEA, 2006; Tweats et al., 2007a),
en cuanto que la induccion de hipotermia intensa y prolongada esta asociada a incrementos en
la frecuencia de EPCMN en médula dsea en rata y raton (Asanami y Shimono, 1997b; 2000;
Asanami et al., 1998).

Nuestros resultados ponen de manifiesto la capacidad de los cuatro farmacos experimentales
evaluados de inducir condiciones de hipotermia tras su administracion oral en raton, lo que
sugiere un efecto comun a esta serie quimica de derivados de FTHPB con afinidad por el
receptor o;. No obstante, a pesar de la similitud en estructura quimica y afinidad hacia el
receptor o; (tabla 1.3), el E-5842 se diferencia claramente del resto de derivados de FTHPB
en su capacidad de producir hipotermia en ratén, presentando una mayor intensidad y
duracion de efecto (tabla 4.2). Destaca a este respecto el compuesto C, cuya Unica diferencia
estructural respecto al E-5842 corresponde a la sustitucion, en el grupo halégeno del anillo de

benceno, de un atomo de fltior por uno de cloro.

Tabla 4.2. Induccién de hipotermia en ratén tras administracion oral.

Sustancia Dosis Hipotermia Referencia
(mg/Kg) Intensidad (°C) Duracion
(temperatura corporal) aproximada (h)
E-5842 50 10,4 - 7,5 (26.2 - 28,7) 10-7 Anexo 1 (Exp. 1y 2)
100 11,6 - 10,0 (24,3 - 26,2) 12-8 Anexo 1 (Exp. 1y 2)
200 12,3-12,0 (23,9 - 24,2) 15-13 Anexo 1 (Exp. 1y 2)
13,5/12,2 (25,1/25.4) >12h Articulo 4 (WT/KO)
14,8 (22,9) >15h Articulo 5
400 12,9 (23,3) >72h Anexo 1 (Exp. 1)
A 150 3,1 (35,2) 0 Articulo 3
B 177 4,8 (33,5) 0 Articulo 3
C 120 4,6 (33,7) 0 Articulo 3
Clorpromazina 100 12,8 (24,9) >48 Articulo 5

Intensidad: descenso maximo por debajo de la temperatura corporal basal.
Duracion: tiempo aproximado por debajo de 33 °C.
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Las diferencias en actividad hipotérmica no pueden ser atribuidas per se a las diferencias en
las dosis administradas, ya que el E-5842 a niveles de dosificacion inferiores a la DMT de los
farmacos A, B y C, ha demostrado inducir hipotermia de mayor intensidad y duracion (tabla
4.2). Aparentemente, esta observacion parece cuestionar una implicacion relevante del
receptor 6; en la induccion de condiciones de hipotermia como las observadas tras la
administracion de E-5842. No obstante, la ausencia de datos experimentales comparativos
sobre los niveles plasmaticos de exposicion a los productos ensayados, o posibles metabolitos
con actividad farmacoldgica, hace que no se pueda excluir la contribucion de factores
cinéticos, metabolicos o de distribucion de tejidos sobre los diferentes potenciales

hipotérmicos.

Soélo en el caso del E-5842 el efecto hipotérmico ha estado acompafiado de un incremento en
la frecuencia de EPCMN en médula 6sea. El efecto inducido tras la administracion de la dosis
de 200 mg/Kg (48 h), ha demostrado ser reproducible en diferentes ensayos y cepas de raton
(Albino Swiss CFLP, CD-1 y o;R-KO). En los diferentes ensayos realizados, los valores
medios de EPCMN alcanzados tras la administracion de E-5842 (200 mg/Kg) han excedido el
rango superior de valores histéricos basales, con un factor de induccion de entre x1,9 y x4,2
respecto al correspondiente control vehiculo y alcanzando, en la mayoria de las ocasiones,
significacion estadistica (p<0,05; ANOVA, test de Dunnett) (Articulo 1, tabla 4; Articulo 4,
tabla I; Articulo 5, tabla 1; Anexo 1, tablas 1 y 2). Al evitar el efecto hipotérmico en los
animales tratados con E-5842 (200 mg/Kg), mediante la exposicion a condiciones de
temperatura ambiental aumentada (30 °C, 24 h), se induce la reversioén de la frecuencia de
EPCMN a valores basales (Anexo 1, figura 3 y tabla 2). Estos resultados indican que el
incremento en la frecuencia de EPCMN es atribuible al fuerte y prolongado efecto hipotérmico

inducido y no a una actividad genotoxica intrinseca al E-5842.

Si bien es de aceptacion general que sustancias con actividad hipotérmica pueden inducir
incrementos en la frecuencia de MN mediante un mecanismo indirecto derivado de la baja
temperatura (EMEA, 2006), son escasas las referencias sobre este tipo de compuestos en la
literatura cientifica. Tras los trabajos realizados por Asanami y colaboradores con los
farmacos antipsicéticos reserpina (Asanami y Shimono, 1997b) y clorpromazina (Asanami et
al., 1998), el E-5842 constituye el tercer ejemplo, citado en la literatura cientifica, de una
sustancia capaz de inducir incrementos en la frecuencia de MN como efecto secundario a la

induccion de hipotermia. De forma reciente, esta escueta lista se ha visto ampliada con un
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cuarto compuesto quimico identificado como “Covance compound No. 4” (Tweats et al.,
2007a). El patrén de induccion de EPCMN tras la administracion de E-5842 (200 mg/Kg),
con un incremento moderado por encima del valor basal y a un tiempo de muestreo tardio (>
48 h), es similar al observado para la reserpina, la clorpromazina y la sustancia “Covance

compound No. 4” (Asanami y Shimono, 1997b; Asanami et al., 1998; Tweats et al., 2007a).

La ausencia de efectos sobre la frecuencia de EPCMN tras la administracion de los farmacos
A, B y C, es consistente con la moderada intensidad y duracion del efecto hipotérmico
inducido por estos fairmacos a su DMT. Para ninguno de ellos, los valores de temperatura
corporal se han aproximado al umbral de efecto para la induccion de MN propuesto por
Asanami y colaboradores tras sus experimentos con clorpromazina: una temperatura corporal
inferior a 33 °C durante un minimo de 11 h (Asanami et al, 1998). En los diferentes
experimentos realizados con E-5842, el efecto hipotérmico inducido tras la administracion de
la dosis 200 mg/Kg ha excedido el umbral de intensidad y duracion propuesto por Asanami y
colaboradores. Un patrén similar en cuanto a intensidad y duracion de efecto hipotérmico, e
induccion de MN, se ha encontrado para la reserpina (Asanami y Shimono, 1997b), la
sustancia “Covance compound No. 4” (Tweats, et al., 2007a) y la clorpromazina (Asanami et

al., 1998), siendo reproducida para esta ultima en nuestro ensayo (Articulo 5).

Por otro lado, nuestros resultados ponen en contexto el concepto de umbral de efecto
propuesto por Asanami y colaboradores, en cuanto que su superacion no ha de estar
necesariamente asociada a incrementos en la frecuencia de EPCMN. Cabe recordar la
naturaleza empirica del valor propuesto por Asanami y colaboradores, al cual dificilmente se
le puede asignar un valor absoluto debido a la existencia de factores contributivos tales como
la variabilidad individual en la respuesta, las diferencias de susceptibilidad entre cepas, y la
variabilidad inherente al recuento de un numero relativamente reducido de eritrocitos. En este
sentido, en uno de nuestros experimentos, la induccidon de una temperatura corporal inferior a
33 °C durante aproximadamente 12 h, tras la administracion de una dosis de 100 mg/Kg, no
estuvo asociada a un incremento en la frecuencia de EPCMN (Anexo 1, Primer Ensayo). Por
otro lado, cabe la posibilidad de que el efecto inductor de la hipotermia sobre la frecuencia de
EPCMN pueda quedar enmascarado por otros efectos como la toxicidad. En este sentido, los
indicios de toxicidad medular (descenso de la relacion EPC/ENC) observados tras la
administracion de la dosis de 400 mg/Kg de E-5842 podrian explicar la ausencia de

incrementos claros en la frecuencia de EPCMN, a pesar de darse condiciones de hipotermia
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de mayor intensidad y duracion a la producida tras la administracion de la dosis de 200

mg/Kg (Articulo 1, tabla 4; Anexo 1, tabla 1).

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la induccion de condiciones de hipotermia
tras administracion oral en raton, parece ser un efecto de clase de esta serie quimica de
ligandos para el receptor o, derivados de la FTHPB. Esta actividad podria estar relacionada
bien con su actividad farmacologica (union al receptor c;) o con alguna otra propiedad
inherente a la estructura quimica comun. No obstante, el incremento en la formacion de
EPCMN en médula 6sea de ratdbn como consecuencia de la induccién de condiciones de
hipotermia intensa y prolongada ha resultado ser un efecto exclusivo del farmaco
experimental E-5842, no extensible al resto de derivados de la FTHPB con afinidad por el

receptor o; evaluados.

4.6.3. Investigacion del mecanismo de induccion de hipotermia tras

administracion de E-5842

La induccion de hipotermia en roedores es un efecto habitual en situaciones de intoxicacion
aguda, siendo considerado por algunos un efecto adaptativo que permite una mayor
supervivencia de los animales (Spencer et al., 2007). La hipotermia también puede
producirse, en ausencia de toxicidad, como respuesta a un efecto farmacolédgico. En el caso
concreto de los farmacos con propiedades psicoactivas, la alteracion de los mecanismos de
regulacion de la temperatura corporal es un efecto secundario bien conocido (Asanami et al.,
1998; Oerther y Ahlenius, 2000). Este efecto se ha asociado a la capacidad de estos farmacos
de unirse a receptores de DA, 5-HT y a,-adrenérgicos, que se sabe estan implicados en la
regulacion térmica en mamiferos (Ahlenius, 1999; Cryan et al., 1999; 2000; Oerther, 2000;
Perachon et al., 2000; Oerther y Ahlenius, 2001).

Los resultados obtenidos con los farmacos experimentales A, B, C y E-5842 confirman la
capacidad de esta serie quimica de derivados de FTHPB con afinidad por el receptor o1, de
inducir condiciones de hipotermia tras su administracion oral en ratoén. En el caso particular
del E-5842, la fuerte hipotermia inducida estd asociada a la induccién de incrementos en la
frecuencia de EPCMN en médula 6sea. Diferentes evidencias experimentales sugieren una
posible implicacion del receptor ¢ en los mecanismos de termorregulacion en mamiferos.

Entre éstos destaca la alta expresion del receptor o; en el nucleo hipotalamico (Bouchard y
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Quirion, 1997), zona que se cree juega un papel fundamental en la regulacion de la
temperatura corporal (Boulant, 1981), y la capacidad de diversos ligandos o de inducir

hipotermia en animales de laboratorio (Bejanian et al., 1991; Kest et al., 1995; Rawls et al.,

2002).

La posible implicacion del receptor o; en la induccion por el E-5842 de condiciones de
hipotermia asociadas a la formaciéon de MN fue considerada de interés para la valoracion del
potencial genotoxico, mediante el ensayo de MN en roedor, de otros posibles farmacos

experimentales con afinidad de unidn para este receptor.

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos con ratones KO para el receptor 6, (o1R-
KO) muestran que estos animales transgénicos responden al tratamiento con E-5842 de forma
similar a los ratones WT. En ambas cepas de raton, la administracion de E-5842 (200 mg/Kg)
produce un claro descenso de la temperatura corporal, siendo la intensidad y duracion del
efecto similar en ambas cepas (Articulo 4, figura 1). De forma consistente con el grado de
hipotermia inducido, en ambas cepas se ha observado un incremento similar y
estadisticamente significativo (p<0,05; ANOVA, test de Dunnett) de la frecuencia de EPCMN
en médula Osea a las 48 h del tratamiento (Articulo 4, tabla 1). Estos resultados indican que la
induccion de condiciones de hipotermia asociadas a la formacion de MN tras la
administracion de E-5842, no precisa de la interaccion de este farmaco con receptores G

funcionales.

Si bien nuestros resultados descartan la implicacion del receptor ; en la induccion de
condiciones de hipotermia intensa y prolongada tras la administracion de E-5842, la
hipotermia no parece atribuible a un simple efecto de toxicidad inespecifica. La rapida
induccion del descenso de temperatura corporal tras la administracion de E-5842, asi como la
respuesta dosis-dependiente observada (Anexo 1, figuras 2 y 3) presuponen la existencia de
una posible alteracion farmacoldgica en la funcion termoreguladora. El E-5842, junto a su alta
afinidad de union al receptor o, también ha mostrado presentar cierta afinidad hacia otros
receptores del SNC como los de DA, 5-HT y ay-adrenérgicos (Guitart et al., 1998). La
interaccion del E-5842 con estos receptores, debido a la pérdida de selectividad como
consecuencia de condiciones farmacocinéticas de exposicion asociadas a la administracion de
dosis altas, podria ser un posible mecanismo responsable de su particular potencial

hipotérmico. En este sentido, los farmacos en los que se ha observado la induccion de MN
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como efecto secundario a la induccion de hipotermia corresponden, hasta la fecha, a firmacos
con actividad sobre el SNC, lo que en cierta forma refuerza la idea del requisito de un
componente de actividad farmacolédgica en el SNC. Asimismo, junto a la posible implicacion
de un efecto farmacoldgico sobre el proceso de termoregulacion, la alta intensidad y duracioén
del efecto hipotérmico producido sugiere que la alteracion del proceso de termogénesis

también podria estar contribuyendo a la induccion de hipotermia (Gordon et al., 2008).

Los resultados obtenidos en nuestra investigacion con ratones ;R-KO también contribuyen a
la caracterizacion del fenotipo de esta cepa de ratdon transgénico. A pesar de la amplia
distribucion corporal de los receptores G;, presentes en oOrganos como cerebro, corazon,
pulmones, higado, rifion, tracto intestinal y 6érganos reproductores (Matsumoto et al., 2003),
los ratones deficientes para el receptor o; han mostrado ser viables reproductivamente, lo que
sugiere que el receptor o) no es esencial para su desarrollo (Langa ef al., 2003). Exceptuando
la presencia de una respuesta disminuida frente a la induccién de estimulos dolorosos
mediante formalina (Cendan et al, 2005), hasta la fecha no se han encontrado otras

diferencias fenotipicas respecto a ratones WT.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que los ratones o;R-KO presentan valores basales de
EPC/ENC y EPCMN en médula 6sea, y de RET y RETMN en sangre, similares a los
animales WT de la cepa CD-1 (CSGMT, 1992; Salamone y Mavournin., 1994; Krishna et al.,
2000; Torous et al., 2005). Asimismo, los valores de EPCMN alcanzados en los ratones o;R-
KO tras la administracion de ciclofosfamida (25 mg/Kg) demuestran que esta cepa de raton es
metabolicamente competente en la bioactivacion de esta sustancia clastogénica. En nuestra
investigacion, los animales 6;R-KO, a diferencia de los WT, presentaron un ligero incremento
en la frecuencia de RETMN (48 h) tras la administracion de E-5842 (Articulo 4, tabla II). Si
bien este efecto tiene un origen incierto, no se puede excluir la existencia de diferencias en la
cinética de eritropoyesis en los animales o;R-KO, ya sea bajo condiciones basales o de

hipotermia.

En resumen, los resultados obtenidos en los experimentos realizados con ratones o;R-KO
indican que la induccion de condiciones de hipotermia intensa y prolongada asociadas a la
formacion de MN en raton tras la administracion de E-5842 (200 mg/Kg), no es atribuible a la

interaccion de este farmaco con el receptor o;. En consecuencia, no cabe esperar que la
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induccion de condiciones de hipotermia asociadas a la formaciéon de EPCMN en raton sea un

efecto de clase de los farmacos con alta afinidad por el receptor G;.

4.6.4. Investigacion del mecanismo de induccion de micronucleos bajo

condiciones de hipotermia

La induccion de condiciones de hipotermia estd asociada a incrementos en la frecuencia de
EPCMN en el ensayo in vivo de MN en roedor. Para un niumero limitado de sustancias se ha
descrito la induccion de incrementos moderados en la frecuencia de EPCMN en médula 6sea
de ratdn, a tiempos de muestreo tardios tras el tratamiento (> 48 h), como consecuencia de la
induccién de condiciones de hipotermia. Estas incluyen, la reserpina (Asanami y Shimono,
1997b), la clorpromazina (Asanami et al., 1998), el compuesto “Covance compound No. 4”
(Tweats et al., 2007a), y el farmaco experimental antipsicotico E-5842 (Anexo 1). Para todas
ellas se ha demostrado que la formacién de MN se revierte cuando se evitan las condiciones

de hipotermia.

Se han propuesto varios posibles mecanismos responsables de la induccion de MN en
eritrocitos de roedor bajo condiciones de hipotermia. La hipotesis predominante corresponde
a la propuesta por Asanami y Shimono, que atribuye el incremento en la formacion de
EPCMN a la interferencia de la baja temperatura con el correcto funcionamiento del huso
mitotico (Asanami y Shimono, 1997b). Es sabido que condiciones de temperatura baja
interfieren con la polimerizacion de los microtubulos y promueven su desensamblaje,
produciendo el retraso de cromosomas (Detrich III et al., 1989; Parton et al., 1991; Wallin et

al., 1993; Digue et al., 1999).

De forma reciente se ha propuesto que la formacion de MN bajo condiciones de hipotermia
podria producirse como consecuencia de una estimulacion de la eritropoyesis, debido al
descenso de los niveles de oxigeno en sangre ocasionados por el descenso de la temperatura
corporal (Bundy et al., 2004; Tweats et al., 2007a). El proceso de eritropoyesis esta regulado
por la hormona glicoprotéica EPO. Incrementos en los niveles de EPO en sangre, bien por
administracion exogena (Yajima et al., 1993a; 1993b) o por estimulacion de su secrecion
mediante induccion de anemia por sangrado o hemolisis quimica (Steinheider et al., 1985;
Hirai et al., 1991), estan asociados a incrementos en la formacién de MN en eritrocitos de

roedor. Bajo estas condiciones, el incremento en la formacion de MN se atribuye a la
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reduccion del tiempo disponible para la reparacion de danos espontaneos inducidos sobre el
DNA, (Suzuki et al., 1989; Kirkland, 1991), la alteracion de la formacion del huso mitdtico
durante la division celular (Suzuki et al., 1993), y/o errores durante el proceso de enucleacion

de los eritrocitos (Yajima et al., 1993b).

La supuesta relacion entre induccién de MN por hipotermia y estimulacion de la eritropoyesis
se basa, a nuestro entender, en una serie de evidencias indirectas, no existiendo hasta la fecha
referencias en la literatura cientifica de estudios que evaluen de forma directa esta relacion.
Nuestros resultados muestran que el incremento en la formacion de EPCMN en médula 6sea
producido bajo condiciones de hipotermia tras la administracion oral en ratén de E-5842 (200
mg/Kg) o clorpromazina (100 mg/Kg), no estd asociado a incrementos en los niveles de EPO
en sangre (Articulo 5, figura 2). Esto sugiere que el incremento en la frecuencia de EPCMN
bajo condiciones de hipotermia no estd mediado por la estimulacion de la eritropoyesis y, por
lo tanto, no se produce como consecuencia de sucesos asociados a condiciones de estrés

proliferativo de los eritroblastos.

La posible existencia de incrementos fuera del intervalo de tiempo muestreado (antes de 8 h o
después de 24 h tras el tratamiento) y como consecuencia no detectados, resulta altamente
improbable. La ausencia de un almacén intracelular de EPO, hace que el incremento de sus
niveles en sangre dependa de su sintesis de novo (Jelkmann, 1992). La sintesis de mRNA en
rinon, el nimero de células renales intersticiales que sintetizan EPO y los niveles de EPO en
sangre de raton aumentan con el grado de anemia inducido (Bondurant y Koury, 1986; Koury
et al., 1989b). Tras la induccidon de anemia por sangrado en raton, los niveles maximos de
mRNA en rifiéon se alcanzan entre 4 y 8 h tras el tratamiento, permaneciendo estables un
minimo de 24 h (Bondurant y Koury, 1986). En raton, el incremento en la sintesis de mRNA
en rifion suele preceder en 1-2 h al de EPO en sangre (Cai et al., 2003), estimandose una vida

media de eliminacion de 3 h para EPO exdgena (Lezon et al., 1995).

En este sentido, en nuestro experimento los animales a los que se indujo anemia por sangrado
(0,5 mL) presentaron un claro incremento en los niveles de EPO en sangre en los muestreos
comprendidos entre 4 y 24 h tras el tratamiento (Articulo 5, figura 2). El nivel de induccioén
alcanzado a las 4 h (x6 sobre el valor basal) es consistente con valores citados en la literatura
cientifica: x5 una hora tras un periodo de exposicion de 4 h a una atmoésfera con 6% de
oxigeno (Suzuki et al., 2006), y x6 tras 6 h de exposicion a una presion atmosférica del 50%

(Lezon et al., 1995).
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A pesar del significativo incremento en los niveles de EPO, los animales sometidos al
sangrado so6lo presentaron un ligero incremento en la frecuencia de EPCMN (48 h) (x2.6
respecto al basal) (Articulo 5, tabla 1). Este efecto es consistente con el citado por otros
autores tras la estimulacion de la eritropoyesis mediante sangrado (x2,1) (Hirai ef al., 1991) o
administracion de EPO (x3,0) (Yajima et al., 1993a; Yajima et al., 1993b). En raton, la
eritropoyesis medular se considera principalmente homeostatica, produciéndose la
eritropoyesis de estrés mayoritariamente en el bazo (Bozzini et al., 1970; Lezon et al., 1995;
Lenox et al, 2005). En este sentido, y como consecuencia de la contribucion de la
eritropoyesis extramedular al conjunto eritrocitario, el grado de inducciéon de MN tras la
estimulacion de la eritropoyesis por sangrado, o administracion de EPO, ha demostrado ser
claramente superior en RET de sangre periférica que no en EPC de médula 6sea, (Hirai et al.,

1991; Yajima et al., 1993a; Yajima et al., 1993b).

La induccion de MN de tamafio grande se considera un indicador general de efecto
aneugénico (Schmid, 1975; Yamamoto y Kikuchi, 1980; Tinwell y Ashby, 1991; Van
Hummelen et al., 1992). En este sentido, el mayor tamafio relativo de los MN producidos bajo
condiciones de hipotermia tras la administracion de reserpina o de clorpromazina, sugiere un
posible origen aneugénico (Asanami y Shimono, 1997b; Asanami et al., 1998). El examen
morfologico de los MN producidos tras la induccion de hipotermia por administracion de
E-5842 (200 mg/Kg, 48 h), muestra la existencia de un patrdn de distribucion de area relativa
de MN similar al inducido por la colchicina, un inhibidor de la proliferacion de microtubulos
(Anexo 1, figura 4), asi como un claro incremento en la proporcion de EPCMN con MN de
“tamafio relativo grande”, segun el criterio de clasificacion de Yamamoto y Kikuchi ("d >

¥D") (Yamamoto y Kikuchi, 1980) (Anexo 1, tabla 3).

Por otro lado, parece factible que los MN inducidos bajo condiciones de hipotermia puedan
tener como origen la interferencia con el proceso de enucleacion eritrocitaria. Junto a su
funcién en el huso mitoético, los microtubulos también ejercen un importante papel en el
mantenimiento de la estructura del citoesqueleto y en los movimientos intracelulares, y se les
atribuye un papel esencial en el proceso de enucleacion eritrocitaria, contribuyendo al
correcto posicionamiento del nucleo (Chasis et al.,, 1989; Koury et al., 1989a; Takano-
Ohmuro et al., 1996). Diferentes evidencias experimentales indican que la interferencia con el
proceso de polimerizacion de los microtubulos puede afectar al proceso de enucleacion de los

eritroblastos (Chasis et al., 1989; Sonoda et al., 1998). Se ha sugerido que los MN de origen
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aneundgeno podrian ser mas susceptibles, que los de origen clastégeno, a su extrusion de los
eritroblastos en maduracion (alrededor del momento de la extrusion del nucleo principal)
(Parton et al., 1991). En este sentido, la interferencia con la extrusion del eritroblasto de los
MN formados espontaneamente podria ser responsable o, como minimo, contribuir al

incremento en la frecuencia de EPCMN bajo condiciones de hipotermia.

Esta supuesta interferencia de la baja temperatura con la extrusion de MN espontaneos es, en
cierta forma, consistente con los incrementos relativamente moderados, respecto al basal,
encontrados para las diferentes sustancias inductoras de EPCMN mediante hipotermia (tabla
4.3). Aparentemente, una vez superado el tedrico umbral de efecto hipotérmico para la
induccién de MN propuesto por Asanami y colaboradores (Asanami et al., 1998), el valor de
induccion de EPCMN es similar, independientemente de la intensidad y duracion de la
hipotermia inducida. La tnica excepcion a esta evidencia experimental corresponde a un
unico animal citado por Asanami y Shimono en su estudio con reserpina (1000 mg/Kg, 96 h)
que presentd un valor de EPCMN inusualmente elevado (36 EPCMN/2000 EPC) (Asanami y
Shimono, 1997b).

Tabla 4.3. Induccion de EPCMN por sustancias que producen MN por hipotermia.

EPCMN (48 h)

Sustancia Valor medio Incremento Referencia

(%) respecto a basal
Reserpina 5,6 x3,7 (Asanami y Shimono, 1997b)
Clorpromazina 4.8 x3,2 (Asanami ef al., 1998)

3,0 x3,0 Articulo 5
“Convance
compound No. 4” 4,5 x2,8 (Tweats et al., 2007a)
E-5842 34-53 x1,9 -x4,2 Articulos 1,4y 5. Anexo 1

La posible interferencia de la hipotermia con la polimerizacion de los microtibulos implicaria
la existencia de un mecanismo susceptible de presentar un umbral de efecto, lo que desde el
punto de vista de la valoracion de riesgo es de cierta importancia. Que esta interferencia tenga
como consecuencia la alteracion de la segregacion cromosdmica o del proceso de extrusion
del nucleo celular o de los MN espontaneos, es un elemento adicional a considerar en la

valoracion del riesgo genotdxico. Mientras la interferencia con el proceso de segregacion
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cromosOomica puede afectar de forma adversa a cualquier tipo celular en proliferacion, el
proceso de enucleacion ocurre en un nimero limitado de tipos celulares (eritroblastos, células
epiteliales de la lente ocular y queratinocitos) que representan un estado final de

diferenciacion carente de potencial proliferativo (Krauss et al., 2005).

En resumen, nuestros resultados aportan evidencias experimentales en contra de la
implicacion de la estimulacion de la eritropoyesis en la induccion de EPCMN en médula 6sea
de raton bajo condiciones de hipotermia. El mayor tamafo relativo de los MN producidos
sugiere un posible origen aneugénico y dan soporte a la posible interferencia de la baja
temperatura con el correcto funcionamiento del huso mitético (Asanami y Shimono, 1997b).
El patron de induccion de EPCMN y las evidencias experimentales encontradas en la
literatura cientifica hacen que resulte factible que la interferencia con el proceso de
enucleacion eritrocitaria o con la extrusion de MN espontaneos pueda ser un factor
contributivo. La dilucidacion del origen ultimo de los MN inducidos por hipotermia o del
grado de contribucion de cada uno de los mecanismos propuestos requiere, sin duda, la

realizacion de investigaciones adicionales.

4.6.5. Importancia en humanos de la induccion de micronucleos por hipotermia

La obtencion de un resultado positivo en el ensayo del MN en roedor se considera, a priori,
indicativo de potencial de inducir efectos cromosémicos similares en humanos. Esto puede
conducir, a largo plazo, a una variedad de efectos adversos incluyendo defectos hereditarios y
efectos cancerigenos. Diversos estudios sugieren que la formacion de MN constituye un

proceso relevante en la cancerogénesis (Stopper y Miiller, 1997).

La induccion de EPCMN en el ensayo de MN en raton tras la administracion de E-5842 se ha
demostrado atribuible a la induccién de condiciones de hipotermia intensa y prolongada. El
efecto genotoxico detectado no se considera atribuible a la interaccion directa del fArmaco
sobre el DNA sino a un mecanismo indirecto de alteracion fisioldgica consistente,
probablemente, en la interferencia de la baja temperatura con los procesos de segregacion

cromosomica o de enucleacion eritrocitaria.

Sustancias capaces de inducir incrementos en la formacion de MN en roedores mediante la
alteracion de las condiciones fisiologicas de los animales, han de ser consideradas un motivo

de preocupacion en el caso de que sean capaces de inducir cambios fisioldgicos similares en
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humanos (Tweats et al., 2007a). Al igual que ocurre en roedores, la alteracion de la capacidad
de regular la temperatura corporal es un efecto secundario conocido de la administracion de
farmacos antipsicoticos en pacientes esquizofrénicos (Oerther y Ahlenius, 2000; Kudoh et al.,
2004). En consecuencia, a priori, la induccion de hipotermia en humanos por administracion

de E-5842 podria ser considerado un riesgo potencial.

No obstante, la induccion de descensos de la temperatura corporal de intensidad y duracion
similares a los asociados a la formacion de MN en raton tras la administracion de E-5842, o
de sustancias como la clorpromazina o la reserpina (Asanami y Shimono, 1997b; Asanami et
al., 1998), parece dificilmente extrapolable a humanos. El ratén, al presentar un valor
relativamente alto de la relacion entre superficie y masa corporal, es especialmente
susceptible a la induccion de condiciones de hipotermia. Esta es una condicion dificilmente
extrapolable a especies de mayor tamafo, que presentan una menor relacion entre superficie y
masa corporal. Asi, queda de manifiesto en los experimentos realizados por Asanami y
colaboradores, con administracion de clorpromazina o reserpina en rata (Asanami y Shimono,
2000). En esta especie animal el efecto hipotérmico inducido resultdé ser muy inferior al
observado en raton, observandose un incremento en la frecuencia de EPCMN so6lo tras la
administraciéon de clorpromazina (250 mg/Kg, i.p.) (Asanami y Shimono, 1997b; 2000;
Asanami et al., 1998). Bundy y colaboradores, empleando una dosis ligeramente inferior de
clorpromazina (100 mg/Kg, i.p.), confirmaron el moderado efecto hipotérmico en rata y la no

inducciéon de EPCMN (Bundy ef al., 2004).

Desde un punto de vista alométrico, la probabilidad de inducir efectos similares en humanos
parece remota. Los seres humanos presentan una relacion entre superficie y masa corporal
muy inferior a roedores, por lo que son mucho menos susceptibles a la induccion de episodios
de hipotermia. Por otro lado, roedores y humanos alcanzan una temperatura corporal regulada
mediante mecanismos diferentes. En roedores y otras especies animales de pequefio tamano,
el mantenimiento de una tasa metabolica alta juega un papel importante en la regulacion de la
temperatura corporal. Esto les permite compensar la pérdida relativamente alta de calor como
consecuencia de su alta relacion entre superficie y masa corporal. Rata y raton poseen una
tasa metabolica 5 y 10 veces superiores a la humana, respectivamente (Gordon et al., 2008).
Por el contrario, en los mamiferos de mayor tamafio la regulacion de la temperatura corporal

depende en una mayor medida de mecanismos vasomotores.
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En humanos, la hipotermia se define como el descenso de la temperatura corporal del
compartimiento central por debajo de los 35 °C. La hipotermia se considera como “moderada”
entre 32-35 °C, “severa” entre 28-32 °C, y “mayor” por debajo de los 28 °C (Mclnerney et al.,
2002). En humanos, estados de hipotermia similares en intensidad y duracion a los inducidos
en raton tras la administracion de dosis de E-5842 asociadas a la formacion de MN son
propios de situaciones de hipotermia accidental por exposicion a condiciones ambientales
adversas, como las que se producen en accidentes de montafia o inmersion, o en indigentes
bajo condiciones meteoroldgicas adversas (Vassal ef al, 2001). Estas condiciones estan
asociadas a un alto indice de mortalidad, siendo la principal causa de muerte el fallo cardiaco
por induccion de arritmias y, en concreto, fibrilacion ventricular (Wong, 1983; Vassal et al.,
2001). Se cree que la induccion de hipoxia miocardial, reduccién del flujo coronario,
alteracion de niveles de electrolitos, y desequilibrios en el sistema nervioso autonomo podrian

ser elementos contributivos (Wong, 1983).

En resumen, el efecto hipotérmico asociado a la formacién de MN observado en raton tras la
administracion de E-5842 no parece, desde el punto de vista de la valoracion de riesgo
genotdxico, extrapolable a una situacion clinica en humanos. La induccién en humanos de
condiciones de hipotermia similares a las requeridas en raton para inducir incrementos de

EPCMN representa mas bien una cuestion de riesgo vital.
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S. CONCLUSIONES

Tomando en consideracion los objetivos propuestos y los resultados obtenidos en los estudios

realizados, se pueden formular las siguientes conclusiones:

1. Los resultados obtenidos con los fArmacos experimentales A, B y C en la bateria estandar
de genotoxicidad indican que éstos carecen de potencial genotoxico, y se considera que su

utilizacion bajo condiciones clinicas de uso no representa riesgo genotoxico.

2. En el caso particular del farmaco experimental E-5842, el peso de la evidencia
experimental acumulada indica que éste carece de potencial genotdxico. Los resultados
positivos obtenidos en el ensayo in vitro de AbCr y en el ensayo in vivo de MN en médula
osea de raton, son atribuibles a mecanismos indirectos relacionados con condiciones de
toxicidad excesiva e induccion de hipotermia, respectivamente. Se considera que su

utilizacion bajo condiciones clinicas de uso no representa riesgo genotoxico.

3. Manteniendo presente la necesidad de evaluar el potencial genotoxico de cualquier nuevo
farmaco, los resultados obtenidos con los farmacos A, B, C y E-5842 sugieren que la
presencia de potencial genotoxico no parece ser, a priori, una propiedad inherente a esta

clase quimica de ligandos o, derivados de la FTHPB.

4. La capacidad de los farmacos experimentales A, B, C y E-5842 de producir hipotermia en
raton tras su administracion oral indica que la induccion de hipotermia parece ser un
efecto de clase de esta serie quimica de derivados de FTHPB con afinidad por el

receptor o.

5. La capacidad de inducir condiciones de hipotermia intensa y prolongada asociada a
incrementos en la frecuencia de EPCMN en médula 6sea de raton es una propiedad unica
del E-5842 y no corresponde a un efecto de clase del resto de derivados de FTHPB con

afinidad por el receptor &, evaluados.

6. La induccion de condiciones de hipotermia en ratdén asociadas a la formacion de MN tras
la administracion del farmaco experimental E-5842 no estd mediada por la interaccion con
el receptor o, quedando descartada la posible existencia de un efecto de clase de los

ligando G, en este ensayo in vivo de genotoxicidad.

141



Conclusiones

7. La induccion de condiciones de hipotermia asociadas a la formaciéon de MN en médula
Osea de raton no estd asociada a incrementos en los niveles de EPO en sangre, lo que
sugiere que el incremento en la formaciéon de MN no se produce como consecuencia de

una estimulacién de la eritropoyesis.

8. El nivel de inducciéon de EPCMN bajo condiciones de hipotermia, asi como el patron de
distribucién en el tamafio relativo de los MN inducidos, sugieren como posible origen de los
MN la interferencia de la baja temperatura con los procesos de segregacion cromosomica,

enucleacion eritrocitaria y/o extrusion de MN espontdneos.

142



Bibliografia

6. BIBLIOGRAFIA

Adams C. P., Brantner V. V. (2006). Estimating the cost of new drug development: is it really
802 million dollars? Health Aff. 25, 420-428.

Ahlenius S. (1999). Clozapine: dopamine D1 receptor agonism in the prefrontal cortex as the
code to decipher a Rosetta stone of antipsychotic drugs. Pharmacol. Toxicol. 84,
193-196.

Allison D. B., Mentore J. L., Heo M., Chandler L. P., Cappelleri J. C., Infante M. C., Weiden
P. J. (1999). Antipsychotic-induced weight gain: a comprehensive research
synthesis. Am. J. Psychiatry 156, 1686-1696.

Ames B. N., Mccann J., Yamasaki E. (1975). Methods for detecting carcinogens and
mutagens with the Salmonella/mammalian-microsome mutagenicity test. Mutat.
Res. 31, 347-364.

Andreasen N. C., Flaum M., Swayze V. W., Tyrrell G., Arndt S. (1990). Positive and negative
symptoms in schizophrenia. A critical reappraisal. Arch. Gen. Psychiatry 47, 615-
621.

Applegate M. L., Moore M. M., Broder C. B., Burrell A., Juhn G., Kasweck K. L., Lin P. F.,
Wadhams A., Hozier J. C. (1990). Molecular dissection of mutations at the
heterozygous thymidine kinase locus in mouse lymphoma cells. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 87, 51-55.

Arenaz P., Hallberg L., Mancillas F., Gutierrez G., Garcia S. (1989). Sodium azide
mutagenesis in mammals: inability of mammalian cells to convert azide to a
mutagenic intermediate. Mutat. Res. 227, 63-67.

Artigas F. (2007). Current Status and Challenges in Schizophrenia Research. En:
Antidepressants, Antipsychotics, Anxiolytics: From Chemistry and Pharmacology to
Clinical Application. H. Buschmann, J. Holenz, A. Parraga, A. Torrens, J.M. Vela, J.
L. Diaz (Eds), pp. 299-334. Wiley Interscience.

Asanami S., Shimono K. (1997a). High body temperature induces micronuclei in mouse bone
marrow. Mutat. Res. 390, 79-83.

Asanami S., Shimono K. (1997b). Hypothermia induces micronuclei in mouse bone marrow
cells. Mutat. Res. 393, 91-98.

Asanami S., Shimono K. (1999). The effect of hyperthermia on micronucleus induction by

mutagens in mice. Mutat. Res. 446, 149-154.

143



Bibliografia

Asanami S., Shimono K. (2000). Effects of chemically- and environmentally-induced
hypothermia on micronucleus induction in rats. Mutat. Res. 471, 81-86.

Asanami S., Shimono K., Kaneda S. (1998). Transient hypothermia induces micronuclei in
mice. Mutat. Res. 413, 7-14.

Asanami S., Shimono K., Kaneda S. (2001). Effect of temperature on the frequency of
chromosome aberrations and micronuclei in cultured Chinese hamster cells. J.
Toxicol. Sci. 26, 323-326.

Ashby J., Tennant R. W. (1988). Chemical structure, Salmonella mutagenicity and extent of
carcinogenicity as indicators of genotoxic carcinogenesis among 222 chemicals
tested in rodents by the U.S. NCI/NTP. Mutat. Res. 204, 17-115.

Ashby J., Tennant R. W. (1991). Definitive relationships among chemical structure,
carcinogenicity and mutagenicity for 301 chemicals tested by the U.S. NTP. Mutat.
Res. 257, 229-306.

Baldrick P. (2008). Safety evaluation to support first-in-man investigations II: Toxicology
studies. Regul. Toxicol. Pharmacol. 51, 237-243.

Bejanian M., Pechnick R. N., Bova M. P., George R. (1991). Effects of subcutaneous and
intracerebroventricular administration of the sigma receptor ligand 1,3-Di-o-
tolylguanidine on body temperature in the rat: interactions with BMY 14802 and
rimcazole. J. Pharmacol. Exp. Ther. 258, 88-93.

Bergman K., Miiller L., Teigen S. W. (1996). Series: current issues in mutagenesis and
carcinogenesis, No. 65. The genotoxicity and carcinogenicity of paracetamol: a
regulatory (re)view. Mutat. Res. 349, 263-288.

Bolon B. (2004). Genetically engineered animals in drug discovery and development: a
maturing resource for toxicologic research. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 95, 154-
161.

Bonassi S., Znaor A., Ceppi M., Lando C., Chang W. P., Holland N., Kirsch-Volders M.,
Zeiger E., Ban S., Barale R., Bigatti M. P., Bolognesi C., Cebulska-Wasilewska A.,
Fabianova E., Fucic A., Hagmar L., Joksic G., Martelli A., Migliore L., Mirkova E.,
Scarfi M. R., Zijno A., Norppa H., Fenech M. (2007). An increased micronucleus
frequency in peripheral blood lymphocytes predicts the risk of cancer in humans.
Carcinogenesis 28, 625-631.

Bondurant M. C., Koury M. J. (1986). Anemia induces accumulation of erythropoietin mRNA
in the kidney and liver. Mol. Cell Biol. 6, 2731-2733.

144



Bibliografia

Bortolozzi A., Diaz-Mataix L., Artigas F. (2007) Pharmacotherapy of Schizophrenia. En:
Antidepressants, Antipsychotics, Anxiolytics: From Chemistry and Pharmacology to
Clinical Application. H. Buschmann, J. Holenz, A. Parraga, A. Torrens, J.M. Vela, J.
L. Diaz (Eds), pp. 389-448.Wiley Interscience.

Bouchard P., Quirion R. (1997). [3H]1,3-di(2-tolyl)guanidine and [3H](+)pentazocine
binding sites in the rat brain: autoradiographic visualization of the putative sigmal
and sigma2 receptor subtypes. Neuroscience 76, 467-477.

Boulant J. A. (1981). Hypothalamic mechanisms in thermoregulation. Fed. Proc. 40, 2843-
2850.

Bozzini C. E., Barrio Rendo M. E., Devoto F. C., Epper C. E. (1970). Studies on medullary
and extramedullary erythropoiesis in the adult mouse. Am.J.Physiol 219, 724-728.

Broschinski L., Madle S., Hensel C. (1998). Genotoxicity tests for new chemicals in
Germany: routine in vitro test systems. Mutat. Res. 418, 121-129.

Brusick D. (1986). Genotoxic effects in cultured mammalian cells produced by low pH
treatment conditions and increased ion concentrations. Environ. Mutagen. 8, 879-
886.

Bucolo C., Drago F. (2007). Neuroactive steroids protect retinal tissue through sigmal
receptors. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 100, 214-216.

Bundy L., Whitwell J., Beevers C. (2004). Effect of hypothermia and erythrocyte proliferation
on induction of micronucleated polychromatic erythrocytes in rat bone marrow.
Abstracts of the United Kingdom Environmental Mutagen Society 27th Annual
Meeting, 4th-7th July 2004, University of Loughborough, UK. Mutagenesis 19, 499-
520.

Burton S. A., Paljug W. R, Kalnicki S., Werts, E. D. (1997). Hypothermia-enhanced human
tumor cell radiosensitivity. Cryobiology 35, 70-78.

Cai Z., Manalo D. J., Wei G., Rodriguez E. R., Fox-Talbot K., Lu H., Zweier J. L., Semenza
G. L. (2003). Hearts from rodents exposed to intermittent hypoxia or erythropoietin
are protected against ischemia-reperfusion injury. Circulation 108, 79-85.

Calabrese E. J., Baldwin L. A. (2003). Toxicology rethinks its central belief. Nature 421, 691-
692.

Carlsson A. (1988). The current status of the dopamine hypothesis of schizophrenia.
Neuropsychopharmacology 1, 179-186.

145



Bibliografia

Carlsson A., Lindquist M. (1963). Effect of chlorpromazine or haloperidol on formation of 3-
methoxytyramine and normetanephrine in mouse brain. Acta Pharmacol. Toxicol.
(Copenh) 20, 140-144.

Carr D. J., De Costa B. R., Radesca L., Blalock J. E. (1991). Functional assessment and
partial characterization of [3H](+)-pentazocine binding sites on cells of the immune
system. J. Neuroimmunol. 35, 153-166.

Casellas P., Bourrie B., Canat X., Carayon P., Buisson I., Paul R., Breliere J. C., Le Fur G.
(1994). Immunopharmacological profile of SR 31747: in vitro and in vivo studies on
humoral and cellular responses. J. Neuroimmunol. 52, 193-203.

Casey D. E. (1993). Neuroleptic-induced acute extrapyramidal syndromes and tardive
dyskinesia. Psychiatr. Clin. North Am. 16, 589-610.

CE (2001). Directiva 2001/83/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 6 de noviembre
de 2001, por la que se establece un cédigo comunitario sobre medicamentos para
uso humano. Diario Oficial de las Comunidades Europeas (L 311, 28/11/2001), 67-
128.

Cendan C. M., Pujalte J. M., Portillo-Salido E., Montoliu L., Baeyens J. M. (2005). Formalin-
induced pain is reduced in sigma(1) receptor knockout mice. Eur. J. Pharmacol. 511,
73-74.

Chang W. P., Hwang B. F., Wang D., Wang J. D. (1997). Cytogenetic effect of chronic low-
dose, low-dose-rate gamma-radiation in residents of irradiated buildings. Lancet
350, 330-333.

Chasis J. A., Prenant M., Leung A., Mohandas N. (1989). Membrane assembly and
remodeling during reticulocyte maturation. Blood 74, 1112-1120.

Chrisman C. L., Baumgartner A. P. (1980). Micronuclei in bone-marrow cells of mice
subjected to hyperthermia. Mutat. Res. 77, 95-97.

Cifone M. A., Myhr B., Eiche A., Bolcsfoldi G. (1987). Effect of pH shifts on the mutant
frequency at the thymidine kinase locus in mouse lymphoma L5178Y TK+/- cells.
Mutat. Res. 189, 39-46.

Clark W. G., Bernardini G. L., Ponder S. W. (1981). Central injection of a sigma opioid
receptor agonist alters body temperature of cats. Brain Res. Bull. 7, 279-281.

CMR (2005). Centre for Medicines Research International Ltd 2005/2006 Pharmaceutical
R&D Fact Book.

Colabufo N. A., Berardi F., Abate C., Contino M., Niso M., Perrone R. (2006). Is the sigma2
receptor a histone binding protein? J. Med. Chem. 49, 4153-4158.

146



Bibliografia

Colabufo N. A., Berardi F., Contino M., Niso M., Abate C., Perrone R., Tortorella V. (2004).
Antiproliferative and cytotoxic effects of some sigma2 agonists and sigmal
antagonists in tumour cell lines. Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 370, 106-
113.

Cole J., Mc Gregor D. B., Fox M., Graner R. C., Thacker J. (1990). Gene mutation assay in
cultured mammalian cells. En: Basic mutagenicity tests UKEMS recommended
procedures pp. 87-114. D.J. Kirkland (Ed), Cambrige University Press.

COM (2003). Committee on Mutagenicity Testing. Statement on guidance on considering
high dose positive in-vivo mutagenicity data in the bone marrow assays that may not
be biologically significant with regard to considering a chemical to be an in-vivo
mutagen. COM/03/S5. http://www.advisorybodies.doh.gov.uk/com/index.htm.

Combes R. D., Stopper H., Caspary W. J. (1995). The use of L5178Y mouse lymphoma cells
to assess the mutagenic, clastogenic and aneugenic properties of chemicals.
Mutagenesis 10, 403-408.

Corbera J., Vafio D., Martinez D., Vela J.M., Zamanillo D., Dordal A., Andreu F., Hernandez
E., Perez R., Escriche M., Salgado L., Yeste S., Serafini M.T., Pascual R., Alegre J.,
Calvet M.C., Cano N., Carro M., Buschmann H., Holenz J. (2006). A medicinal-
chemistry-guided approach to selective and druglike sigma 1 ligands.
ChemMedChem 1, 140-154.

Crawford K. W., Bowen W. D. (2002). Sigma-2 receptor agonists activate a novel apoptotic
pathway and potentiate antineoplastic drugs in breast tumor cell lines. Cancer Res.
62,313-322.

Cryan J. F., Harkin A., Naughton M., Kelly J. P., Leonard B. E. (2000). Characterization of
D-fenfluramine-induced hypothermia: evidence for multiple sites of action. Eur. J.
Pharmacol. 390, 275-285.

Cryan J. F., Kelliher P., Kelly J. P., Leonard B. E. (1999). Comparative effects of serotonergic
agonists with varying efficacy at the 5-HT(1A) receptor on core body temperature:
modification by the selective 5-HT(1A) receptor antagonist WAY 100635. J.
Psychopharmacol. 13, 278-283.

CGGMT (1986). The Collaborative Study Group for the Micronucleus Test. Sex difference in
the micronucleus test. The Collaborative Study Group for the Micronucleus Test.
Mutat. Res. 172, 151-163.

CSGMT (1992). The Collaborative Study Group for the Micronucleus Test. Micronucleus test

with mouse peripheral blood erythrocytes by acridine orange supravital staining: the

147



Bibliografia

summary report of the 5th collaborative study by CSGMT/JEMS.MMS. Mutat. Res.
278, 83-98.

Dean B. J., Danford N. (1984). Assays for the detection of chemically-induced chromosome
damage in cultured mammalian cells. En: Mutagenicity Testing: A practical
approach. S. Venitt, JJM. Parry (Eds), pp. 187-232. IRL Press, Oxford.

Dertinger S. D., Torous D. K., Tometsko K. R. (1996). Simple and reliable enumeration of
micronucleated reticulocytes with a single-laser flow cytometer. Mutat. Res. 371,
283-292.

Detrich H. W. III, Johnson K. A., Marchese-Ragona S. P. (1989). Polymerization of Antarctic
fish tubulins at low temperatures: energetic aspects. Biochemistry 28, 10085-10093.

Digue L., Orsiere T., De Meo M., Mattei M. G., Depetris D., Duffaud F., Favre R., Botta A.
(1999). Evaluation of the genotoxic activity of paclitaxel by the in vitro
micronucleus test in combination with fluorescent in situ hybridization of a DNA
centromeric probe and the alkaline single cell gel electrophoresis technique (comet
assay) in human T-lymphocytes. Environ. Mol. Mutagen. 34, 269-278.

Dunnett C. W. (1955). A multiple comparison procedure for comparing several treatments
with a control. J. Am. Statist. Assoc. 50, 1096-1121.

EEC. European Economic Community Council Directive 86/609/EEC, 24 November 1986.

EFPIA. European Federation of Pharmaceutical Industries and Associations. The Innovative
Medicines Initiative (IMI) Strategic Research Agenda. Creating Biomedical R&D
Leadership for Europe to Benefit Patients and Society. 15 September 2006 (Version
2.0). http://www.efpia.org/4 pos/SRA.pdf.

Erickson R. P. (2003). Somatic gene mutation and human disease other than cancer. Mutat.
Res. 543, 125-136.

EMEA. European Medicines Agency, Committee for Medicinal Products for Human Use, 28
June 2006. Guideline on the limits of genotoxic impurities.

Fenech M. (2002). Chromosomal biomarkers of genomic instability relevant to cancer. Drug
Discov. Today 7, 1128-1137.

Fenech M., Holland N., Chang W. P., Zeiger E., Bonassi S. (1999). The HUman
MicroNucleus Project - An international collaborative study on the use of the
micronucleus technique for measuring DNA damage in humans. Mutat. Res. 428,

271-283.

148



Bibliografia

Galloway S. M. (2000). Cytotoxicity and chromosome aberrations in vitro: experience in
industry and the case for an upper limit on toxicity in the aberration assay. Environ.
Mol. Mutagen. 35, 191-201.

Galloway S. M., Miller J. E., Armstrong M. J., Bean C. L., Skopek T. R., Nichols W. W.
(1998). DNA synthesis inhibition as an indirect mechanism of chromosome
aberrations: comparison of DNA-reactive and non-DNA-reactive clastogens. Mutat.
Res. 400, 169-186.

Goldsworthy T. L., Recio L., Brown K., Donehower L. A., Mirsalis J. C., Tennant R. W.,
Purchase I. F. (1994). Transgenic animals in toxicology. Fundam. Appl. Toxicol. 22,
8-19.

Gollapudi B., Spencer P. J., Grundy J. M., Waechter J. M. (2006). Influence of non-
chemically induced hypothermia on subhypothermic doses of phenol in the
formation of micronuclei (MN) in the mouse bone marrow. Toxicological Sciences
(The Toxicologist) 90, 114, Abstract 556.

Gollapudi B. B., Bruce R. J., Linscombe V. A., Watanabe P. G., Sinha A. K. (1986). Effect of
food and water deprivation on the parameters of the mouse bone marrow
micronucleus test. Mutat. Res. 173, 121-125.

Gordon C. J. (1991). Toxic-induced hypothermia and hypometabolism: do they increase
uncertainty in the extrapolation of toxicological data from experimental animals to
humans? Neurosci. Biobehav. Rev. 15, 95-98.

Gordon C. J., Spencer P. J., Hotchkiss J., Miller D. B., Hinderliter P. M., Pauluhn J. (2008).
Thermoregulation and its influence on toxicity assessment. Toxicology 244, 87-97.

Gossen J. A., de Leeuw W. J., Tan C. H., Zwarthoff E. C., Berends F., Lohman P. H., Knook
D. L., Vijg J. (1989). Efficient rescue of integrated shuttle vectors from transgenic
mice: a model for studying mutations in vivo. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86, 7971-
7975.

Green A. ., Patel J. K., Goisman R. M., Allison D. B., Blackburn G. (2000). Weight gain
from novel antipsychotic drugs: need for action. Gen.Hosp.Psychiatry 22, 224-235.

Gudi R., Sandhu S. S., Athwal R. S. (1990). Kinetochore identification in micronuclei in
mouse bone-marrow erythrocytes: an assay for the detection of aneuploidy-inducing
agents. Mutat. Res. 234, 263-268.

Guitart X., Ballarin M., Codony X., Dordal A., Farre A. J., Frigola J., Merce R. (1999). E-
5842. Drugs of the Future 24, 386-392.

149



Bibliografia

Guitart X., Codony X., Ballarin M., Dordal A., Farre A. J. (1998). E-5842: A new potent and
preferential sigma ligand. Preclinical pharmacological profile. CNS. Drug. Rev. 4,
201-224.

Guitart X., Codony X., Monroy X. (2004). Sigma receptors: biology and therapeutic potential.
Psychopharmacology (Berl) 174, 301-319.

Hanner M., Moebius F. F., Flandorfer A., Knaus H. G., Striessnig J., Kempner E., Glossmann
H. (1996). Purification, molecular cloning, and expression of the mammalian
sigmal-binding site. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93, 8072-8077.

Hayashi M., Morita T., Kodama Y., Sofuni T., Ishidate M. Jr. (1990). The micronucleus assay
with mouse peripheral blood reticulocytes using acridine orange-coated slides.
Mutat. Res. 245, 245-249.

Hayashi M., Sofuni T., Ishidate M. Jr. (1983). An application of Acridine Orange fluorescent
staining to the micronucleus test. Mutat. Res. 120, 241-247.

Hayashi T., Maurice T., Su T. P. (2000). Ca(2+) signaling via sigma(1l)-receptors: novel
regulatory mechanism affecting intracellular Ca(2+) concentration. J. Pharmacol.
Exp. Ther. 293, 788-798.

Hayashi T., Su T. P. (2001). Regulating ankyrin dynamics: Roles of sigma-1 receptors. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 98, 491-496.

Hayashi T., Su T. P. (2003). Sigma-1 receptors (sigma(l) binding sites) form raft-like
microdomains and target lipid droplets on the endoplasmic reticulum: roles in
endoplasmic reticulum lipid compartmentalization and export. J. Pharmacol. Exp.
Ther. 306, 718-725.

Heddle J. A. (1973). A rapid in vivo test for chromosomal damage. Mutat. Res. 18, 187-190.

Hedlund P. B., Danielson P. E., Thomas E. A., Slanina K., Carson M. J., Sutcliffe J. G.
(2003). No hypothermic response to serotonin in 5-HT7 receptor knockout mice.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100, 1375-1380.

Hellewell S. B., Bruce A., Feinstein G., Orringer J., Williams W., Bowen W. D. (1994). Rat
liver and kidney contain high densities of sigma 1 and sigma 2 receptors:
characterization by ligand binding and photoaffinity labeling. Eur. J. Pharmacol.
268, 9-18.

Herbold B. A., Brendler-Schwaab S. Y., Ahr H. J. (2001). Ciprofloxacin: in vivo genotoxicity
studies. Mutat. Res. 498, 193-205.

Hirai O., Miyamae Y., Fujino Y., Izumi H., Miyamoto A., Noguchi H. (1991). Prior bleeding

enhances the sensitivity of the in vivo micronucleus test. Mutat. Res. 264, 109-114.

150



Bibliografia

Holden H. E. (1998). Phenolphthalein: a sheep in wolf's clothing? Environ. Mol. Mutagen. 31,
103-104.

Huber M. T., Gotthardt U., Schreiber W., Krieg J. C. (1999). Efficacy and safety of the sigma
receptor ligand EMD 57445 (panamesine) in patients with schizophrenia: an open
clinical trial. Pharmacopsychiatry 32, 68-72.

Humfrey C. D. (2007). Recent developments in the risk assessment of potentially genotoxic
impurities in pharmaceutical drug substances. Toxicol. Sci. 100, 24-28.

Hutter K. J., Stohr M. (1982). Rapid detection of mutagen induced micronucleated
erythrocytes by flow cytometry. Histochemistry 75, 353-362.

ICH, Topic M3(R1), Non-clinical Safety Studies for the Conduct of Human Clinical Trials for
Pharmaceuticals, International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use. November 2000.

ICH, Topic SI1B, Carcinogenicity: Testing for Carcinogenicity of Pharmaceuticals,
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use. September 1997.

ICH, Topic S2(R1), Guidance on Genotoxicity Testing and Data Interpretation for
Pharmaceuticals Intenden for Human Use. Step3 Guideline, March 2008.

ICH, Topic S2A, Genotoxicity: Guidance on Specific Aspects of Regulatory Genotoxicity
Tests for Pharmaceuticals, International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use. Approved
September 1995.

ICH, Topic S2B, Genotoxicity: A Standard Battery for Genotoxicity Testing of
Pharmaceuticals, International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use. Step 4 Guideline,
16 July 1997.

ICH, Topic S6, Preclinical Safety Evaluation of Biotechnology-Derived Pharmaceuticals,
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use. Step 5 Guideline, March 1998.

Jackson D. M., Ryan C., Evenden J., Mohell N. (1994). Preclinical findings with new
antipsychotic agents: what makes them atypical? Acta Psychiatr. Scand. Suppl 380,
41-48.

Javitt D. C., Zukin S. R. (1991). Recent advances in the phencyclidine model of
schizophrenia. Am. J. Psychiatry 148, 1301-1308.

151



Bibliografia

Jelkmann W. (1992). Erythropoietin: structure, control of production, and function. Physiol.
Rev. 72, 449-489.

Jeste D. V., Caligiuri M. P. (1993). Tardive dyskinesia. Schizophr. Bull. 19, 303-315.

Jones E., Fox V. (2003). Lack of clastogenic activity of aniline hydrochloride in the mouse
bone marrow. Mutagenesis 18, 283-285.

Jones K. B., Anderson D. W., Longmore G. D. (2005). Effects of recombinant hematopoietins
on blood-loss anemia in mice. lowa Orthop. J. 25, 129-134.

Karasawa J., Takahashi S., Takagi K., Horikomi K. (2002). Effects of sigma(l) receptor
ligand MS-377 on D(2) antagonists-induced behaviors. Pharmacol. Biochem. Behav.
73, 505-510.

Kasper P., Uno Y., Mauthe R., Asano N., Douglas G., Matthews E., Moore,M., Mueller L.,
Nakajima M., Singer T., Speit G. (2007). Follow-up testing of rodent carcinogens
not positive in the standard genotoxicity testing battery: IWGT workgroup report.
Mutat. Res. 627, 106-116.

Kekuda R., Prasad P. D., Fei Y. J., Leibach F. H., Ganapathy V. (1996). Cloning and
functional expression of the human type 1 sigma receptor (hSigmaR1). Biochem.
Biophys. Res. Commun. 229, 553-558.

Kerwin R. W. (1994). The new atypical antipsychotics. A lack of extrapyramidal side-effects
and new routes in schizophrenia research. Br. J. Psychiatry 164, 141-148.

Kest B., Mogil J. S., Sternberg W. F., Pechnick R. N., Liebeskind J. C. (1995).
Antinociception following 1,3,-di-o-tolylguanidine, a selective sigma receptor
ligand. Pharmacol. Biochem. Behav. 50, 587-592.

King M. T., Wild D. (1983). The mutagenic potential of hyperthermia and fever in mice.
Mutat. Res. 111, 219-226.

Kirkland D. (1991) Selection of mutagenicity and cell transformation tests - interpretation of
results. En: Preclinical Evaluation of Peptides and Recombinant Proteins.
Association of the Swedish Pharmaceutical industry and the Swedish National board
of Health and Welfare, pp. 49-56.

Kirkland D., Aardema M., Henderson L., Miiller L. (2005). Evaluation of the ability of a
battery of three in vitro genotoxicity tests to discriminate rodent carcinogens and
non-carcinogens I. Sensitivity, specificity and relative predictivity. Mutat. Res. 584,
1-256.

Kirkland D., Marzin D. (2003). An assessment of the genotoxicity of 2-hydroxy-1,4-
naphthoquinone, the natural dye ingredient of Henna. Mutat. Res. 537, 183-199.

152



Bibliografia

Kirkland D., Pfuhler S., Tweats D., Aardema M., Corvi R., Darroudi F., Elhajouji A., Glatt
H., Hastwell P., Hayashi M., Kasper P., Kirchner S., Lynch A., Marzin D., Maurici
D., Meunier J. R., Miiller L., Nohynek G., Parry J., Parry E., Thybaud V., Tice R.,
van, B. J., Vanparys P., White P. (2007a). How to reduce false positive results when
undertaking in vitro genotoxicity testing and thus avoid unnecessary follow-up
animal tests: Report of an ECVAM Workshop. Mutat. Res. 628, 31-55.

Kirkland D. J. (1992). Chromosomal aberration tests in vitro: problems with protocol design
and interpretation of results. Mutagenesis 7, 95-106.

Kirkland D. J., Aardema M., Banduhn N., Carmichael P., Fautz R., Meunier J. R., Pfuhler S.
(2007b). In vitro approaches to develop weight of evidence (WoE) and mode of
action (MoA) discussions with positive in vitro genotoxicity results. Mutagenesis
22,161-175.

Kirkland D. J., Miiller L. (2000). Interpretation of the biological relevance of genotoxicity test
results: the importance of thresholds. Mutat. Res. 464, 137-147.

Kirsch-Volders M., Sofuni T., Aardema M., Albertini S., Eastmond D., Fenech M., Ishidate
M. Jr., Kirchner S., Lorge E., Morita T., Norppa H., Surralles J., Vanhauwaert A.,
Wakata A. (2003a). Report from the in vitro micronucleus assay working group.
Mutat. Res. 540, 153-163.

Kirsch-Volders M., Vanhauwaert A., Eichenlaub-Ritter U., Decordier I. (2003b). Indirect
mechanisms of genotoxicity. Toxicol. Lett. 140-141, 63-74.

Kohler S. W., Provost G. S., Fieck A., Kretz P. L., Bullock W. O., Putman D. L., Sorge J. A.,
Short J. M. (1991). Analysis of spontaneous and induced mutations in transgenic
mice using a lambda ZAP/lacl shuttle vector. Environ. Mol. Mutagen. 18, 316-321.

Kola I., Landis J. (2004). Can the pharmaceutical industry reduce attrition rates? Nat. Rev.
Drug Discov. 3, 711-715.

Koury S. T., Koury M. J., Bondurant M. C. (1989a). Cytoskeletal distribution and function
during the maturation and enucleation of mammalian erythroblasts. J. Cell Biol. 109,
3005-3013.

Koury S. T., Koury M. J., Bondurant M. C., Caro J., Graber S. E. (1989b). Quantitation of
erythropoietin-producing cells in kidneys of mice by in situ hybridization:
correlation with hematocrit, renal erythropoietin mRNA, and serum erythropoietin
concentration. Blood 74, 645-651.

Kramer P. J. (1998). Genetic toxicology. J. Pharm. Pharmacol. 50, 395-405.

153



Bibliografia

Krauss S. W., Lo A. J., Short S. A., Koury M. J., Mohandas N., Chasis J. A. (2005). Nuclear
substructure reorganization during late-stage erythropoiesis is selective and does not
involve caspase cleavage of major nuclear substructural proteins. Blood 106, 2200-
2205.

Krishna G., Urda G., Paulissen J. (2000). Historical vehicle and positive control micronucleus
data in mice and rats. Mutat. Res. 453, 45-50.

Krystal J. H., D'Souza D. C., Mathalon D., Perry E., Belger A., Hoffman R. (2003). NMDA
receptor antagonist effects, cortical glutamatergic function, and schizophrenia:
toward a paradigm shift in medication development. Psychopharmacology (Berl)
169, 215-233.

Krystal J. H., Karper L. P., Seibyl J. P., Freeman G. K., Delaney R., Bremner J. D., Heninger
G. R, Bowers M. B. Jr, Charney D. S. (1994). Subanesthetic effects of the
noncompetitive NMDA antagonist, ketamine, in humans. Psychotomimetic,
perceptual, cognitive, and neuroendocrine responses. Arch. Gen. Psychiatry 51, 199-
214.

Kudoh A., Takase H., Takazawa T. (2004). Chronic treatment with antipsychotics enhances
intraoperative core hypothermia. Anesth. Analg. 98, 111-115.

Langa F., Codony X., Tovar V., Lavado A., Gimenez E., Cozar P., Cantero M., Dordal A.,
Hernandez E., Perez R., Monroy X., Zamanillo D., Guitart X., Montoliu L. (2003).
Generation and phenotypic analysis of sigma receptor type I (sigma 1) knockout
mice. Eur. J. Neurosci. 18, 2188-2196.

Largent B. L., Gundlach A. L., Snyder S. H. (1986). Pharmacological and autoradiographic
discrimination of sigma and phencyclidine receptor binding sites in brain with (+)-
[3H]SKF 10,047, (+)-[3H]-3-[3-hydroxyphenyl]-N-(1-propyl)piperidine and [3H]-1-
[1-(2-thienyl)cyclohexyl]piperidine. J. Pharmacol. Exp. Ther. 238, 739-748.

Lee J. C., Gimm J. A., Lo A. J., Koury M. J., Krauss S. W., Mohandas N., Chasis J. A.
(2004). Mechanism of protein sorting during erythroblast enucleation: role of
cytoskeletal connectivity. Blood 103, 1912-1919.

Lenox L. E., Perry J. M., Paulson R. F. (2005). BMP4 and Madh5 regulate the erythroid
response to acute anemia. Blood 105, 2741-2748.

Lezon C., Alippi R. M., Barcelo A. C., Martinez M. P., Conti M. 1., Bozzini C. E. (1995).
Depression of stimulated erythropoietin production in mice with enhanced

erythropoiesis. Haematologica 80, 491-494.

154



Bibliografia

Lovell D. P., Anderson D., Albanese R., Amphlett G. E., Clare G., Ferguson R., Richold M.,
Papworth D. G., Savage J. R. K. (1989). Statistical analysis of in vivo cytogenetic
assays. En: Statistical evaluation of mutagenicity test data, (UKEMS Guidelines
subcommittee report, Part III), pp. 184-232. D.J. Kirkland (Ed), Cambrige
University Press.

Lundgren-Eriksson L., Palm A., Ryd W., Warnhammar E., Hultborn R. (2001). Radio-and
chemotoxicity in mice during hypothermia. Anticancer Res. 21, 3269-3274.
MacGregor J. T., Wehr C. M., Gould D. H. (1980). Clastogen-induced micronuclei in
peripheral blood erythrocytes: the basis of an improved micronucleus test. Environ.

Mutagen. 2, 509-514.

Maguire G. A. (2002). Prolactin elevation with antipsychotic medications: mechanisms of
action and clinical consequences. J. Clin. Psychiatry 63 Suppl 4, 56-62.

Maron D. M., Ames B. N. (1983). Revised methods for the Salmonella mutagenicity test.
Mutat. Res. 113, 173-215.

Martin W. R., Eades C. G., Thompson J. A., Huppler R. E., Gilbert P. E. (1976). The effects
of morphine- and nalorphine- like drugs in the nondependent and morphine-
dependent chronic spinal dog. J. Pharmacol. Exp. Ther. 197, 517-532.

Matsumoto R. R., Liu Y., Lerner M., Howard E. W., Brackett D. J. (2003). Sigma receptors:
potential medications development target for anti-cocaine agents. Eur. J. Pharmacol.
469, 1-12.

Matsumoto R. R., Pouw B. (2000). Correlation between neuroleptic binding to sigma(1) and
sigma(2) receptors and acute dystonic reactions. Eur. J. Pharmacol. 401, 155-160.

Matter B., Schmid W. (1971). Trenimon-induced chromosomal damage in bone-marrow cells
of six mammalian species, evaluated by the micronucleus test. Mutat. Res. 12, 417-
425.

Maurice T., Martin-Fardon R., Romieu P., Matsumoto R. R. (2002). Sigma(1) (sigma(1))
receptor antagonists represent a new strategy against cocaine addiction and toxicity.
Neurosci. Biobehav. Rev. 26, 499-527.

Mavournin K. H., Blakey D. H., Cimino M. C., Salamone M. F., Heddle J. A. (1990). The in
vivo micronucleus assay in mammalian bone marrow and peripheral blood. A report
of the U.S. Environmental Protection Agency Gene-Tox Program. Mutat. Res. 239,
29-80.

155



Bibliografia

Mclnerney J. J., Breakell A., Madira W., Davies T. G., Evans P. A. (2002). Accidental
hypothermia and active rewarming: the metabolic and inflammatory changes
observed above and below 32 degrees C. Emerg. Med. J. 19, 219-223.

Meintieres S., Marzin D. (2004). Apoptosis may contribute to false-positive results in the in
vitro micronucleus test performed in extreme osmolality, ionic strength and pH
conditions. Mutat. Res. 560, 101-118.

Meltzer H. Y. (1999). The role of serotonin in antipsychotic drug action.
Neuropsychopharmacology 21, 106S-115S.

Miller B. M., Adler 1. D. (1990). Application of antikinetochore antibody staining (CREST
staining) to micronuclei in erythrocytes induced in vivo. Mutagenesis 5, 411-415.

Miller B. M., Zitzelsberger H. F., Weier H. U., Adler I. D. (1991). Classification of
micronuclei in murine erythrocytes: immunofluorescent staining using CREST
antibodies compared to in situ hybridization with biotinylated gamma satellite DNA.
Mutagenesis 6, 297-302.

Mitchell A. D., Auletta A. E., Clive D., Kirby P. E., Moore M. M., Myhr B. C. (1997). The
L5178Y/tk+/- mouse lymphoma specific gene and chromosomal mutation assay a
phase III report of the U.S. Environmental Protection Agency Gene-Tox Program.
Mutat. Res. 394, 177-303.

Moebius F. F., Reiter R. J., Hanner M., Glossmann H. (1997a). High affinity of sigma 1-
binding sites for sterol isomerization inhibitors: evidence for a pharmacological
relationship with the yeast sterol C8-C7 isomerase. Br. J. Pharmacol. 121, 1-6.

Moebius F. F., Striessnig J., Glossmann H. (1997b). The mysteries of sigma receptors: new
family members reveal a role in cholesterol synthesis. Trends Pharmacol. Sci. 18,
67-70.

Moore M. M., Clive D., Hozier J. C., Howard B. E., Batson A. G., Turner N. T., Sawyer J.
(1985). Analysis of trifluorothymidine-resistant (TFTr) mutants of L5178Y/TK+/-
mouse lymphoma cells. Mutat. Res. 151, 161-174.

Morita T., Nagaki T., Fukuda I., Okumura K. (1992). Clastogenicity of low pH to various
cultured mammalian cells. Mutat. Res. 268, 297-305.

Mortelmans K., Zeiger E. (2000). The Ames Salmonella/microsome mutagenicity assay.
Mutat. Res. 455, 29-60.

Miiller L., Blakey D., Dearfield K. L., Galloway S., Guzzie P., Hayashi M., Kasper P.,
Kirkland D., MacGregor J. T., Parry J. M., Schechtman L., Smith A., Tanaka N.,
Tweats D., Yamasaki H. (2003). Strategy for genotoxicity testing and stratification

156



Bibliografia

of genotoxicity test results - report on initial activities of the IWGT Expert Group.
Mutat. Res. 540, 177-181.

Miiller L., Kasper P. (2000a). Human biological relevance and the use of threshold-arguments
in regulatory genotoxicity assessment: experience with pharmaceuticals. Mutat. Res.
464, 19-34.

Miiller L., Kikuchi Y., Probst G., Schechtman L., Shimada H., Sofuni T., Tweats D. (1999).
ICH-harmonised guidances on genotoxicity testing of pharmaceuticals: evolution,
reasoning and impact. Mutat. Res. 436, 195-225.

Miiller L., Sofuni T. (2000b). Appropriate levels of cytotoxicity for genotoxicity tests using
mammalian cells in vitro. Environ. Mol. Mutagen. 35, 202-205.

Nichols D. E. (2004). Hallucinogens. Pharmacol.Ther. 101, 131-181.

Norppa H., Falck G. C. (2003). What do human micronuclei contain? Mutagenesis 18, 221-
233.

Oerther S. (2000). Temperature set-point changes induced by DA D2/3 and 5-HT1A receptor
agonists in the rat. Neuroreport 11, 3949-3951.

Oerther S., Ahlenius S. (2000). Atypical antipsychotics and dopamine D(1) receptor agonism:
an in vivo experimental study using core temperature measurements in the rat. J.
Pharmacol. Exp. Ther. 292, 731-736.

Oerther S., Ahlenius S. (2001). Involvement of 5-HT1A and 5-HT1B receptors for
citalopram-induced hypothermia in the rat. Psychopharmacology (Berl) 154, 429-
434.

Olson H., Betton G., Robinson D., Thomas K., Monro A., Kolaja G., Lilly P., Sanders J.,
Sipes G., Bracken W., Dorato M., Van Deun K., Smith P., Berger B., Heller A.
(2000). Concordance of the toxicity of pharmaceuticals in humans and in animals.
Regul. Toxicol. Pharmacol. 32, 56-67.

OECD (1983). Organization for Economic Co-operation and Development. OECD guideline
for testing of chemicals, No. 473. Genetic Toxicology: In vitro mammalian
cytogenetic test.

OECD (1997a). Organization for Economic Co-operation and Development. OECD guideline
for testing of chemicals, No. 471. Genetic Toxicology: Bacterial Reverse Mutation
Test.

OECD (1997b). Organization for Economic Co-operation and Development. OECD guideline
for testing of chemicals, No. 473. Genetic Toxicology: In vitro mammalian

chromosome aberration test.

157



Bibliografia

OECD (1997¢c). Organization for Economic Co-operation and Development. OECD guideline
for the testing of chemicals, No. 474. Genetic Toxicology: Mammalian erythrocyte
micronucleus test.

OECD (1997d). Organization for Economic Co-operation and Development. OECD guideline
for the testing of chemicals, No. 476. Genetic Toxicology: In vitro mammalian cell
gene mutation test.

Parton J. W., Garriott M. L., Beyers J. E. (1991). Expulsion of demecolcine-induced
micronuclei from mouse bone marrow polychromatic erythrocytes. Environ. Mol.
Mutagen. 17, 79-83.

Perachon S., Betancur C., Pilon C., Rostene W., Schwartz J. C., Sokoloff P. (2000). Role of
dopamine D3 receptors in thermoregulation: a reappraisal. Neuroreport 11, 221-225.

Petrozzi L., Lucetti C., Scarpato R., Gambaccini G., Trippi F., Bernardini S., Del Dotto P.,
Migliore L., Bonuccelli U. (2002). Cytogenetic alterations in lymphocytes of
Alzheimer's disease and Parkinson's disease patients. Neurol. Sci. 23 Suppl 2, S97-
S98.

Pfuhler S., Albertini S., Fautz R., Herbold B., Madle S., Utesch D., Poth A. (2007). Genetic
toxicity assessment: employing the best science for human safety evaluation part I'V:
Recommendation of a working group of the Gesellschaft fuer Umwelt-
Mutationsforschung (GUM) for a simple and straightforward approach to
genotoxicity testing. Toxicol. Sci. 97, 237-240.

Quirion R., Bowen W. D., Itzhak Y., Junien J. L., Musacchio J. M., Rothman R. B., Su T. P.,
Tam S. W., Taylor D. P. (1992). A proposal for the classification of sigma binding
sites. Trends Pharmacol. Sci. 13, 85-86.

Radomsky E. D., Haas G. L., Mann J. J., Sweeney J. A. (1999). Suicidal behavior in patients
with schizophrenia and other psychotic disorders. Am. J. Psychiatry 156, 1590-1595.

Rawls S. M., Baron D. A., Geller E. B., Adler M. W. (2002). Sigma sites mediate DTG-
evoked hypothermia in rats. Pharmacol. Biochem. Behav. 73, 779-786.

Renaudo A., Watry V., Chassot A. A., Ponzio G., Ehrenfeld J., Soriani O. (2004). Inhibition
of tumor cell proliferation by sigma ligands is associated with K+ Channel inhibition
and p27kipl accumulation. J. Pharmacol. Exp. Ther. 311, 1105-1114.

Richardson C., Williams J. A., Allen J. A., Amphlett G., Chanter D. O., Philips B. (1989).
Analysis of data from in vitro cytogenetic assays. En: Statistical evaluation of
mutagenicity test data, (UKEMS Guidelines subcommittee report, Part III) pp. 141-
154. D.J. Kirkland (Ed), Cambrige University Press.

158



Bibliografia

Ronsisvalle G., Marrazzo A., Prezzavento O., Cagnotto A., Mennini T., Parenti C., Scoto G.
M. (2001). Opioid and sigma receptor studies. New developments in the design of
selective sigma ligands. Pure Appl. Chem. 73, 1499-1509.

Russell W. M. S., Burch R. L. (1959). The Principles of Humane Experimental Technique.
Methuen, London, 1959 (Reprinted by Universities Federation for Animal Welfare,
1992).

Salamone M. F., Mavournin K. H. (1994). Bone marrow micronucleus assay: a review of the
mouse stocks used and their published mean spontaneous micronucleus frequencies.
Environ. Mol. Mutagen. 23, 239-273.

Schmid W. (1975). The micronucleus test. Mutat. Res. 31, 9-15.

Scott D., Galloway S. M., Marshall R. R., Ishidate M. Jr., Brusick D., Ashby J., Myhr B. C.
(1991). International Commission for Protection Against Environmental Mutagens
and Carcinogens. Genotoxicity under extreme culture conditions. A report from
ICPEMC Task Group 9. Mutat. Res. 257, 147-205.

Seglen P. O. (1976). Preparation of isolated rat liver cells. Methods Cell Biol. 13, 29-83.

Shuey D. L., Gudi R., Krsmanovic L., Gerson R. J. (2007). Evidence that oxymorphone-
induced increases in micronuclei occur secondary to hyperthermia. Toxicol. Sci. 95,
369-375.

Sisken J. E., Morasca L., Kibby S. (1965). Effects of temperature on the kinetics of the
mitotic cycle of mammalian cells in culture. Exp. Cell Res. 39, 103-116.

Snyder R. D., Diehl M. S. (2005). Hypoxia-induced micronucleus formation in mice. Drug
Chem. Toxicol. 28, 373-378.

Snyder R. D., Green J. W. (2001). A review of the genotoxicity of marketed pharmaceuticals.
Mutat. Res. 488, 151-169.

Sonoda Y., Sasaki K., Suda M., Itano C., Iwatsuki H. (1998). Effects of colchicine on the
enucleation of erythroid cells and macrophages in the liver of mouse embryos:
ultrastructural and three-dimensional studies. Anat. Rec. 251, 290-296.

Spencer P. J., Gollapudi B. B., Waechter J. M., Jr. (2007). Induction of micronuclei by phenol
in the mouse bone marrow: 1. Association with chemically induced hypothermia.
Toxicol. Sci. 97, 120-127.

Spencer P. J., Grundy J. G., Waechter J. M., Gollapudi B. (2005). The contribution of non-
chemically induced hypothermia in the formation of micronuclei (MN) in the mouse
bone marrow micronucleus test (MNT). Toxicol. Sci. (The Toxicologist) 84, 453,

Abstract-2211.

159



Bibliografia

Steinheider G., Neth R., Marquardt H. (1985). Evaluation of nongenotoxic and genotoxic
factors modulating the frequency of micronucleated erythrocytes in the peripheral
blood of mice. Cell Biol. Toxicol. 1, 197-211.

Stopper H., Miiller S. O. (1997). Micronuclei as a biological endpoint for genotoxicity: A
minireview. Toxicology in Vitro 11, 661-667.

Su T. P., Hayashi T. (2003). Understanding the molecular mechanism of sigma-1 receptors:
towards a hypothesis that sigma-1 receptors are intracellular amplifiers for signal
transduction. Curr. Med. Chem. 10, 2073-2080.

Su T. P., London E. D., Jaffe J. H. (1988). Steroid binding at sigma receptors suggests a link
between endocrine, nervous, and immune systems. Science 240, 219-221.

Suzuki M., Ohneda K., Hosoya-Ohmura S., Tsukamoto S., Ohneda O., Philipsen S.,
Yamamoto M. (2006). Real-time monitoring of stress erythropoiesis in vivo using
Gatal and beta-globin LCR luciferase transgenic mice. Blood 108, 726-733.

Suzuki Y., Nagae Y., Ishikawa T., Watanabe Y., Nagashima T., Matsukubo K., Shimizu H.
(1989). Effect of erythropoietin on the micronucleus test. Environ. Mol. Mutagen.
13, 314-318.

Suzuki Y., Shimizu H., Nagae Y., Fukumoto M., Okonogi H., Kadokura M. (1993).
Micronucleus test and erythropoiesis: effect of cobalt on the induction of
micronuclei by mutagens. Environ. Mol. Mutagen. 22, 101-106.

Suzuki Y., Takagi R., Kawasaki 1., Matsudaira T., Yanagisawa H., Shimizu H. (2008). The
micronucleus test and erythropoiesis: Effects of cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) on micronucleus formation. Mutat. Res. 655, 47-51.

Takahashi S., Sonehara K., Takagi K., Miwa T., Horikomi K., Mita N., Nagase H., lizuka K.,
Sakai K. (1999). Pharmacological profile of MS-377, a novel antipsychotic agent
with selective affinity for sigma receptors. Psychopharmacology (Berl) 145, 295-
302.

Takano-Ohmuro H., Mukaida M., Morioka K. (1996). Distribution of actin, myosin, and
spectrin during enucleation in erythroid cells of hamster embryo. Cell Motil.
Cytoskeleton 34, 95-107.

Tinwell H., Ashby J. (1991). Micronucleus morphology as a means to distinguish aneugens
and clastogens in the mouse bone marrow micronucleus assay. Mutagenesis 6, 193-
198.

Torous D. K., Hall N. E., Illi-Love A. H., Diehl M. S., Cederbrant K., Sandelin K., Ponten 1.,
Bolcsfoldi G., Ferguson L. R., Pearson A., Majeska J. B., Tarca J. P., Hynes G. M.,

160



Bibliografia

Lynch A. M., McNamee J. P., Bellier P. V., Parenteau M., Blakey D., Bayley J., van
der Leede B. J., Vanparys P., Harbach P. R., Zhao S., Filipunas A. L., Johnson C.
W., Tometsko C. R., Dertinger S. D. (2005). Interlaboratory validation of a CD71-
based flow cytometric method (Microflow) for the scoring of micronucleated
reticulocytes in mouse peripheral blood. Environ. Mol. Mutagen. 45, 44-55.

Tsai G., Coyle J. T. (2002). Glutamatergic mechanisms in schizophrenia. Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 42, 165-179.

Tweats D. J., Blakey D., Heflich R. H., Jacobs A., Jacobsen S. D., Morita T., Nohmi T.,
O'Donovan M. R., Sasaki Y. F., Sofuni T., Tice R. (2007a). Report of the IWGT
working group on strategies and interpretation of regulatory in vivo tests L. Increases
in micronucleated bone marrow cells in rodents that do not indicate genotoxic
hazards. Mutat. Res. 627, 78-91.

Tweats D. J., Blakey D., Heflich R. H., Jacobs A., Jacobsen S. D., Morita T., Nohmi T.,
O'donovan M. R., Sasaki Y. F., Sofuni T., Tice R. (2007b). Report of the IWGT
working group on strategy/interpretation for regulatory in vivo tests II. Identification
of in vivo-only positive compounds in the bone marrow micronucleus test. Mutat.
Res. 627, 92-105.

Van Hummelen P., Deleener A., Vanparys P., Kirsch-Volders M. (1992). Discrimination of
aneuploidogens from clastogens by C-banding, DNA and area measurements of
micronuclei from mouse bone marrow. Mutat. Res. 271, 13-28.

Vander J. B., Harris C. A., Elli S. R. (1963). Reticulocyte counts by means of fluorescence
microscopy. J. Lab Clin. Med. 62, 132-140.

Vanparys P., Deknudt G., Vermeiren F., Sysmans M., Marsboom R. (1992). Sampling times
in micronucleus testing. Mutat. Res. 282, 191-196.

Vanparys P., Vermeiren F., Sysmans M., Temmerman R. (1990). The micronucleus assay as a
test for the detection of aneugenic activity. Mutat. Res. 244, 95-103.

Vassal T., Benoit-Gonin B., Carrat F., Guidet B., Maury E., Offenstadt G. (2001). Severe
accidental hypothermia treated in an ICU: prognosis and outcome. Chest 120, 1998-
2003.

Wahnschaffe U., Bitsch A., Kielhorn J., Mangelsdorf I. (2005). Mutagenicity testing with
transgenic mice. Part I: Comparison with the mouse bone marrow micronucleus test.
J. Carcinog. 4, 3.

Wallin M., Billger M., Stromberg T., Stromberg E. (1993). Assembly of Atlantic cod (Gadus

morhua) brain microtubules at different temperatures: dependency of microtubule-

161



Bibliografia

associated proteins is relative to temperature. Arch. Biochem. Biophys. 307, 200-
205.

Wang L., Prescott A. R., Spruce B. A., Sanderson J., Duncan G. (2005). Sigma receptor
antagonists inhibit human lens cell growth and induce pigmentation. Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 46, 1403-1408.

WMA (2002). World Medical Association Declaration of Helsinki. Ethical principles for
medical research involving human subjects. Nurs. Ethics 9, 105-109.

Wolfe S. A. Jr., Kulsakdinun C., Battaglia G., Jaffe J. H., De Souza E. B. (1988). Initial
identification and characterization of sigma receptors on human peripheral blood
leukocytes. J. Pharmacol. Exp. Ther. 247, 1114-1119.

Wong K. C. (1983). Physiology and pharmacology of hypothermia. West J. Med. 138, 227-
232.

Wood S. C. (1991). Interactions between hypoxia and hypothermia. Annu. Rev. Physiol 53,
71-85.

Yajima N., Kurata Y., Sawai T., Takeshita Y. (1993a). Comparative studies in induction of
micronuclei by three genetically recombinant and urinary human erythropoietins.
Mutagenesis 8, 237-241.

Yajima N., Kurata Y., Sawai T., Takeshita Y. (1993b). Induction of micronucleated
erythrocytes by recombinant human erythropoietin. Mutagenesis 8, 221-229.
Yamamoto K. I., Kikuchi Y. (1980). A comparison of diameters of micronuclei induced by

clastogens and by spindle poisons. Mutat. Res. 71, 127-131.

Zeiger E. (1998). Identification of rodent carcinogens and noncarcinogens using genetic

toxicity tests: premises, promises, and performance. Regul. Toxicol. Pharmacol. 28,

85-95.

162



Anexos

7. ANEXOS

163



Anexos




Anexos

ANEXO 1

Induction of micronuclei in mouse bone-marrow erythrocytes in association with

hypothermia after administration of the sigma receptor ligand E-5842.

Guzman A., Garcia C., Marin A.P., Ruiz M.T., Tortajada A., Fernandez de Henestrosa A.R.

Mutat. Res. 2004: 565 11-22.
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i dhue 1o o hypothenmibe effect and not to o direet efficct of E-5842 on DNA
© 20 Elsevier B All rights reserved.
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program that forms part of the development process of
a new pharmaceutical compound, The relevance of as-
sessing the possible genotoxic potential of a compound
relies on the fact that genotoxic activity and related
events are considered (o be associated with and essen-
tial for the induction of carcinogenesis and hereditary
defecis. The mouse micronucleus assay constifuies a
pivotal component of the siandard batiery of genoiox-
icity assays [ 1] because it is an in vivo assay that 1akes
full account of the biological processes of absorption,
distribation, metabolism and excretion of a pharmaceu-
tical.

E-5842  (d-{d-Nuorophenyl)-1,2,3,6-tetrabvdro- 1 -
[4-01,2 4-triazol- 1-v1} buivl] pyridine citrate, CAS-
220020-14-9) is a new compound with very high
affinity for the o) receptor (Ki=4 nM) being actually
developed as potential atvpical antipsychatic drug [2].

As part of the safety-assessment program for this
compound, E-5842 has been tested for genotoxic
potential in a single dose mouse bone-marrow mi-
cronucleus assay (unpublished resulis). In this assay
E-5842 was administered 10 mice by the oral route
(gavage) at dose levels of 100, 200 and 400 mgkg
and bonc-marmow smears were obtained 24, 48 and
TIh after administration. Although no statistically
5igniﬁr:.|mt increase in mean MNPCE frequency was
observed al any tested dose or sampling time, the mean
MMNPCE frequency value observed at the intermediaie
dose of 200 mg/ke anthe 48 b sampling time (5. 3%, in
the absence of bone-marrow toxicity, was considered
to slightly exceed the upper range of the historical
vehicle control mean values obiained with this strain
of mice at this laboratory (range: 1.1-3.3%; n=332).
This atypical pattern in the MNPCE frequency was
considered 1o warrant funher reseanch.

For in vitro studies it has long been recognised
that indirect, stress-related effects can produce posi-
tive resultz which are not considerad representative of
genotoxic potential of the substance under investiga-
fion, e.g.. pH changes, increased osmolality and inhi-
bition of DMA synthesis [3-5]. For an in vive assay
like the mouse micronucleus test similar indirect ef-
fects associated with physiological perturbations have
also been acknowledged. with procedures like bleeding
or chemically-induced hemolysis [3.6], and ervihro-
potetin adminisiration [7.8] causing increases in mi-
cronucleus formation. Increases in MNPCE freguency
in bane marrow of Cl-1 male mice have also been re-
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ported afier deprivation of both food and water [9],
Some of these procedures have been proposed as a
means to enhance the sensitivity of this assay [10,11],
In panticular, chemically and envirenmentally induced
changes in core temperature have been reporied as po-
tential confownding fectors for micronucleus formation
in bodh mice and rais [12-16]. Tt has been reported by
Asanami ed al. [ 16-18] that adminisiration of reserpine
or chlorpromazine to mice caused a slight increase in
MNPCE frequency in bone-marmow cells in association
with a decrease in body wemperature, and they proved
that the increase in MNPCE frequency was absent when
the hypothermic conditions were avoided.

In this paper, we describe the follow-up studies ihat
were performied 1o investigate the possible mechanism
by which oral administration to mice of a 200mg'kg
dose of E-5842 induced, 48 h afier administration, a
slight increase in MNPCE frequency in the bone mar-
row, We examined the hypothermia-inducing potential
of E-5842 afler oral administration to mice, and its rela-
tion with the observed increase in MNPCE frequency,
In order 1o elucidate the possible mechanism causing
the increase in MNPCE frequency observed in associ-
ation with the hypothermic conditions, we also exam-
ined the morphology of the micronuclei.

2. Materials and methods
2 f. Test subsiance

E-5842 (Fig. 1) bulk powder was symhesised by
Laboratorios Dr, Esteve | Barcelona, Spain), Purity was
90 4%, Test article solutions were prepared by dis-
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Fig. | Chomecal structars al’ E-3842
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solving E-5842 in reverse-osmosis water immediately
prior 1o administration to the ammals. The vehicke
(reverse-osmosis water) was used as a negative control,
Cyelophosphamide (CF, Sigma) dissolved in reverse-
osmosis water o a final concentrabion of 2.3mg/ml
(dose of 25mpkg bw), and colchicine (CO0L., Sigma)
dissolved in sterile saline at a final concentration of
0.1 mg/ml (dose of 1 mg/kg bw) were used as refer-
ence controls with clastopenic and aneugenic activity,
respectively. All other chemicals were of the purest
grade available. All animals were given oral doses by
gavage a1 a dose volume of 10mlkg bodyweight, ex-
cept for colchicme, which was administered by 1p. in-
Jection at the same volume.

2.2 Amimals

For the conduct of these [ollow-up-expenmments
male mice were used, because this sex is penerally
considered 1o be quantitatively the higher responder
[ 19,20). Male mice of the C1-1 strain (Hsd 1CR) were
oblained from Hardan, UK. Anmals were randomly
allocated to treatment groups and caged in growps of
maximum five animals At the star of reatment the ans-
mals were 7-9 weeks of age and weighed 20.5-31.0g.
Animals were housed in air-condiiioned rooms, with
temperature and relative humidity set at target values
of 22°C and 50f%; lighting was controlledtogivea 12 h
light: I 2 h dark cvele. Amamals were allowed free access
to commercial rodent diet (Panlab S.L.) and allowed 1o
acclimanse to the conditions described for minimum
5 days before treatment. All procedures mvolving ani-
mals and their care were conducted in strict conformity
with the Buropean Community Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals [21]

23 Mouse bome marrow micronnclens assays

In a first expermment, groups of make mice received,
orally by gavage, single doses of 50, 100, 200 or
400mgie of E-5842 Rectal temperature measure-
ments were performed (at the stated times) i order to
investigate the possible hypothermis-inducing poten-
tial of E-3842. In order to check for effects on MN-
FCE frequency, bone-marrow smears were obtamed
24, 48 and T2h after E-5842 administration from a
minmum of three anmals/dose/sampling time, except
when the numbers were reduced by mortality. Bone-
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marrow smears from vehicle (reverse-osmosis water)
contrel animals were obtained 24h afler admimistra-
tron.
Ina second expenment. E-5842 was admirustered at
deses of 30, 100 or 200me/kg (o groups of male mice
For this assay, the 400 mg/'kg dose was omitted dus 1o
the excessive mortality ohserved at this dose in the first
experiment. Control animals received reverse-osmosis
water. Faor each of thesa treatments, a first sub-group of
amimals was housed under nomal room-temperature
conditions while @ second similar sub-group was
housed under conditions of increased emvironmental
temperature (30°C) for 24 h. By this means, we tned
1o avoid the hvpothermic effect produced by E-5842
administration, thus solating the possible effect of
this compound on bone-marmow cells from that of
hyvpothermia, Rectal temperature was recorded (at the
stated imes), and bone-marrow samples were obtmned
from all treatment groups 48 after adm mistration. Sam-
ples were also obtained 24 h after administration from
vehicle control and 200 mg'kg treated animals in onder
tor check for possible changes in kanetics of micronu-
clews formation due 1o the inereased emvironmental
tem perature, Bone-marrow smears were obtained [rom
a minimum of five anm alstreatment proup'sampling
time, except when the numbers were reduced by
mertality

Twoe additional groups of male animals were given
CP {25 mgkg bw) or COL (1 mpkg bw) by the oral
and intraperitoneal roue, respectvely. Bone-mamow
smears from these animals were obtained 24 hafter ad-
ministration. Cyvelophosphamide and colchicine acted
as positive controls for the micronuc|eus test, and, for
the assessment of micronucleus sore, as reference com-
pounds with clastogenic and ansugenic effects, respec-
tovely,

For preparstion of bone-marrow smears, test an-
imals were sacrificed by cenvical dislocation at the
scheduled sampling times. For each anmmal, the femurs
were dissected and a direct bone-marrow smear was
prepared on a slide containing & drop of foetal calf
serum (two slides per amimal), The smears were fixed
with methanol and stained with 5% Giemsa Shdes
were coded and examined by light microscopy. For
each animal, the relative proportion of polychromatic
ervthrocytes (PCE) and nommaochromatie enythrocvtes
(NCE) was determimmed by counting & todal of 1000
ervthrocyies. The number of micronucleated polychro-
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matic érythrocytes (MNPCE) among 3000 PCE was
determined. The number of micronucleated PCE inthe
different treatment groups was compared with the cor-

ing value in the vehicle control group by means
of an ANOVA, followed by the Dunnett's test [ 22] after
rank transformation of the dsa

24 fncreased emvirmmental femperatiire

Amimals housed under conditions of increased en-
vironmental temperature were placed in Makrolon®
cages and housed in a hot-air heater (Model 381,
Selecta), with an internal environmental temperatire
of 30°C and approximately 30% relative humidiny.
We used thes system because comvective warming has
ghown to be & supenior method for atteruating body
temperature reduction [23]. The heater was kept in the
same experimental room in which the remamning an-
imals were housed Ammals were howsed under in-
creased environmental tem perature immediately after
E-5842 or vehicle administration and kept under these
conditions for 24 h. Aferwands, all animals were kept
under normal animal room conditions uniil sacrifice o
oblain bome-marrow smears.

2.5 Recial lemperaiire maasuremenis

The rectal temperature of the animals wis recorded
by means of a digital thermometer (Pb 0331, Panlab)
connected to a thermal probe (Model 443, Selecia). AL
the scheduled time points, the probe was carefully in-
serted rectally in the mouse (about 18 mm ), which was
gently restrained with one hand. The temperature was
recorded 5 s after readout stabilisabnon. Measurements
were performed on all control and E-5842-treated an-
imals just before dosing (basal tempernture) and at 1,
2,4, 6,9, 11, 13, 15, 16, 24, 48 and T2 h after adminis-
tration in the first experiment, and at 1, 4, 8, 10, 12 and
24 after dosing in the second experiment.

2.6, Micromnctens size delermination

Bone-marrow samples from five animals each re-
ceving reverse-osmosis water of 200 mp'kg of E-3842
{48 h sampling; normal room temperature conditions),
and from animals receving COL (1 mgkg) or CF
(25mg'kg) were examined by light microscopy, and
digital prctures from a total of 30 MNPCE animal were
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captured with a digital camera (Olympus DP11) con-
nected 1o the microscope. The diameter (o) and asen
{a) of each micronucleus and that of its comesponding
polychromatic erythrocyte (Dand.4, respectively)were
determmed by means of a computer programme ( Sig-
maScan Pro 5.0.0, 5P55 Inc.), and relative sazes were
established. Relative diameter and anca values were ex-
pressed m arbitrary umits, The pattern of arca distribu-
tion of the micronuclen for each treatment group was
assessed by drawing histograms with individual rela-
tive area values grouped into arbitrary classes (class 1,
1-5;, 2, 610, 3, 11-15; 4, 16-20; 5, 21-25; 6, 26-30
T,31-35; 8, =35), as supgested by Vanparys et al. [24].
According to the criteria of Yamamoto and Kikuchi
|253], a micronucleus was classified as “large” when its
diameter was equal to or larger than 25% of the diame-
terof its cormmesponding polychromatic erythroeyte (i.e.,
“d= 1/407). The number of large micronuclel in dif-
ferent treatment groups was com pared with the vehicle-
contrel group by means of an ANOVA followed by the
Drumnett’s test [22] after rank transformation of the data,

3. Results
F 1. First experiment

The death of one ammal receiving a 200 mg kg dose
of E-5842 and of two ammals receving a $00mgkg
dose was recorded. High-dose animals that were mon-
bund wene replaced by satellite animals that had been
given the same dose, Oral administration of E-5842 at
doses ranging from 50 to 400 mg kg caused marked and
sustmined decreases m mean rectal temperature (Fig. 2.
Baoth intensity and duration of the hypothermic effect
increased with the administered dese. No significant
changes in mean rectal temperature values in vehicle-
control amimals were observed. While the mean rectal
temperature before administration was 36.2 4 1.19°C
(n=94), 1h after administration decreases in mean
rectal temperature of 6.1-7.6°C compared with
pre-adminstration values were already observed in
ammals recerving E-5842 at dose levels of 50 and
400 mpkp. respectively. Maxmum decreases in mean
rectal temperature values were reached 6 and h after
administration in animals receiving a dose of 50 and
100 mg ke, respectively, and 11h after administration
i those receiving doses of 200 or 400megke. Mean
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Fig X Effectof E-5843 on mouse rectal sempernae, Rectsd iempemiare vwas regissered with o digiml thermometer as mentioned in Section 2 i
12 time poants during 48 h alter admimistration of eitber, vehiche (8 ) or E-5842 af different doses: S0me/kg (7L 100 mgkg (M), 200 mghkg (#)

o 400 mphg (A ) Besults indicaed that admintstratios of E-3842 10 CD- 1 msce induced a marked dose-dependent d

s compared with the vehicle comtrol

recial lemperature values attained at these time points
wire as low as 23.9 and 23.3°C for animals receiving
doses of 200 and 400 mg/ke, respectively, thus repre-
senting decreases of 12.3 and 12.9°C from mean pre-
administration value, Recovery of mean rectal temper-
ature to pre-administration values was observed 15h
after administration in animals receiving the 50 mg/ke
dose, and 24 h after administration in those receiving
1040 or 200 mg/Ake. [nanimals receiving the 400 mgke
dose no recovery was observed even 72 h after admin-
istration.

Examination of bone-marrow smears revealed a
slight but statistically significant (p < 0L05) increase in
MHNPCE frequency at the 48 h sampling in animals re-
ceiving the 200mg'ke dose (Table 1). Mo such effect
was observed in the other treatment groups or at other
sampling times, A very marginal increase in mean and
individual MNPCE values scemed to be apparent at
the 72h sampling in animals receiving the 400 mg'kg
dose. The marked decrease in mean PCENCE mtio
observed at the T2h sampling in animals receiving
400 mg'kg was considered indicative of bone-marrow
toxicity, and may have accounted for the absence of
an effect on MNPCE frequency at the 48 h sampling,
as observed for the 200 me'keg dose, and the marzinal
increase observed ai T2h. There was no evidence of
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in body temp

bone-marraw toxicity in the remaining E-3842-weated
groups.

3.2, Secomd experiment

Among animals that received E-5842 and were
housed under incressed environmental temperature
conditions the death of | animal receiving the
100 meke dose and of three animals receiving the
200 myg kg dose was recorded. Mo deaths were recorded
among animals housed under normal room temperature
conditions. This difference in morality incidence was
considered most probably related 1o background noise
inside the heater. Mice receiving these high doses of
E-5842 were in a state of marked CNS excitation, with
comvulsions and, as a consequence, death being pro-
voked by slight increases in background noise. This is
a common effect observed when dosing rodents with
high dosages of CNS-active compounds. High-dose an-
imals that wene morbund were replaced with satellite
animals that had been given the same dose.

Animals that received E-3842 and were housed
under nommal room temperature conditions (22 “C)
experienced, as observed in the first experiment,
marked and sustained decreases in rectal femper-
atre (Fig. 3). Both imensity and duration of the
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First mouse bone masrow microsucleus assay with E=-5842

Sampling Treatment [iose N PCEMCE MNPCE

tiiae (1) impkg) g R Individmal data/ Ciroup mean/ 1000 PCEs

20080 PCEs imean £ 5.0
2 Vehicle = i 0.4 +0.58 4.0.5 L5+1.52
E-3842 Sl E) 108 £ 0.4 LR 10000

LT 3 07T £0.24 4,54 21029
oLl 1 08582050 5,35 11053
Ly E 142 £ 058 0.3 5 i 08T

4% E-442 Sy 3 102 & 0.5 2,43 (BB
1] 3 077 £029 4,513 204 050
L] 3 0.8%8 £ 0.07 10, 1w, 12 5341058
4H E] IR B R 548 IRE M

E; E-4842 5 3 133 £ 058 26,2 1YL 13
{LLH] 1 157021 3,21 1.340.29
200 r 1.92 £0.73 4.5 234038
4K 3 043 £0.2] 05 1214058

* Ciroup sire reduced bocawse ol mantality.
¥ =008 ANOVAL Dunsett west.

il

Mean rectal temperature ("C)
B

o
T T ™ ¥ - 1
o 4 ] 12 18 ol 24
Time {h)
Fig. 3. Effectof E-5842 administration on mouse roctal lemperanane. Boctal lemgp wiis rogh §with a digital Bhermosmeter al scven line

points dusing n 24 h peried as detniled in Sectioa 2. Animals were housed either under normal room ienspemiure coaditions {chosed svmbols ) or
marensed emvironmenial emperature condilions (open symbols . Animals receiving S0mgkeg (¥ L 100meXg (W) or 200 mg/kg (#) of E-5842,
and kept s mormal rosem temperaiue showed as observed previousty, & marked dosse-dependeni decrease of body mperaiure compared wiih
the vehiche conirol (). However, animals receiving S0ma/kg (70 100 mgikg (Db or 2000 mgkg (00 ol E-3842 bui howsed under conditions of
ncrensed emvironmenial temperaiene did mot dhow any significant variation of body temperatare as compare 1o vehicle comtral (7)),
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Table 2
Second mowse bone murow micronucheus asay with E-5842
Emvaronmeatal Treatment Dose Sampling N PEMNCE MNPCE
conditson {mgkgl time (h) {mem = 5.10) Telivel el iy S
— .  iencE mea/1000_
RT Vihicle M 5 1.53 =00 241,41 22076
- &8 5 0,99 = 035 515812 L7 4130
E-5841 o &R 3 1.08 & 054 1.6,4,6,1 112089
100 48 5 1.2 2063 5,14.4.4 194055
200 e b 1,50 %030 4.3,7.15 192059
20 g3 5 1.25 2033 6506 8 EEERE o
Heser Viehicle - 48 3 1.08 =025 44,5113 182057
E-5842 =0 £ 5 130 =091 1,3,3,3.4 LA 055
100 48 4 058 =071 44,2 1.~ 407
200 M ] 1.07 & 043 030,210 1LY 4065
00 &8 5 1,05 =030 1L 5 1 L1 % 0.9

* P S ANOVA; Dunet best.

hypothermic effect mcreased with the dose. No
changes in rectal temperature were ohserved in the
matching vehicle-control animals. Already, 1h after
adminstration, decreases that ranged from 4 10 6.7°C
from the mean pre-sdministrabion rectal temperature
value (36.2%C), were measured m animals receiving
50 and 200mg ke, respectively. Maximum decreases
in mean rectal emperatures were attained 4h after
administration i animals receiving doses of 50 or
100mgkeg and $h after administmtion in those
recerving 200mg/kg. At these time points, mean rectal
temperanere values of 287, 26.2 and 24.2°C were
attnined in animals receiving 50, 100 and 200 mgka,
respectively, thus representing decreases of 7.5, 10
and 12.0°C from the mean pre-administration value,
Recovery of rectal temperature to pre-asdminisiration
values was observed 10, 12 and 24h after adminis-
tration in animals receiving 50, 100 and 200mg/ka,
respoctively. [n contrast, animals that received E-5842
and were housed under increased environmieéntal tem-
perature conditions (30°C) for 24h expenenced no
decrense in rectal temperature values, In these animals,
the rectal temperature was similar, all throughout the
observation period, both to pre-administration values
and to those of the matching vehicle-control group
animals

Exammation of bone-marrow smears revealed a
alight but statistically significant (p=0.05) increase
in MWPCE frequency at the 48h sampling time in
ammals that received the 200 mp'ke dose and were
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housed under normal room temperature conditions
(Table 2}

In animals that received this same dose of
200mg/ke, but in which the hypothermic effect of E-
5842 was wosded by housing them under mncreased
enviranmental lemperatune conditions, o increase mn
MMNPCE frequency was observed at any sampling time.
The absence of an effect on MNPCE frequency at the
24 h sampling time in animals that receved 200mg kg
and were housed under increased environmental tem-
perature conditions would indicate that the absence of
an effect at 48 h was not due 1o a change in kinetics of
MNPCE formation due to hypothermin avoidance, Mo
effect on MNPCE frequency was observied in animals
receiving the 50 and 100mg/kg doses, mrespective of
their housing conditions. Mo evidence of bone-marrow
toxicity was observed at any of the restment groups or
sampling times,

A3 Micromicleus size asse ssmeni

Bone-marrow examination confirmed that the ref.
erence compounds CP and COL induced marked and
statistically significant increases (p = 0.01) in MNPCE
frequency (Table 3)

Azsessment of micronucleus size in animals receiv-
ing E-5842 or COL showed a shift in the distnbution of
relative areas of micronuclel in MNPCE towards high
relative arca values, as compared to vehicle controls
or CP-treated animals (Fig. 4). Relative aren values of
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Table 3
MMNPCEs containing relative lange micromuclei (= 11405
Treatmeend Diose: N PCENCE MNPCEN 000 PCE Large MM 30 MNMCE
(mgke) amn=50.) inisin=804 Individasl dats Giroup (mean = 5 D (%))

Vehicle - 5 (.99 & 0,36 1.7 % 130 0.0, 0.0, 0 00
E-5842 T 5 138£033 34 £ 0820 13313 1.7 £ 11
CF 15 5 105 = 00 186 = 1.80° o0, 00,0 ox0
Colchicine 1 5 74 2025 168 & & 70" 11,453 93 & 53¢

s,

b =il

© pre 0001 ANCVA, Dannelt lest,

100 100
Vehicle Control Cyclophosphamide

Mumber of micronucle

16601 4 160
N Cailchicine & E-5842
&0 &0
40 40
2 0
o a

i 2 3 4 5 & T & i 2 3 4 5 & T B

Fig. 4. Asscsanem of micromcleus sive by E-2842-induced hypothermia. Distribution of relative areas of 150 micoomuclei per trestment with
cither vehicle, cyclophosphinmade, colchieme or E-5847. was performed amd divided mio ehghn arbirrary size clisses as suggested by Vanparys el
ul. [34]. The disgtribution pattern of micronmcled in the presence of E-2842 resemibles that shown by cobchicine, suggesting that the hypothermia
ndiced by E-5842 miy cause disturbance of the mitolic apparatus.
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micronuclen in vehicle control and CP-treated groups
ranged from area classes 13 and 3, respectively, with
the highest number of MM being found in area class
2 In proups recewing E-5842 or COL, MN relative
ares classes ranged from 1 1o 6 and B, respeciively. The
highest number of MM was found in area classes 3 and
2 for E-5842 and COL, respectively. Despite CP having
been reported to have weak aneugenic acivity [24]. no
MM were found in relative area classes =4,

When the classification critenia of Yamamoto and
Foikuchi [25] based on relative diameter size were
applied, a statistically significant increase (p=0.001)
in the frequency of MNPCE contaming relatively
large micronwcle (e, o = 17409 was observed in an-
imals recewving 200mpke of E-5842 (48 h sampling)
{Table 3), compared with the vehicle control, A similar
increase in frequency of MNPCE containing relatively
large micronucler was observed in ammals receving
the microtubule mhibitor COL. Animals receving CP
showed no increass in the frequency of MNPCE con-
taining relatively large micronuclel,

4, Discussion

E-5842 15 a4 new o receplor ligand being developed
as a potentinl atypical antipsychotic drug, During the
safety-assessment program for this compound, E-5842
was tested for genotosic potential, proving negative
for both the Ames test and the mowse lymphoma as-
say (unpublished results). However, in a single-tose
mouse bone-marmow micronucleus assay, oral admin-
istration of E-5842 induced a shight increase in MNPCE
frequency at an miermediate dose (200mplg) at the
d8-sarapling time, in the absence of bone-marrow (o
icity. This increase slightly exceeded the upper range
of the historical vehicle-control mean values and was
considered to warrant further research.

It was shown here that oral sdministration of E-5842
to mice af dose levels ranging from 50 to 400 mgkg
produced marked and sustamed decreases in rectal
temperature. Maumum decreases from the mean pre-
adminstration temperature (362 °C) mnged from 7.5
to 129°C for animals receiving the 50 and 400mgkg
doses, respectively.

Slight b statistically significant increases in
MMWPCE frequency were repeatedly observed in bone-
marrow samples obtaned 48 hafier oral admimstration
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of a 200mgkg dose of E-5842 However, when the
hypathermic effect of E-5842 administration was
avoided by housing treated animals under conditions
of increased environmental temperature (30°C) for
24k, no increase in MNPCE [requency was observed
These results suggest that in animals recewving the
200mg kg dose the marked and sustained hypothermic
effect of E-5842 admimstration, and not E-5842 itself,
was responsible for the increase in MNPCE frequency
observed at the 48-samphing ime.

The shsence of an merease in MNPCE frequency
at the 24h sampling time in animals receiving the
200mp/ke dose and m which the hypothermic effect
was svorded. indicates that the absence of effect at the
48 sampling tme was nol attributable 1o a change n
MMPCE formation kinetics

Similareffects on MNPCE frequency inmouse bone
marrow attributed to hypotherma have been reported
for other antipsychotic drugs compounds like reserpine
[17.25] or chlorpromazine | 18], Both thess compounds
induced siight increases in MNPCE frequency at lnte
sampling times in the absence of bone-marmow suppres-
sion, with kinetics similir o that observed for E-5842,
but different from tha of typical mutagens [26].

Poakilothermia is o well known side effect of neu-
roleptic drugs [18,27), and hvpothermie effects have
been linked to binding properties on dopamine, sero-
tonin and as-pdrenergic receptors, which are known
to be imvolved in mammalian temperature regulation
[28-33].

The hypothermic effect induced by E-5842 is con-
sistent with its sigma hpgand properties: other sigma
receplor ligands like the sigma agomst 13.-di-o-
tolvlguanidine (DTG} have been reported to produce
hypothermin in mice and rats [34-36]. The hypotha-
lamus iz thought to play a major role in thermoregu-
Intion [37], and sutoradiographic binding studies have
shown dense sigma site expression [38], with sigma-1
binding sites being particularly abundant in hypothala-
mic nuclel [39]. Howewver, interaction of E-5842 with
other thermo-regulatory systems due 1o loss of =elec-
tivity for sigma receptors at the high dose levels tested
in our expenments cannot be ruled out. Temperature
changes can profoundly influence cellular funciion and
thus the physiology of an organism [40] and mice are
especially susceptible to induction of hypothermia be-
cause of their high surface area to body weizht ratio.
Decreases in temperature below physiological levels



Anexos

] A Grezandre of af / Mudotiom Research 565 (20047 11-22

can induce marked changes in an orpamsm’s nlérme-
diate metabolism, with elfects on such processes ascell
cycle kineties [41] and DINA repair [42]. Assembly of
microtubules and the consequent formation of a func-
tional mitotic spindle, has shown to be a temperaiure-
dependent process in several species |43,44], and low
temperature 5 4 condition known 10 promote micro-
tubule disassembly [45]. It has been described that
compounds inducing hypothermia and hyperthermin
interfere with the polymenzation of subunits that form
microfubules [46], and also produce mgging whole
chromosomes, which can lead to the formation of mi-
cronucle,

It has generally been considered that MN induced
by spindle posons are considerably larger than those
induced by clastogens [47], and large relative size of
MM has been considered indicative of aneugenic ef-
fects [2548] MN area and dmmeter measurements
have been shown to be valid methods for distinguish-
ing anewgens from clastogens | 24,25.49], allowing the
use of the same bone-mamow preparations used to de-
terming MMNPCE frequency and avoiding the use of
additional animals,

In this swdy, a statistically significant meresse
(p=00001) in the proportion of relative larpe micronu-
clet (@ = /40 was observed in ammals recewving the
mierotubule inhibitor colchicing, In animals receiving
E-5842 (200 mg/'kg. 4% h sampling) a similar mcrease
in the proportion of relative large micronuclel was
observed in associaton with strong hypothermia,
suggesting a disturbance of the mitotic apparatus by
hypothermia

Asalready suggested by Asanamietal, [ 18] ot scems
reasonable that, when considering the effect of hy-
pothermia on MNPCE frequency, both duration and
intensity of the hypothermic effect are contributing fac-
tors that must be considered. Based on their findings
on chlorprom aine [ 18] they suggested a temperature-
duration threshold for micronucleus mduction below
33°C for at least 11 h In general, our results with E-
3842 are in agreement with this empincal value sug-
gested by Asanami. Administration of a 200mg/kg
dose, which induced MNPCE, produced rectal tem-
perature values well below 33°C and in excess of
11h. Animals receiving the 100mgdkg dose, which
did not induce MMNPCE, showed temperatures below
33°C for approximately 8h in Experiment 2, but for
approsimately 135 in Experiment 1. Although i seems
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réasonable 1o assume the existence of a threshold
of temperature-duration of hypothermin thal must be
overcome in order 1o induce MNPCE, #t seems ques-
tionable whether it can be assigned an absolute value,
as other contributing factors may exist, such as indi-
vidual varability, strain differences m susceptibility, or
the variability imposed by counting a relatively small
number of erythrocytes.

In conclusion, ol admimistration of E-3842 tomice
causes amarked and sustained hypothermic effect. The
shight inerease tn MNPCE frequency observed in bone-
marrow samples obtained 48 h after administration of
a 200 mg/ke dose of E-5842 is not attnbuted 1o a direct
eilect of this compound on TNA, but 1o the marked hy-
pothermic effect produced by E-5842 adm mistration,
one probable mechansm being the disturbance of the
mitotic apparatus,
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