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RESUMEN 

Los productos farmacéuticos son una herramienta esencial en la práctica médica actual, con 

aplicaciones en el tratamiento y prevención de numerosas patologías humanas. Su utilización 

se fundamenta sobre el principio básico que han de presentar una relación favorable entre 

beneficio y riesgo. En este sentido, las posibles ventajas que el paciente pueda obtener de su 

utilización han de compensar el potencial riesgo de sufrir algún tipo de efecto adverso 

derivado de su uso. 

Los ensayos preclínicos de seguridad juegan un papel fundamental en el proceso de 

valoración de la capacidad de un fármaco para causar efectos adversos. La realización de 

estos ensayos, que precede y continúa en paralelo a la realización de los ensayos clínicos en 

humanos, constituye la primera línea de protección frente a la posible inducción de efectos 

adversos en humanos. La valoración del potencial genotóxico 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 exposición a un agente genotóxico, en cuanto a la inducción 

de efectos hereditarios y cáncer. 

En esta Tesis Doctoral se presenta una serie de estudios dirigidos a evaluar el potencial 

genotóxico de un grupo de cuatro fármacos experimentales con afinidad por el receptor σ1, 

pertenecientes a la clase química de las feniltetrahidropiridinil butilazolinas. Para ello, los 

fármacos fueron evaluados mediante la realización de una batería 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 valoración del potencial genotóxico in vivo del fármaco experimental 

antipsicótico E-5842, que presentó un resultado positivo en el ensayo de micronúcleos en 

eritrocitos de ratón. En estas investigaciones se ha estudiado el papel del receptor σ1 en la 

inducción de condiciones de hipotermia asociadas a incrementos en la formación de 

micronúcleos en ratón, así como el posible mecanismo subyacente a la inducción de 

micronúcleos bajo condiciones de temperatura corporal disminuida. 

Nuestros resultados muestran que los ligandos para el receptor σ1 derivados de la 

feniltetrahidropiridinil butilazolina no parecen presentar, como clase química, riesgo de 

potencial genotóxico. El receptor σ1 no está implicado en la inducción de condiciones de 

hipotermia asociadas a la formación de micronúcleos, lo que descarta la posible existencia de 
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un efecto de clase para este tipo de compuestos en el ensayo de micronúcleos en roedor. 

Asimismo, nuestros resultados contribuyen al conocimiento sobre los mecanismos 

subyacentes a la formación de micronúcleos en médula ósea de ratón bajo condiciones de 

hipotermia, en cuanto que aportan evidencias experimentales que indican que éstos no se 

producen como consecuencia de una estimulación de la eritropoyesis, y refuerzan la hipótesis 

de un posible origen aneugénico. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. La búsqueda de nuevos fármacos 

El recién finalizado siglo XX se ha caracterizado por un espectacular desarrollo de la ciencia 

médica. Los avances en el conocimiento sobre los procesos fisiológicos que rigen el 

funcionamiento de los organismos y sus mecanismos de control, han contribuido de forma 

significativa a mejorar nuestra comprensión de las causas que conducen al funcionamiento 

anómalo de los sistemas fisiológicos, y de sus consecuencias negativas para la salud humana. 

No obstante, a pesar del nivel de protección sanitaria alcanzado por la población 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 patológicas la disponibilidad de tratamientos eficaces sigue siendo una necesidad 

no cubierta. Asimismo, para muchas otras enfermedades para las que sí hay tratamientos, la 

búsqueda de nuevos fármacos surge de la necesidad de disponer de tratamientos alternativos 

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

La investigación biomédica básica y la industria farmacéutica juegan un papel fundamental en 

la consecución de estos objetivos. La primera, aportando nuevos conocimientos biomédicos 

sobre los procesos fisiológicos implicados en las patologías humanas, así como sobre los 

factores o causas que los desencadenan o modulan. Estos conocimientos constituyen la base 

para el diseño y la obtención de nuevas y mejores herramientas para el diagnóstico, el 

tratamiento o la prevención de las enfermedades humanas. La segunda, dándole una 

aplicación o utilidad práctica a estos nuevos conocimientos. En este sentido, la industria 

farmacéutica tiene como misión empresarial la investigación, desarrollo y puesta a 

disposición de la sociedad, de nuevos fármacos más eficaces y seguros para la prevención o el 

tratamiento paliativo y curativo de las enfermedades, mejorando la salud y calidad de vida de 

los pacientes. 

La búsqueda de nuevas entidades químicas con propiedades terapéuticas para una 

determinada indicación se puede abordar, principalmente, mediante dos aproximaciones 

posibles. La primera de ellas consiste en el diseño de fármacos con actividad sobre dianas 

farmacológicas o mecanismos fisiopatológicos bien conocidos a nivel molecular, con el fin de 

obtener nuevas moléculas que presenten mejores propiedades de actividad y/o seguridad. Para 

ello, una opción es trabajar sobre la base de una estructura química similar a la de un fármaco 
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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 físicas, químicas o 

biológicas, pero conservando o incrementando su actividad farmacológica o perfil de 

seguridad. Estos fármacos constituyen los denominados “me too” (del ingles “yo también”). 

Como alternativa, a pesar de trabajar sobre una diana farmacológica conocida se puede 

intentar partir de estructuras químicas totalmente novedosas, con la esperanza de encontrar 

estructuras que presenten un perfil de actividad o seguridad diferencial respecto a los 

fármacos ya disponibles. 

Una segunda posible aproximación para la obtención de nuevos fármacos, consiste en la 

identificación y validación de nuevas dianas farmacológicas que permitan una aproximación 

alternativa y novedosa. Ésto suele producirse a raíz de la consecución de nuevos 

descubrimientos en biología y medicina, y suele ser fruto de la elaboración de nuevas 

hipótesis sobre la implicación de ciertos receptores, enzimas o mecanismos fisiológicos en 

determinadas condiciones patológicas. Aunque esta aproximación resulta más arriesgada 

desde el punto de vista de la consecución del éxito empresarial, es sin lugar a dudas una de las 

grandes fuerzas motrices de la investigación biomédica, de la que se han obtenido grandes 

avances en el tratamiento farmacológico. En este sentido, los fármacos experimentales objeto 

de estudio en este trabajo son fruto de la voluntad de la empresa farmacéutica ESTEVE de 

obtener nuevas entidades químicas con propiedades terapéuticas, activas mediante un 

mecanismo farmacológico novedoso. 

 

1.2. La esquizofrenia 

La esquizofrenia es una enfermedad del sistema nervioso central (SNC) que se caracteriza por 

la presentación de alteraciones en la forma y en el contenido del pensamiento, el estado de 

ánimo y la relación del individuo con su entorno. La enfermedad afecta a lo que se considera 

los principales atributos del ser humano: lenguaje, pensamiento, percepción, 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 condición 
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patológica única y diferenciable de otras condiciones psiquiátricas, siendo bautizada por el 

psiquiatra alemán Emil Kraepelin, en el año 1893, con el término latín de dementia praecox 

(demencia precoz). En el año 1908, el psiquiatra suizo Eugen Bleuler acuña 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 población 

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 mayoría de las personas por primera vez a una 

edad cercana a los 20 años. Si bien la incidencia es similar en ambos sexos, existen 

diferencias en cuanto al tiempo de inicio, produciéndose las primeras manifestaciones clínicas 

de la enfermedad habitualmente a la edad de 15-25 años en hombres y 25-35 años en mujeres. 

A pesar de que la esquizofrenia es una enfermedad de etiología aún desconocida, en el sentido 

que las causas o mecanismos que conducen a su desarrollo y manifestación no están 

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 manifestación clínica de la esquizofrenia se caracteriza por la presentación de una serie de 

síntomas que han sido clasificados como positivos, negativos y cognitivos. Los denominados 

síntomas positivos se caracterizan por una pérdida de contacto con la realidad, e incluyen 

alucinaciones, delusión (o delirio psicótico), percepción falsa (típicamente auditiva), paranoia, 

y alteración de la conducta (Andreasen et al., 1990). Generalmente, estos signos se 

manifiestan de forma esporádica, si bien, en ocasiones, con el tiempo pueden llegar a ser 

crónicos. Los síntomas negativos se caracterizan por un estado en el que los procesos 

emocionales o de conducta están disminuidos o ausentes. Incluyen apatía, falta de iniciativa y 

motivación, pérdida de capacidad de socialización y mutismo. Los síntomas negativos son en 

general más persistentes que los positivos y, aunque aparentemente son menos dramáticos, 

son más constantes e inhabilitantes. Los síntomas cognitivos implican alteraciones en 

funciones cognitivas básicas tales como atención, concentración, aprendizaje, funciones 

ejecutivas (capacidad de planificar, iniciar y realizar acciones dirigidas a un objetivo) y 

memoria (en particular la memoria inmediata). Junto con los síntomas 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 síntomas afectivos, como 

ansiedad y depresión. Se considera que estos síntomas 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 población general, una mayor probabilidad 

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

Durante años, la investigación farmacológica en el tratamiento de la esquizofrenia ha estado 

dominada principalmente por tres hipótesis. Aunque cada una de ellas se centra en la 

alteración de la funcionalidad de los neurotransmisores dopamina (DA), serotonina (5-HT, 5-

hidroxitriptamina) y glutamato, respectivamente, éstas no son mutuamente excluyentes dado 

que la alteración de uno o más sistemas neuronales pueden dar lugar a cambios adaptativos en 

otros. Las figuras 1.1, 1.2 y 1.3 muestran las estructuras químicas de DA, 5-HT y glutamato, 

respectivamente. 

La hipótesis dopaminérgica postula la hiperactividad de la neurotransmisión dopaminérgica 

cerebral como factor etiológico de la sintomatología de la esquizofrenia. Como posibles 

mecanismos moleculares de la hiperactividad se ha sugerido: el exceso de liberación de DA 

por las neuronas dopaminérgicas, la presencia de receptores dopaminérgicos hipersensitivos, 

y el incremento en el número de receptores dopaminérgicos presentes (Carlsson y Lindquist, 

1963; Carlsson, 1988). 

NH2HO

HO

 

Figura 1.1. Estructura química de la dopamina. 

La hipótesis serotoninérgica atribuye la sintomatología de la esquizofrenia a una disfunción 

del sistema serotoninérgico, con un aumento de la actividad neuronal de la 5-HT en el SNC. 

La hipótesis sobre la implicación de la 5-HT en la patofisiología de la esquizofrenia se 

fundamenta, principalmente, sobre dos evidencias indirectas. Por un lado, ciertos agonistas 

(sustancias que al unirse al receptor provocan el efecto fisiológico en la célula) no selectivos 

para el receptor 5-HT, como el LSD (dietilamina del ácido lisérgico), o los agonistas para el 

receptor 5-HT2, tienen propiedades alucinógenas (Nichols, 2004). Por otro lado, los 

denominados antipsicóticos atípicos, como la clozapina, presentan actividad antagonista (al 

unirse al receptor bloquean su activación por sustancias agonistas) sobre los receptores de 5-
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HT, mostrando una mayor afinidad por los receptores de la familia 5-HT2 (subtipos 5-HT2A y 

5-HT2C) que por los receptores D2 de DA (Meltzer, 1999). 

NH2

N
H

HO

 

Figura 1.2. Estructura química de la serotonina. 

La hipótesis glutamatérgica se fundamenta en la disminución 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 alteración en la neurotransmisión 

glutamatérgica pueda influir sobre la comunicación entre las áreas cerebrales potencialmente 

implicadas en la manifestación de los síntomas de la esquizofrenia. La administración de 

antagonistas para el receptor NMDA, como fenilciclidina (PCP) y ketamina, no sólo induce 

síntomas positivos, negativos y deficiencias cognitivas que se asemejan a los síntomas 

característicos de la esquizofrenia (Javitt y Zukin, 1991; Krystal et al., 1994), sino que 

también acentúan los síntomas clínicos en pacientes esquizofrénicos (Krystal et al., 2003). 

Na+

NH2

O

-O

O

OH

 

 Figura 1.3. Estructura química del glutamato monosódico. 

Los denominados fármacos antipsicóticos constituyen la base del tratamiento farmacológico 

de la esquizofrenia. En la práctica clínica se identifican dos grandes familias de fármacos: los 

denominados “antipsicóticos típicos”, también conocidos como “clásicos” o “de primera 

generación”,  y los denominados “antipsicóticos atípicos”, de posterior aparición. 

El primer fármaco antipsicótico descubierto, en cierta manera de forma accidental, fue la 

clorpromazina. Comercializada inicialmente como fármaco antiemético, fue en el transcurso 

de un ensayo clínico en el que se evaluaba su actividad sedativa en pacientes esquizofrénicos 
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donde quedaron de manifiesto sus propiedades antipsicóticas (Bortolozzi et al., 2007). La 

clorpromazina fue aprobada para el tratamiento psiquiátrico en 1954, y pronto fue seguida por 

otros fármacos como el haloperidol y la perfenazina. Esta primera generación de fármacos se 

conoce bajo el nombre de “antipsicóticos típicos”, para así diferenciarlos de los desarrollados 

con posterioridad. En consonancia con la hipótesis dopaminérgica de la esquizofrenia, los 

antipsicóticos típicos tienen como base farmacológica la inhibición sobre los receptores D2 de 

DA, con la consiguiente reducción de la transmisión dopaminérgica. La aparición de los 

antipsicóticos típicos, supuso un gran avance en el tratamiento de los pacientes 

esquizofrénicos, sustituyendo terapias mucho más agresivas y menos eficientes, como los 

choques de insulina, la terapia electroconvulsiva o la lobotomía (destrucción de las vías 

nerviosas de los lóbulos frontales del cerebro), procedimientos habituales en esa época 

(Bortolozzi et al., 2007). En la tabla 1.1. se muestra la estructura química de algunos 

antipsicóticos típicos. 

Tabla 1.1. Estructura química de algunos antipsicóticos típicos. 

 

Clorpromazina Haloperidol Perfenazina 

N

S

N
CH3

CH3

Cl

 
N

O

Cl

F

HO

 

N

S

N

Cl

N

OH
 

 

Si bien demostraron ser especialmente eficientes en la reducción de los síntomas positivos, 

estos fármacos se caracterizan por la inducción de efectos extrapiramidales en muchos 

pacientes, incluyendo disquinesia tardía (movimientos involuntarios repetitivos), acatisia, 

espasmos musculares y distonía, así como trastornos menstruales, disfunción sexual y 

reducción de la libido (como consecuencia de la inducción de incrementos en los niveles de 

prolactina) (Jeste y Caligiuri, 1993; Casey, 1993; Maguire, 2002). La inducción de este cuadro 
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de efectos adversos está ligada a la propia actividad farmacológica de estos fármacos y a su 

falta de selectividad en el bloqueo de los receptores de DA. Mientras que el bloqueo de los 

receptores D2 en las vías mesolímbicas dopaminérgicas se cree que es el responsable de las 

propiedades terapéuticas, la falta de selectividad y el consiguiente bloqueo de estos receptores 

en otras vías dopaminérgicas, como el sistema nigroestriatal (implicado en la función motora) 

y la vía tuberoinfundibular (implicada en la secreción hormonal), serían responsables del 

cuadro de efectos adversos. Asimismo, el bloqueo de la función dopaminérgica en el córtex 

prefrontal afectaría de forma adversa a la función cognitiva (Bortolozzi et al., 2007; Artigas, 

2007). 

La inducción de efectos extrapiramidales es el efecto adverso más característico y dramático 

asociado a la administración de los antipsicóticos típicos, generando un cuadro clínico que 

presenta cierta similitud con la enfermedad de Parkinson. Ésta se caracteriza por un marcado 

descenso en los niveles de DA en el sistema nigroestriatal y la presencia de síntomas clínicos 

de temblores, rigidez y lentitud de movimientos, entre otros. Este cuadro de efectos adversos 

limita la eficacia de estos fármacos y conlleva una disminución en el grado de cumplimiento 

del tratamiento. 

La época de los denominados antipsicóticos atípicos se inicia con la aprobación por la FDA 

(Food and Drug Administration, USA), en el año 1989, de la clozapina para el tratamiento de 

la esquizofrenia. Curiosamente, la clozapina se había comercializado en Europa en el año 

1971, siendo retirada del mercado en el año 1975 al observarse una alta incidencia de 

agranulocitosis asociada a su administración. Posteriormente, fue nuevamente aprobada al 

demostrarse su superior eficacia en el tratamiento de la esquizofrenia resistente. Este fármaco 

demostró una clara actividad antipsicótica clínica en ausencia de la inducción de efectos 

extrapiramidales. Se acuñó así el término de “antipsicóticos atípicos” para describir a aquellos 

fármacos que presentaban un menor riesgo de inducir efectos extrapiramidales (Kerwin, 

1994). La acción de estos fármacos se produce principalmente a través del bloqueo de 

receptores serotoninérgicos (5-HT2A y 5-HT2C), siendo su grado de inhibición sobre los 

receptores D2 de DA muy inferior al de los antipsicóticos típicos. La clozapina pronto fue 

seguida en el mercado por fármacos como la olanzapina y la risperidona, entre otros. En la 

tabla 1.2 se presenta la estructura química de algunos de estos antipsicóticos atípicos. 

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

atípicos no están exentos de otro tipo de efectos adversos. Destacan entre ellos, la 
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agranulocitosis asociada a la administración de clozapina, así 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 

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

Tabla 1.2. Estructura química de algunos antipsicóticos atípicos. 

 

Clozapina Olanzapina Risperidona 

H
N

N
N

N
CH3

Cl

 

H
N

N
N

N
CH3

S CH3

 

N N

N

O
N

F

O CH3

 

 

La ausencia de fármacos que permitan un tratamiento adecuado de los síntomas negativos y 

cognitivos de la esquizofrenia, el tiempo de acción retardado de los tratamientos disponibles, 

y la necesidad de disponer de fármacos con un perfil de seguridad más favorable, hace que el 

tratamiento de la esquizofrenia siga siendo, a día de hoy, una necesidad no cubierta 

adecuadamente (Jackson et al., 1994). Esto ha conllevado la búsqueda de nuevas sustancias 

activas con mecanismos de acción novedosos.  

La observación de que algunos antipsicóticos típicos como la clorpromazina, el haloperidol y 

la perfenazina, todos ellos antagonistas para el receptor D2, también presentan afinidad hacia 

el receptor sigma (σ), sugirió la hipótesis de que moléculas con afinidad por este receptor 

podrían ser eficaces en el tratamiento de la esquizofrenia (Takahashi et al., 1999). Esta 

hipótesis se vio reforzada por las propiedades antipsicóticas demostradas por diferentes 

ligandos para el receptor σ, tanto en modelos animales como en ensayos clínicos (Guitart et 

al., 1999; Huber et al., 1999; Guitart et al., 2004). Los receptores σ están presentes en 

neuronas dopaminérgicas (Karasawa et al., 2002) y los ligandos σ1 modulan de forma 
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eficiente la neurotransmisión dopaminérgica, afectando a la síntesis, metabolismo y liberación 

de dopamina, y a la actividad eléctrica de las neuronas dopaminérgicas (Maurice et al., 2002). 

Diferentes líneas de investigación sugieren, asimismo, la posible mediación de los receptores 

σ en los efectos adversos de los antipsicóticos sobre el sistema motor. En este sentido, destaca 

la especial abundancia de receptores σ en los núcleos cerebrales implicados en los 

movimientos oculares, faciales, linguales y de masticación, que suelen estar afectados en los 

tratamientos con neurolépticos (Matsumoto y Pouw, 2000). 

 

1.3. El receptor sigma como diana farmacológica 

La existencia del receptor σ fue propuesta por primera vez por Martin y colaboradores, y su 

nombre deriva de la primera letra (S) del código de identificación del ligando experimental 

SKF-10,047 empleado en sus experimentos (Martin et al., 1976). Inicialmente, fue 

considerado de forma errónea un nuevo subtipo de receptor opióide, demostrando en estudios 

posteriores un perfil de unión claramente diferenciable al de los receptores opióides. En la 

actualidad, el receptor σ es considerado como una nueva familia de receptores diferenciable 

de otras familias de receptores de neurotransmisores u hormonas. 

El receptor σ presenta una distribución amplia en el cuerpo, siendo expresado en cerebro y en 

órganos periféricos como corazón, pulmón, hígado, riñones, células del sistema inmunitario, 

tracto gastrointestinal y órganos reproductores (Ronsisvalle et al., 2001; Matsumoto et al., 

2003). Se considera que existen principalmente dos subtipos de receptores σ, denominados 

respectivamente sigma-1 (σ1) y sigma-2 (σ2), diferenciables en base a sus propiedades 

farmacológicas y distribución anatómica (Quirion et al., 1992; Hellewell et al., 1994). 

Hasta la fecha, sólo se ha clonado el gen del receptor σ1, permaneciendo el del σ2 aún por 

caracterizar molecularmente. El gen del receptor σ1 se clonó por primera vez en el año 1996, 

y su proteína consta de 223 aminoácidos con uno o dos posibles dominios transmembrana 

(figura 1.4) (Hanner et al., 1996; Kekuda et al., 1996). No existe, hasta la fecha, un modelo 

tridimensional o una estructura cristalográfica del receptor σ1. Éste presenta una alta 

homología entre especies, con una alta similitud (90-97%) del receptor humano frente al de 

otras especies como rata, ratón y cobaya, lo que sugiere una función altamente conservada. Su 

secuencia no presenta similitud con ninguna otra proteína de mamífero (Hanner et 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 fúngica (enzima implicada en la ruta de biosíntesis del colesterol), los receptores σ1 

no presentan actividad esterol isomerasa (Moebius et al., 1997a; 1997b). Se cree que el 

receptor σ1 tiene una localización intracelular en estado de reposo, permaneciendo anclado a 

la membrana del retículo endoplasmático. En su estado activado, tras la unión de un ligando, 

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

2003). 

 

 
Figura. 1.4. Estructura secundaria propuesta para el receptor σ1 con uno (A) o dos (B) posibles 

dominios transmembrana (Guitart et al., 2004). 

Hasta la fecha se desconocen con detalle los mecanismos subcelulares de transducción de 

señal, mediante el cual los ligandos para el receptor σ inducen su efecto. Algunos sistemas de 

segundos mensajeros, como la movilización de calcio intracelular o la formación de inositol 

trifosfato por la fosfolipasa C, se han asociado a la acción de los receptores σ (Guitart et al., 

2004). Los esteroides neuroactivos, como la progesterona, se han propuesto como posibles 

ligandos endógenos para el receptor σ1 (Hanner et al., 1996). No obstante, su baja afinidad  

hacia el receptor (Ki: 300 nM, aproximadamente) y los bajos niveles endógenos a los que se 

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

La principal propiedad diferencial atribuída al receptor σ1 es su papel modulador sobre la 

actividad de diferentes receptores y canales iónicos, actuando como un amplificador 

intracelular de la señales de transducción, modulando las descargas neuronales y la liberación 

de diversos neurotransmisores (Hayashi et al., 2000; Hayashi y Su, 2001). En  condiciones 

fisiológicas normales, los agonistas σ1 no tendrían un efecto por sí mismos, sino que 

amplificarían la señal de transducción iniciada tras la estimulación de sistemas neuronales 

como los sistemas glutamatérgico y dopaminérgico (Su y Hayashi, 2003). La utilización de 

ligandos para el receptor σ1 podría ser eficaz bajo condiciones patológicas en las que la 

expresión del receptor σ1 no esté bien regulada. 
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En el SNC, el subtipo σ1 está distribuido en regiones implicadas principalmente en la 

memoria y en funciones motoras, sensoriales y endocrinas (Ronsisvalle et al., 2001). 

Diferentes estudios farmacológicos, bioquímicos y de conducta han sugerido un amplio 

número de potenciales indicaciones terapéuticas para los ligandos σ1, tales como 

esquizofrenia, potencial de abuso, estrés, depresión, aprendizaje, memoria, enfermedades 

demielinizantes, inflamación, enfermedades neurodegenerativas y analgesia (Corbera et al., 

2006). La presencia de receptores σ1 en estructuras oculares como retina y lente, ha llevado a 

sugerir la posible utilización de los ligandos σ1 en el tratamiento de patologías oculares como 

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

Por su parte, el receptor σ2  se cree implicado en la regulación de la proliferación celular y en 

el mantenimiento de la viabilidad celular, modulando la muerte celular mediante apoptosis. 

Esto ha sugerido la posible utilización de los ligandos σ2 como agentes antitumorales 

(Crawford y Bowen, 2002). Mientras que el receptor σ2 parece presentar una actividad 

proapoptótica, los receptores σ1 aparentemente tienen una actividad antiapoptótica. El 

receptor σ1 reprime el proceso de apoptosis cuando está sobreexpresado, induciendo los 

antagonistas σ1 apoptosis en células tumorales (Wang et al., 2005). La sobreexpresión de 

receptores σ2 en diferentes tejidos tumorales ha sugerido la posible utilización de ligandos 

potentes y selectivos para este receptor como posibles marcadores de células tumorales en 

técnicas de diagnóstico (Colabufo et al., 2004; 2006). En la figura 1.5 se representa la 

distribución por grupos terapéuticos propuestos para los diferentes compuestos, en fase de 

investigación y/o desarrollo, para los que se ha sugerido un mecanismo de acción mediado 

por interacción con el receptor σ. 

Antipsicóticos (44,5%)

Ansiolíticos (8,5%)

Antidepresivos (7,7%)

Tratamiento apoplejía (4,3%)

Antiepilépticos (3,8%)

Apoplejía isquémica (3,3%)

Desórdenes cognitivos (3,1%)

Disquinesias tardías (2,6%)

Dependencia cocaina (2,6%)

Otros (19,6%)
 

Figura 1.5. Utilización terapéutica propuesta para ligandos del receptor σ. Base de datos Integrity, 

Prous Science (Octubre 2008). 
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Dado el amplio abanico de posibles indicaciones terapéuticas, el receptor σ representa una 

aproximación novedosa en la obtención de nuevos fármacos con un mecanismo de acción 

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

 

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

piridinil butilazolina 

El fármaco 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 investigación de la 

empresa farmacéutica ESTEVE dirigido a la síntesis e identificación de nuevas entidades 

químicas con afinidad por el receptor σ1 y con propiedades terapéuticas. Como parte de dicho 

programa, el E-5842  (tabla 1.3) fue seleccionado para su desarrollo como posible agente 

antipsicótico al presentar una alta afinidad por el receptor σ1 (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 D1, D2, D3 y D4 de DA y los receptores 5-HT2 

y 5-HT1A), y mostrar actividad farmacológica en diferentes modelos animales predictivos de 

actividad antipsicótica (Guitart et al., 1998). El E-5842 presentó, asimismo, propiedades 

fisicoquímicas de estabilidad y solubilidad, y propiedades biológicas de biodisponibilidad y 

estabilidad metabólica adecuadas para su desarrollo como posible fármaco. 

Junto al E-5842 se obtuvo una extensa serie química de moléculas derivadas de la estructura 

común de la feniltetrahidropiridinil butilazolina (FTHPB), con propiedades de unión al 

receptor σ1. De las distintas estructuras obtenidas, tres productos fueron seleccionados como 

candidatos para su desarrollo como posibles fármacos, al presentar una alta afinidad y 

selectividad de unión frente al receptor σ1, y mostrar actividad en diferentes modelos 

preclínicos de actividad farmacológica. Estos fármacos experimentales derivados de la  

FTHPB y análogos estructurales del E-5842 se han identificado, por motivos de 

confidencialidad, como “compuesto A” (4-(4-clorofenil)-l-[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)fenil]piridina, 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 químicas aparecen representadas en la tabla 1.3. 
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Tabla 1.3.: Estructura química y afinidad de unión al receptor σ1 del fármaco experimental E-5842 y 

de los compuestos A, B y C. 

 

Compuesto Estructura química 
Ki (nM) 

receptor σ1 
[*] 

E-5842 

 

N N

N

N
F

 
4,0 

[triazol] 

A 

 

N

N

NCl

Cl  
14,0 

[pirazol] 

B 
N N

N

Cl

Cl

F3C  

1,4 
[imidazol] 

C 

 

N N

N

N
Cl

 
8,0 

[triazol] 

[*]: Grupo arilo en el extremo butilo. 

 

1.5. El proceso de desarrollo de un fármaco 

Dado que los compuestos que han sido objeto de estudio en esta Tesis Doctoral corresponden 

a fármacos experimentales en fase de desarrollo, resulta necesario hacer una presentación de 

lo que representa este proceso.   

El proceso de investigación y desarrollo (I+D) de un nuevo fármaco es un proceso secuencial, 

complejo y costoso, en tiempo y recursos, cuyo objetivo básico 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 fármaco, estando ambas propiedades 

intrínsecamente ligadas a la calidad del producto (estabilidad y pureza química). Las 

normativas y requerimientos legales para establecer dichas propiedades son de las más 
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estrictas del mundo empresarial. En este sentido, existe una amplia legislación nacional e 

internacional que establece los diferentes tipos de investigaciones a realizar, así como los 

requerimientos mínimos que han de cumplir estos estudios. A nivel nacional, es la Agencia 

Española 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 países miembros de la Unión Europea esta función 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 código comunitario común sobre medicamentos para 

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

Durante la fase de investigación tienen lugar las actividades dirigidas a la síntesis, evaluación 

e identificación de nuevas moléculas de interés para la indicación clínica en estudio. Esta fase 

se caracteriza por la síntesis de un gran número de estructuras químicas y la valoración de sus 

propiedades mediante pruebas de cribado de alto rendimiento (high throughput screening), 

indicadoras de potencial actividad sobre la diana biológica perseguida, o de posibles efectos 

adversos. Aquellas moléculas que presentan las propiedades más favorables son seleccionadas 

para su desarrollo. 

La fase de desarrollo preclínico corresponde a la fase experimental en la que se realizan los 

estudios necesarios para hacer progresar al fármaco hacia la realización de los ensayos 

clínicos en humanos y su posterior comercialización. Esta fase se centra, de forma particular, 

en la valoración de las propiedades terapéuticas (ensayos farmacológicos), los efectos 

adversos (ensayos toxicológicos) y las propiedades de farmacocinética y metabolismo del 

fármaco candidato. Para ello se hace uso de sistemas in silico (programas informáticos) y de 

modelos experimentales preclínicos in vitro (extractos celulares, bacterias y cultivos 

celulares) e in vivo (animales de experimentación). En el caso concreto de los estudios 

preclínicos 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 Prácticas de 

Laboratorio (BPL), necesarios para la realización del ensayo clínico de primera 

administración en humanos. Durante esta fase también se profundiza en la valoración de las 

propiedades físicoquímicas del nuevo fármaco (composición química, solubilidad, 

estabilidad, etc.), se optimiza el proceso de síntesis química (pasando de una escala de 

miligramos a kilogramos), se estudia la idoneidad para la elaboración de la forma 
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farmacéutica deseada (cápsulas, comprimidos, inyectables, aerosoles, etc.) y su formulación 

(compatibilidad con excipientes).  

En la fase clínica de desarrollo, los fármacos que han superado satisfactoriamente los ensayos 

preclínicos se evaluan en humanos, con el objetivo de demostrar su eficacia y seguridad. Los 

ensayos clínicos se subdividen en varias fases. En los ensayos de Fase I, el fármaco 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 fármaco 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 fármaco en estudio, frente a un tratamiento estándar. La duración del 

periodo de tratamiento de los ensayos clínicos podrá aumentar de forma progresiva sobre la 

base de que se ha demostrado una seguridad adecuada en los estudios clínicos y preclínicos 

previos. 

Se estima que la probabilidad de que un producto que entra en la fase de desarrollo preclínico 

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 fármaco era la presencia de 

propiedades inadecuadas de farmacocinética (PK) y biodisponibilidad. Este panorama ha 

cambiado gracias a la optimización de los procesos de selección de candidatos, mediante la 

incorporación de técnicas de cribado de alto rendimiento para valorar propiedades de 

absorción y metabolismo. En la actualidad, los principales factores responsables del fallo de 

un proyecto son la falta de eficacia (25%), aspectos de seguridad clínica (12%) y hallazgos 

toxicológicos en los ensayos preclínicos (20%) (figura 1.6) (Kola y Landis, 2004).  

Se estima que el coste económico en llevar al mercado un nuevo producto farmacéutico 

puede oscilar entre 500 y 2000 millones de dólares, dependiendo de la indicación clínica 

propuesta (Adams y Brantner, 2006). A pesar del constante incremento que ha experimentado 

el gasto global en I+D, durante la última década se ha producido un descenso paulatino en el 

número de nuevas entidades químicas con propiedades terapéuticas aprobadas por las 

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

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

(2004). 

La aprobación por las autoridades reguladoras de la comercialización de un nuevo fármaco, 

requiere que éste cumpla dos requisitos fundamentales: en primer lugar que el fármaco sea 

eficaz en el tratamiento de la indicación clínica propuesta, y en segundo lugar, pero no por 

ello menos importante, que sea seguro bajo las condiciones clínicas de uso propuestas. Los 

ensayos preclínicos de seguridad juegan un papel esencial en la consecución de este último 

objetivo. 

 

1.6. Los estudios preclínicos de seguridad 

Los estudios preclínicos 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 exposición intencionada a una 

sustancia generalmente ajena al organismo. Un fármaco sólo será susceptible de ser 

autorizado cuando el supuesto beneficio para el paciente, derivado de la acción terapéutica, 

compense el riesgo de sufrir algún efecto adverso. En consecuencia, el tipo o grado de efecto 

tóxico considerado como aceptable podrá variar en función de la indicación clínica propuesta. 
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El objetivo de los estudios preclínicos de seguridad es el de poner de manifiesto las 

propiedades toxicológicas de la sustancia en estudio, con el fin de evitar posibles efectos 

adversos en los seres humanos. La posibilidad de sufrir algún efecto adverso como 

consecuencia del tratamiento, deberá ser valorada en su extensión más amplia posible. En este 

sentido, y de acuerdo con la Directiva 2001/83/CE, la introducción en el mercado de la Unión 

Europea de un nuevo principio activo requiere que éste sea evaluado mediante estudios de 

toxicidad general (a dosis única y repetida), genotoxicidad, toxicidad local, toxicidad sobre la 

reproducción y potencial cancerígeno, entre otros (CE, 2001). Estos estudios tendrán como 

objetivo caracterizar los posibles efectos tóxicos de la sustancia ensayada e identificar los 

potenciales órganos diana (identificación del daño tóxico), establecer una relación dosis-

respuesta y una relación con la exposición, y determinar la potencial reversibilidad de los 

efectos inducidos. Los resultados obtenidos deberán ser evaluados en base al conocimiento 

científico vigente, con el fin de valorar la naturaleza y severidad del efecto tóxico observado 

en el contexto del modelo experimental empleado, y la probabilidad de que éste se pueda 

producir en humanos expuestos al fármaco (valoración del riesgo). La información obtenida 

permitirá estimar una dosis inicial segura para los ensayos clínicos y la selección de 

parámetros de monitorización de posibles efectos adversos a incluir en los estudios en 

humanos. Eventualmente, la información obtenida en los ensayos preclínicos de seguridad 

podrá determinar el abandono del producto. 

La valoración preclínica del perfil de seguridad de un fármaco 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, continúa durante la fase de desarrollo de forma previa y 

en paralelo a la realización de los ensayos clínicos, y finaliza generalmente justo antes de la 

presentación de la solicitud de registro. Durante las fases iniciales de descubrimiento y 

selección de candidatos, se suele hacer uso de métodos in silico (sistemas informáticos 

predictivos de efecto tóxico) e in vitro de alto rendimiento, con el fin de identificar y descartar 

moléculas que presenten propiedades tóxicas consideradas desfavorables o inaceptables. 

Durante la fase de desarrollo se realizan los estudios preclínicos de seguridad (in vitro e in 

vivo) que darán cobertura a la realización de los ensayos clínicos en humanos. 

La realización de los estudios preclínicos de seguridad durante la fase de desarrollo es un 

requerimiento legal y, en la actualidad, su realización 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 Armonización 

de Requerimientos Técnicos para el Registro de Productos Farmacéuticos para Uso Humano). 

La elaboración de  estas directrices ha supuesto la armonización de los requerimientos para el 

registro de nuevos productos farmacéuticos establecidos por las autoridades reguladoras de 

Europa (EMEA), Estados Unidos (FDA) y Japón (MHW, Ministry of Health and Welfare, 

Japan), permitiendo una mejor utilización de recursos humanos, animales y materiales. Entre 

las directrices ICH destaca la directriz M3, en la que se establecen las diferentes áreas 

experimentales mediante las que se ha de valorar el potencial tóxico de un fármaco, así como 

el momento de su realización en relación con los ensayos clínicos propuestos y la indicación 

perseguida (ICH M3(R1), 2000). 

Además de ser un requerimiento legal, la necesidad de evaluar las propiedades toxicológicas 

de un fármaco de forma previa a su administración en humanos, también queda establecida en 

la Declaración de Helsinki sobre Principios Éticos para las Investigaciones Médicas en Seres 

Humanos, elaborada por la Asociación Médica Mundial (WMA, 2002). En el punto 11 de este 

documento establece que “La investigación médica en seres humanos debe conformarse con 

los principios científicos generalmente aceptados, y debe apoyarse en un profundo 

conocimiento de la bibliografía científica, en otras fuentes de información pertinentes, así 

como en experimentos de laboratorio correctamente realizados y en animales, cuando sea 

oportuno”. 

A pesar de la creciente utilización de métodos in vitro, algunos de los efectos tóxicos a 

evaluar requieren la utilización 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 sofisticación de las técnicas in vitro, hasta la 

fecha sólo 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 práctica habitual emplear dosis/concentraciones y periodos de 

exposición varios múltiplos superiores a los previstos en la utilización clínica del producto. 

En el caso concreto de los ensayos in vivo con animales, la utilización de dosis altas y tiempos 

de tratamiento prolongados también pretende compensar el número relativamente bajo de 

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

El valor predictivo de los ensayos preclínicos con animales, respecto a la identificación de 

efectos tóxicos, se ha estimado en un 70–90% (EFPIA, 2006). Olson y colaboradores en una 
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revisión 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 consideración ambas 

especies animales (Olson et al., 2000). La mayor concordancia se daba para efectos 

hematológicos, cardiovasculares y gastrointestinales. 

Desde el punto de vista de la valoración de riesgo, la evaluación del potencial genotóxico se 

aborda como una entidad diferenciable respecto al resto de efectos tóxicos a valorar. Como ya 

se ha comentado, uno de los principales objetivos de los estudios preclínicos de seguridad es 

valorar la posible reversibilidad de los efectos tóxicos inducidos. En este sentido, la inducción 

de daño genotóxico por un fármaco se considera de especial relevancia debido a la 

irreversibilidad de este efecto, su carácter 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 

daño causado sobre el material genético. La fijación y transmisión del cambio inducido en el 

DNA, bajo la forma de mutación génica, cambios cromosómicos estructurales o cambios 

cromosómicos numéricos, es considerado un suceso esencial en la inducción de defectos 

hereditarios (entre ellos las enfermedades genéticas humanas) y la aparición de procesos 

cancerígenos (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 cutáneas, hematológicas u óseas originadas por 

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

El posible papel de las sustancias químicas en la inducción de cambios genéticos asociados a 

defectos hereditarios y procesos cancerígenos en humanos ha llevado al desarrollo de un 

amplio número de ensayos para valorar el potencial genotóxico. En este sentido, los ensayos 

de genotoxicidad se definen como ensayos in vitro e in vivo diseñados para detectar agentes 

que inducen daño genético de forma directa o indirecta, mediante diversos mecanismos. En el 

contexto del proceso de desarrollo preclínico, los ensayos de genotoxicidad tienen como 

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

el posible riesgo de daño genotóxico ante una eventual exposición en humanos.  

Si bien en su origen fueron desarrollados para la detección de agentes capaces de producir 

defectos hereditarios, mediante la inducción de mutaciones en células germinales, en la 

actualidad los ensayos de genotoxicidad constituyen una herramienta esencial en la 

determinación de riesgo cancerígeno, evaluando sus efectos en células somáticas. Existen 

evidencias sustanciales de que las mutaciones que causan alteraciones en oncogenes y genes 

supresores de tumores en las células somáticas están implicadas en la inducción de cáncer en 

animales de experimentación y en humanos. 

La demostración de actividad genotóxica por parte de un producto farmacéutico presenta, 

desde el punto de vista de la valoración de riesgo, una particularidad diferencial respecto al 

resto de efectos tóxicos evaluados. Ésta consiste en la asunción de la ausencia de un umbral 

de efecto. La valoración de riesgo de los denominados efectos tóxicos “clásicos o 

convencionales” (como por ejemplo la toxicidad hepática o renal), se basa sobre el concepto 

de que existen unos mecanismos fisiológicos homeostáticos que han de ser superados para 

que se llegue a manifestar el efecto tóxico. En consecuencia, para este tipo de efectos se 

asume la existencia de un umbral de efecto tóxico, es decir, una dosis o nivel de exposición al 

cual y por debajo del cual no se producirá el efecto tóxico. Por debajo de este nivel de 

exposición, la sustancia, a pesar de estar presente en su diana, será incapaz de producir 

toxicidad al no poder desencadenar la reacción bioquímica necesaria. 

En el caso particular de los efectos genotóxicos, las autoridades reguladoras asumen que para 

sustancias genotóxicas 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 

interacción de una única molécula genotóxica con el DNA del organismo pueda dar lugar a la 

formación de una lesión precancerosa o premutágena, 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 exposición asociado a riesgo 

genotóxico cero. En base a este principio teórico, para las autoridades reguladoras las 

sustancias genotóxicas presentan un mecanismo de acción carente de umbral de efecto por lo 

que, a priori, no son aplicables los conceptos de nivel de exposición seguro y margen de 

seguridad. 
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Esta particular interpretación simplista, tiene su origen en una decisión de política científica 

con el objetivo de plantear una aproximación cautelosa de protección sanitaria. No obstante, 

ésta es ampliamente cuestionada, ya que no toma en consideración procesos biológicos de 

homeostasis y reparación, e ignora el concepto de hormesis (hace referencia a los efectos 

beneficiosos de la exposición a niveles subtóxicos), una observación ampliamente reconocida 

en cancerogénesis química y radiológica (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 allá de la simple asunción de que una molécula 

cancerígena causa una mutación que, mediante un proceso azaroso, conduce al desarrollo 

tumoral (Humfrey, 2007), así como de la  existencia de procesos o mecanismos, que no 

siendo directamente genotóxicos, 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 

exposición de seres humanos a un fármaco con propiedades genotóxicas 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 obtención de resultados positivos en los ensayos de genotoxicidad puede 

tener un fuerte impacto sobre la viabilidad del proceso de desarrollo de un fármaco. A pesar 

de ello, las autoridades reguladoras reconocen, sobre una base pragmática, la existencia de 

niveles de exposición a agentes genotóxicos que no están asociados a riesgo cancerígeno (o 

asociados a riesgo cancerígeno “aceptable”). En este sentido, la EMEA acepta que la 

presencia en los productos farmacéuticos de impurezas genotóxicas a niveles que no excedan 

de una dosis de 1,5 µg/día no está asociada a riesgo cancerígeno relevante (EMEA, 2006). 

La valoración del potencial genotóxico de un fármaco es un campo de trabajo fuertemente 

regulado por directrices internacionales. Entre éstas destacan las directrices de la 

Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE, OECD), que 

corresponden a protocolos experimentales específicos y detallados para ensayos individuales 

con sustancias químicas en general, y las directrices ICH, específicas para productos 

farmacéuticos, que hacen referencia a aspectos generales de diseño y estrategia. Los ensayos 

empleados habitualmente corresponden a ensayos bien establecidos y ampliamente aceptados 

por la comunidad científica internacional. Estos ensayos se realizan siguiendo protocolos 

rigurosos que optimizan la capacidad de detectar un posible potencial genotóxico, 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 

metodología estandarizada y aceptada a nivel internacional. Para otros, existen directrices en 

elaboración (como es por ejemplo el caso del ensayo de micronúcleos in vitro) o se dispone 

de recomendaciones elaboradas por grupos internacionales de expertos. En el contexto del 

desarrollo preclínico, la realización de los ensayos de genotoxicidad queda regulada por tres 

directrices ICH. La directriz S2A establece los requerimientos mínimos, en cuanto a diseño 

experimental, que han de cumplir los estudios de genotoxicidad para ser considerados válidos 

(cepas bacterianas a emplear, grado mínimo de toxicidad a alcanzar, interpretación de 

resultados, etc.) (ICH S2A, 1995). La directriz S2B establece los efectos genéticos a valorar y 

los ensayos mínimos a realizar, estableciendo lo que se denomina la “batería estándar” (ICH 

S2B, 1997). Por último, la directriz M3(M) establece cuando, en el contexto del desarrollo 

preclínico y en concreto respecto a los ensayos clínicos, se han de realizar estos ensayos (ICH 

M3(R1), 2000). Los denominados productos biotecnológicos o biofarmacéuticos constituyen 

por su naturaleza biológica un caso particular, y como tal quedan regulados por una directriz 

ICH específica (ICH S6, 1998). 

 

1.8.  La batería estándar 

De acuerdo con las actuales recomendaciones científicas y los requerimientos de las 

autoridades reguladoras, el potencial genotóxico de una nueva entidad química con fines 

terapéuticos ha de ser valorado mediante la realización de una batería 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 genotóxico real no sean detectadas adecuadamente. El segundo 

objetivo es poder detectar posibles efectos genotóxicos en los diferentes niveles estructurales 

de organización del DNA. Existen agentes químicos que sólo (o de forma preferente) 

producen mutaciones puntuales a nivel génico o aberraciones cromosómicas (roturas y 

reorganizaciones), y ambos sucesos son considerados de similar relevancia en los procesos 

cancerígenos (Zeiger, 1998). Los ensayos que valoran la inducción de aberraciones 

cromosómicas estructurales también permiten valorar, en cierta forma, la inducción de 

aberraciones cromosómicas numéricas. Aunque en la actualidad existe una mayor evidencia 

en favor de la actuación como carcinógenos completos de sustancias que inducen 
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aberraciones estructurales frente a aquellas que modulan exclusivamente el número 

cromosómico (como los inhibidores del huso mitótico o de la citocinesis), ambos tipos de 

aberraciones cromosómicas se consideran implicados en la inducción de defectos congénitos 

y abortos (Norppa y Falck, 2003). 

En este sentido, las directrices ICH sobre genotoxicidad recomiendan la realización, como 

mínimo, de los ensayos que integran la denominada batería estándar (ICH S2B, 1997). Éstos 

se muestran en la tabla 1.4.  

 
Tabla 1.4: Ensayos recomendados como parte de la batería estándar de genotoxicidad. 

 
Tipo de 
ensayo 

Efecto genotóxico a evaluar y sistema 
experimental 

Ensayo realizado de forma 
habitual  

In vitro Mutación génica en bacterias Test de Ames 

In vitro Mutación génica y/o aberraciones 
cromosómicas en células de mamífero 

Ensayo del linfoma de ratón o 
de aberraciones cromosómicas 

In vivo Aberraciones cromosómicas en células 
hematopoyéticas de roedor 

Ensayo de micronúcleos en 
roedor 

 

Los ensayos que integran esta batería son considerados eficaces y reproducibles, y de amplia 

aceptación por la comunidad científica internacional como predictivos de potencial 

genotóxico y cancerígeno. Estos ensayos se consideran complementarios entre ellos, y su 

realización debe permitir evaluar la capacidad de la sustancia en estudio de inducir mutación 

génica y aberraciones cromosómicas 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 exposición de un ser humano al fármaco en investigación (ensayo clínico 

de Fase I) (ICH M3(R1), 2000). Antes del inicio de los ensayos clínicos de Fase II (estudios 

en pacientes) se debe completar la batería estándar mediante la realización del ensayo in vivo 

(ICH M3(R1), 2000). Dado que los estudios de Fase I están generalmente limitados a un 

número muy reducido de voluntarios con una duración de exposición corta, se considera 

aceptable limitar la valoración genotóxica a los estudios in vitro, que son considerados como 

la parte más sensible (capaces de detectar correctamente sustancias genotóxicas) de la batería. 

No obstante, es práctica habitual en la industria farmacéutica realizar los tres estudios de 

forma previa a la realización del primer ensayo clínico de Fase I (Baldrick, 2008). 
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En base al alto valor predictivo que se le atribuye a la batería estándar como conjunto, la 

obtención de resultados negativos en los tres ensayos permitiría concluir que la sustancia 

evaluada carece de potencial genotóxico y, salvo excepciones (ver apartado 1.9.), no será 

necesario realizar estudios adicionales de genotoxicidad. Si bien la obtención 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 batería han de ser 

evaluados en su conjunto, en el contexto de los ensayos realizados y en base al conocimiento 

científico vigente. En este sentido, se acepta que bajo ciertas condiciones experimentales se 

pueden obtener resultados positivos no representativos de potencial genotóxico real para 

humanos (ver apartado 1.10). Este hecho habitualmente requerirá la realización de estudios 

adicionales dirigidos a determinar la relevancia de los resultados positivos obtenidos (ICH 

S2B, 1997). 

Existe cierta variabilidad de opinión respecto al número, tipo y extensión de los ensayos que 

deberían integrar una batería mínima de ensayos de genotoxicidad. Para algunos 

investigadores la inclusión de un mayor número de ensayos conllevaría el incremento en el 

número de resultados positivos irrelevantes obtenidos, reduciendo la credibilidad de los 

ensayos de genotoxicidad. Para otros, la inclusión de un mayor número de ensayos reduciría 

la incidencia de falsos negativos, reforzando la credibilidad de los ensayos de genotoxicidad 

(Müller et al., 1999). Si bien se han sugerido diferentes estrategias alternativas a la de la 

batería estándar, en todas ellas se propone una aproximación secuencial en la que los 

resultados obtenidos en unos primeros ensayos, que valoran efectos sobre los diferentes 

niveles estructurales del DNA, supeditan la realización de estudios adicionales (Pfuhler et 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 exposición a la sustancia en estudio y permiten 

valorar de una forma muy directa la inducción de daño genotóxico. Presentan como ventajas, 

respecto a los ensayos in vivo, el bajo coste, la rapidez de realización y la no utilización de 

animales, estando esto último en línea con el principio de las “tres erres” (Reemplazar, 

Reducir y Refinar) cuyo objetivo es reducir el impacto de las actividades científicas sobre el 

bienestar animal (Russell y Burch, 1959). Una ventaja adicional es la baja cantidad de 
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producto requerido para su realización, factor éste importante en la valoración de fármacos 

debido al alto coste económico que implica la obtención de estas sustancias en las fases 

iniciales de I+D, cuando los procesos de síntesis química no están aún optimizados. 

Asimismo, los ensayos in vitro se caracterizan por presentar una mayor sensibilidad en la 

detección de genotóxicos carcinógenos, en parte gracias a que la exposición de las células 

diana resulta menos problemática que en los ensayos in vivo (Müller et al., 1999; Kirkland et 

al., 2007b). Los ensayos in vitro recomendados como parte de la batería estándar de 

genotoxicidad son el test de Ames y el ensayo de inducción de aberraciones cromosómicas en 

células de mamífero o el ensayo del linfoma de ratón. Estos sistemas experimentales, en los 

que se emplean tanto células procariotas como eucariotas (células de mamífero), toman en 

consideración la inducción de posibles efectos adversos en los diferentes niveles estructurales 

de organización 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 

identificación de carcinógenos en roedor. Fue propuesto a principios de la década de 1970 por 

Ames y colaboradores para la detección de mutágenos químicos, y la utilización de diferentes 

cepas bacterianas como indicadores de daño genético se sustenta en el hecho de que cada una 

de ellas porta mutaciones específicas que revierten frente a una clase particular de compuestos 

químicos (Ames et al., 1975). En su versión actual, el test de Ames se fundamenta en la 

utilización de una batería de cepas bacterianas de Salmonella typhimurium o Escherichia coli 

auxotróficas para los aminoácidos histidina y triptófano, respectivamente. La exposición a 

ciertos agentes genotóxicos hace que algunas de las bacterias de la población tratada sufran 

cambios genéticos que hacen que reviertan hacia un estado autotrófíco para 

histidina/triptófano, de forma que pueden crecer en un medio carente de ellos. El efecto 

genético valorado corresponde a la inducción de mutación génica por cambio de base o por 

corrimiento en el patrón de lectura, como consecuencia de la inserción o delección 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 utilización de un mínimo de cinco cepas bacterianas, cada una 

de las cuales es específica para la inducción de un tipo concreto de cambio sobre el DNA 

(ICH S2A, 1995; OECD, 1997a). 
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El ensayo de aberraciones cromosómicas (AbCr) in vitro evalúa la inducción de cambios 

cromosómicos estructurales y numéricos en células de mamífero, siendo realizado 

habitualmente tanto en cultivos primarios de linfocitos humanos como en líneas celulares de 

mamífero. El tipo de daño genético evaluado en este ensayo corresponde a un nivel estructural 

superior de organización del DNA, y permite detectar la inducción de aneuploidía, un efecto 

no valorable en bacterias. Si bien el tipo de aberraciones cromosómicas detectadas y 

valoradas en este tipo de ensayo son generalmente incompatibles con la viabilidad celular 

(roturas o intercambios de cromátidas 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 pequeñas delecciones y 

reestructuraciones cromosómicas estables (translocaciones e inversiones), consideradas de 

gran importancia en el proceso de cancerogénesis. 

El ensayo del linfoma de ratón (ML) se fundamenta en la detección de la pérdida de 

funcionalidad del gen de la timidina kinasa (tk) en células de la línea celular de linfoma de 

ratón L5178Ytk+/- (clon 3.7.2c) heterozigótica para el gen tk. La timidina quinasa (TK), 

enzima clave en la biosíntesis del nucleótido timidina trifosfato, presenta la particularidad de 

que es capaz de incorporar en la célula la sustancia trifluorotimidina (TFT), un análogo tóxico 

de la timidina que causa la detención del ciclo celular. La exposición a un agente genotóxico 

podrá producir la pérdida de funcionalidad del único gen tk funcional en la célula (ubicado en 

el brazo q del cromosoma 11), de tal forma que la ausencia de actividad TK le permitirá crecer 

en un medio que contiene TFT (Cole et al., 1990). El ensayo del ML presenta la 

particularidad de que permite identificar la inducción tanto de mutación génica como de 

aberraciones cromosómicas, en base al tamaño de la colonia celular producida. Los análisis 

moleculares indican que mutantes de colonias grandes (de crecimiento rápido) tienden a 

representar sucesos en el gen (substitución de pares de bases y delecciones), mientras que los 

mutantes de colonia pequeña (de crecimiento lento) suelen implicar cambios genéticos de 

mayor escala, frecuentemente visibles como alteraciones cromosómicas (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 utilización de un modelo 

unicelular necesariamente implica que éste constituya una simplificación de un ser vivo. Al 
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encontrarse fuera del contexto de un órgano o tejido funcional, el modelo unicelular no puede 

proporcionar una imagen fiable de un organismo biológico completo, siendo incapaz de 

reproducir su complejidad. Una importante limitación de los modelos in vitro es su baja 

capacidad metabólica inherente, lo que condiciona la bioactivación de posibles promutágenos 

como las aminas aromáticas o los hidrocarburos aromáticos policíclicos. Esta circunstancia 

hace necesaria la adición de un sistema exógeno de activación metabólica, consistente 

generalmente en un extracto de hígado de rata (fracción microsomal S9). En el caso particular 

de las células de mamífero, su baja tolerancia a la fracción S9 limita los tiempos y 

concentraciones de exposición, que en ocasiones pueden ser insuficientes para generar niveles 

detectables de metabolitos genotóxicos (Müller et al., 1999). Todo ello hace que los sistemas 

in vitro sean contemplados como modelos incompletos o limitados de los efectos biológicos que 

ocurren en los animales tras la administración de un potencial agente tóxico. Los ensayos in vitro 

de forma aislada permiten la detección de daño genotóxico, siendo necesaria la realización de 

estudios in vivo complementarios para una adecuada valoración 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 

detección de agentes cancerígenos, los ensayos in vivo de gentoxicidad son considerados un 

componente fundamental en la valoración de riesgo genotóxico (Müller 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 consideración los 

procesos biológicos de absorción, distribución, metabolismo y excreción (ADME). Estos 

procesos, que determinan la exposición real de la diana de efecto tóxico (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 reparación del DNA, así como un metabolismo de Fase I 

(activación de grupos funcionales) y Fase II (conjugación a moléculas endógenas) más 

equilibrado. 

Los ensayos in vivo, al tomar en consideración la vía de administración y las propiedades de 

ADME del fármaco, 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 

demostración de una adecuada exposición in vivo al fármaco (o a sus metabolitos) se 

considera un elemento esencial en la validez de la interpretación. En consecuencia, la 

obtención de un resultado positivo en un ensayo in vivo se toma como fuerte evidencia de 

potencial genotóxico, y puede condicionar seriamente la viabilidad del desarrollo de un 

fármaco.  

Un motivo importante para la inclusión de ensayos in vivo en la batería 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 genotóxico in vivo. Aunque 

infrecuente, existen ejemplos en la literatura científica de sustancias con actividad genotóxica 

in vivo que no son detectadas de forma consistente en los ensayos in vitro que forman parte de 

la batería estándar. Sustancias como el benceno, la procarbazina, el uretano y la hidroquinona 

representan ejemplos clásicos de este tipo de sustancias (Müller et al., 1999; 2003). Otros 

ejemplos, de sustancias con resultados positivos exclusivamente en estudios in vivo, se han 

presentado en una reciente revisión 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 utilización de 

roedores de laboratorio (rata o ratón). 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 más empleado en la valoración del potencial genotóxico de sustancias 

químicas. Como tal, es el ensayo in vivo recomendado por las autoridades reguladoras 

internacionales como parte de la batería estándar de ensayos de genotoxicidad (ICH S2B, 

1997). 

 

1.8.2.1. El ensayo de micronúcleos en roedor 

Los micronúcleos (MN), también conocidos en hematología bajo el nombre de “cuerpos de 

Howell-Jolley”, se definen como estructuras cromatínicas presentes en el citoplasma, 

rodeadas de una membrana sin conexión aparente con el núcleo de la célula. Se originan a 

partir de fragmentos cromosómicos o cromosomas enteros que durante el proceso de división 

celular quedan retrasados en la fase de segregación cromosómica (anafase), no siendo 

incorporados en el núcleo de la célula hija. Estos cromosomas o fragmentos cromosómicos 
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permanecen visibles en el citoplasma de la célula interfásica bajo la apariencia de un pequeño 

núcleo o “micronúcleo” (figura 1.7). Los MN se pueden formar en cualquier tipo celular en 

proliferación, ya sea de forma espontánea (estrés oxidativo, defectos genéticos en puntos de 

control del ciclo celular o genes de reparación del DNA, deficiencias en cofactores para la 

síntesis/mantenimiento del DNA o en la maquinaria de segregación cromosómica) o inducida 

(exposición a clastógenos o aneunógenos) (Norppa y Falck, 2003; Bonassi et al., 2007). 

La utilización del examen de MN como ensayo in vivo para la detección de potencial 

genotóxico 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 

formación de MN en los eritroblastos (células precursoras de los eritrocitos) de médula ósea, 

un linaje celular en constante proliferación y por lo tanto ideal para valorar la inducción de 

daño genotóxico por agentes clastógenos (roturas cromosómicas) y aneunógenos (pérdida de 

cromosomas por interacción con el huso mitótico). Al producirse la extrusión del núcleo 

celular después de la última división de los eritroblastos, la presencia de MN es fácilmente 

reconocible en los eritrocitos anucleados. La presencia de ácido ribonucleico (RNA) en el 

citoplasma de los eritrocitos recién formados hace que estos adopten una coloración azul al 

ser teñidos con colorante Giemsa, siendo denominados eritrocitos policromáticos (EPC). La 

desaparición gradual del RNA hace que los eritrocitos más maduros adopten una coloración 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Formación de micronúcleos a partir de cromosomas o fragmentos cromosómicos por 

acción de agentes aneunógenos o clastógenos, respectivamente. 
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Se estima que se necesita un tiempo aproximado de 10-12 h para la primera aparición de MN en 

EPC tras la exposición a un agente genotóxico. Éste es el tiempo considerado necesario para que 

tenga lugar (1) la progresión del eritroblasto hacia la mitosis, (2) el posible retraso mitótico 

inducido por el tratamiento, (3) la propia formación de los MN a partir de fragmentos 

cromosómicos o cromosomas enteros no incluidos en el núcleo de la célula hija y (4) la extrusión 

del núcleo principal tras la última mitosis para convertirse en EPC. Los EPC recién formados 

permanecen en la médula ósea de ratón aproximadamente unas 20 h. Durante este tiempo se 

producirá la acumulación de EPC micronucleados (EPCMN) en la médula ósea, ya que la 

formación de MN se puede extender a lo largo de un tiempo considerable. El grado de 

formación continuada de células con MN dependerá de la persistencia del agente inductor, del 

tipo de lesión inducida sobre el DNA, de la combinación de las velocidades de formación y 

eliminación de aberraciones cromosómicas, y de la velocidad de recuperación del retraso del 

ciclo celular (Mavournin et al., 1990). Dado el tiempo de transición entre EPC y ENC 

(aproximadamente 20 h) no cabe esperar incrementos sustanciales en la incidencia de ENC con 

micronúcleos (ENCMN) 24 h tras la administración de la sustancia en estudio. La inducción de 

un efecto citotóxico sobre las células nucleadas precursoras de la médula ósea, causando muerte 

celular o reducción de la división celular, causará un descenso en la formación de EPC quedando 

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

La popularidad de este ensayo es atribuible en gran parte a que el examen de MN es mucho 

más sencillo y rápido que el examen de aberraciones cromosómicas y requiere un menor nivel 

de entrenamiento. Asimismo, la capacidad para examinar en un mayor número de células la 

presencia/ausencia de MN que no de aberraciones cromosómicas, le confiere a este ensayo 

una mayor potencia estadística y en consecuencia una mayor sensibilidad. También se han 

desarrollado metodologías experimentales para valorar la inducción de MN en otros tipos 

celulares como hepatocitos, células intestinales, etc. No obstante, diferentes variantes e 

innovaciones técnicas aplicadas sobre la metodología 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 utilización de sangre periférica como 

tejido de examen, desarrollada inicialmente en ratón por MacGregor (MacGregor et al., 

1980), posibilitando la toma de muestras sin necesidad de sacrificar a los animales, y la 

introducción de la tinción fluorescente con naranja de acridina (NA) desarrollada por Hayashi 

y colaboradores (Hayashi et al., 1983; 1990) permitiendo la identificación de eritrocitos 

inmaduros en sangre periférica. Junto a la observación microscópica tradicional, la aplicación 
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de técnicas de citometría de flujo utilizando fluorocromos específicos de DNA y/o RNA 

(Hutter y Stöhr, 1982), y el uso de anticuerpos dirigidos hacia marcadores de superficie 

específicos, que permiten diferenciar a los eritrocitos inmaduros (Dertinger et al., 1996), ha 

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

La inducción de MN en un ensayo in vivo de genotoxicidad se considera, a priori, una fuerte 

señal indicativa de riesgo genotóxico para humanos. Para la valoración de riesgo será de suma 

importancia conocer si los MN se han generado mediante un mecanismo clastogénico o 

aneugénico, dado que el modo de acción puede influir sobre la interpretación del resultado 

(Norppa y Falck, 2003). La aplicación de técnicas de morfometría 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 tinción con anticuerpos anticinetocoro (aislados del 

suero de pacientes con una forma particular de escleroderma, síndrome CREST) (Gudi et al., 

1990; Miller y Adler, 1990), o la hibridación fluorescente in situ (FISH) con sondas de DNA 

que hibridan con regiones centroméricas (Miller et al., 1991), han demostrado ser de gran 

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

La importancia de la formación de MN reside en las posibles consecuencias adversas para la 

célula afectada. La inclusión de genes supresores tumorales en los MN, y su consiguiente 

inactivación o la pérdida del MN, pueden ocasionar la transformación celular, siendo un paso 

hacia la cancerogénesis. Varias observaciones apoyan la existencia de una asociación entre la 

inducción de MN y el desarrollo de cáncer. La alta frecuencia de MN detectados en tejidos 

precancerosos y la correlación observada entre frecuencia de MN y transformación maligna 

de células, sugieren que la formación de MN constituye un proceso relevante en la 

cancerogénesis (Stopper y Müller, 1997). Pacientes con cáncer (no sometidos a tratamiento) y 

personas afectadas por enfermedades congénitas con predisposición al cáncer (como p.e. 

ataxia telangiectasia o síndrome de Bloom) presentan niveles altos de MN (Fenech et al., 

1999; Fenech, 2002), y se ha reivindicado una clara correlación entre agentes genotóxicos 

inductores de MN (como la radiación 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 

encefalomiopatía 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 somáticas (linfocitos, células epiteliales bucales, nasales, 

uroteliales, etc.) se emplea de forma habitual como biomarcador de daño cromosómico y 

estabilidad cromosómica en poblaciones humanas, y hay evidencias que indican que la 

frecuencia de MN también puede ser un biomarcador predictivo del riesgo de padecer cáncer. 

Un reciente estudio multinacional de seguimiento de  cohorte (6718 sujetos) ha reivindicado 

la existencia de una relación entre frecuencia alta de MN en linfocitos y la incidencia de 

cáncer, especialmente urogenital, gastrointestinal y de mama (Bonassi et al., 2007). Esta 

observación apoya la hipótesis de que la extensión del daño 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 fármaco, la realización de estudios 

complementarios suele estar marcada por la necesidad de obtener información adicional a la 

generada previamente en los ensayos de la batería estándar de genotoxicidad. Esta 

circunstancia se podrá producir como consecuencia de la obtención de un resultado positivo 

en alguno de los ensayos de la batería o, para productos negativos en los ensayos de la batería, 

por la obtención durante la fase de desarrollo de información complementaria que ponga en 

cuestión su valor predictivo en cuanto a la ausencia de potencial genotóxico. En ambas 

circunstancias el principal objetivo de los estudios complementarios será aportar información 

adicional que permita identificar un modo de acción genotóxica o reforzar el peso de la 

evidencia experimental, de forma que se pueda establecer la relevancia biológica del 

resultado. 

El tipo y diseño del estudio(s) a realizar estará en función del objetivo perseguido, pudiéndose 

emplear modelos experimentales que evalúen parámetros de efecto genotóxico no evaluables 

en los ensayos de la batería estándar. Así, además de valorar la inducción de mutaciones 

(génica o cromosómica), es frecuente que se valore la inducción de efectos indicadores 

relacionados con la mutagénesis, como por ejemplo, inducción de modificaciones o 

reparación en el DNA. Para algunos de estos ensayos su menor utilización sistemática (al no 

ser ensayos de rutina) hace que su valor predictivo, en términos de riesgo, sea menos 

conocido. 



Introducción 

 33

La obtención de un resultado positivo o equívoco en algún ensayo de la batería estándar, 

puede requerir la realización de estudios que permitan establecer la reproducibilidad del 

resultado, o la determinación del posible modo de acción subyacente. En estas circunstancias, 

será de especial relevancia la realización de ensayos que valoren el mismo efecto genético en 

el que se ha obtenido el resultado positivo. La obtención de un resultado positivo no 

reproducible en diferentes sistemas experimentales, hace que su relevancia biológica sea 

cuestionable. La incapacidad de los ensayos habituales de la batería estándar de valorar 

adecuadamente ciertas sustancias también puede motivar la realización 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, epóxido o aminas 

aromáticas (Ashby y Tennant, 1988; 1991), puede requerir la realización de estudios 

adicionales o con una metodología experimental optimizada. 

En cualquiera de estos supuestos, la realización 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 realización de ensayos de inducción de MN o de síntesis no programada 

de DNA (UDS, Unscheduled DNA Synthesis) en hígado de roedor, por ser éste un órgano bien 

perfundido y generalmente bien expuesto a la sustancia en ensayo. En la última década ha 

adquirido especial importancia la utilización 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 inducción de mutación génica y cromosómica (translocaciones e inversiones). 

En este sentido, los ensayos in vivo de genotoxicidad habituales, como los que emplean 

médula ósea (ensayo de MN) o hígado (ensayo de MN o UDS) como órgano diana, también 

tienen sus limitaciones, sobre todo si la sustancia en estudio forma intermediarios reactivos de 

vida corta. Bajo este supuesto, la utilización de métodos in vivo alternativos que valoren en 

tejidos con mayor exposición la inducción de efectos directos, como la formación de aductos 

(32P-postlabelling), roturas de cadenas de DNA (ensayo del cometa) o mutaciones génicas 

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

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

formación de tumores en ensayos de cancerogénesis en roedor, puede requerir la realización 
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de estudios adicionales que ayuden a determinar el modo de acción del efecto cancerígeno. La 

diferenciación entre un modo de acción genotóxico y uno no genotóxico (o epigenético) en la 

inducción de tumores, es de suma importancia en el modo con que el efecto cancerígeno es 

tratado en el ámbito regulador (Kasper et al., 2007). En estos casos, el objetivo de los estudios 

complementarios suele ser el determinar la posible existencia de un efecto genotóxico órgano-

específico sobre aquellos órganos en los que se ha observado el efecto cancerígeno. Los 

ensayos con animales transgénicos, el ensayo del cometa o los estudios de unión al DNA se 

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

Una práctica cada vez más frecuente en la investigación biofarmacéutica actual consiste en la 

utilización de animales modificados genéticamente. La utilización de modelos de ratones 

transgénicos como el “MutaTMMouse” (Gossen et al., 1989) o el “Big Blue” (Kohler et al., 

1991), que contienen una sonda vector del bacteriófago lambda con un gen bacteriano (lacZ o 

lacI, respectivamente) como diana mutacional integrado en el genoma del ratón, permite que 

se pueda valorar la inducción de mutación génica en condiciones in vivo, un efecto genotóxico 

no valorable en el habitual ensayo de MN en roedor. Curiosamente, aunque estos modelos 

transgénicos y el ensayo de MN en ratón evalúan efectos genotóxicos diferentes (mutación 

génica frente a aberración cromosómica), para ambos se ha observado una buena correlación 

en la predicción de cancerogénesis en ratón (Wahnschaffe et al., 2005). Los modelos 

transgénicos han resultado ser una importante herramienta de investigación como soporte a 

los ensayos de normativa, aportando información sobre mecanismos subyacentes a los efectos 

tóxicos 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 ratón de dos años de duración (Goldsworthy et al., 1994; ICH S1B, 1997). 

 

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

La valoración del riesgo genotóxico se fundamenta sobre la premisa que sustancias positivas 

en ensayos que detectan daño genético son consideradas, a priori, potencialmente mutágenas 

o cancerígenas en humanos. Para las autoridades reguladoras la práctica habitual es asumir 

que sustancias consideradas genotóxicas in vivo poseen el potencial de dañar el DNA en 

cualquier nivel de exposición, y que ese daño puede conducir o contribuir al desarrollo de 

tumores. 



Introducción 

 35

El valor predictivo de un ensayo de genotoxicidad lo determina su sensibilidad (capacidad de 

identificar correctamente como positiva una sustancia genotóxica) y su especificidad 

(capacidad de identificar correctamente como negativa una sustancia no genotóxica). Cuanto 

mayor es el grado de sensibilidad y especificidad del ensayo, mayor es su valor predictivo. 

Desde el punto de vista de la valoración del potencial cancerígeno, la sensibilidad y 

especificidad del ensayo vendrán determinadas por su capacidad de identificar correctamente 

sustancias cancerígenas y no cancerígenas, respectivamente. Una sensibilidad baja conlleva el 

riesgo que sustancias genotóxicas 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 genotóxicas sean identificadas 

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

La generación órgano-específica de metabolitos reactivos con el DNA se considera la 

principal fuente potencial del fallo de los ensayos de la batería estándar para detectar 

carcinógenos (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 estandarización de los protocolos experimentales, la probabilidad 

de errar en la detección de una sustancia genotóxica al ser evaluada en una batería de ensayos 

similar a la de la batería estándar es remota (Kirkland y Müller, 2000). Una cuestión aparte la 

constituyen los denominados carcinógenos no genotóxicos (o epigenéticos). Para estas 

sustancias, la inducción de tumores en animales de experimentación está condicionada a la 

administración de dosis altas durante periodos de tiempo prolongados, produciéndose la 

inducción de tumores como consecuencia de un mecanismo indirecto de proliferación 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 

acción cancerígena (Kirkland et al., 2007a). 

La experiencia acumulada desde la implantación de los ensayos de genotoxicidad ha puesto 

de manifiesto que hay una alta proporción de sustancias farmacéuticas que producen 

resultados positivos en alguno de los ensayos realizados. Diferentes revisiones han mostrado 

que para una alta proporción de estas sustancias no hay evidencias claras de que exista una 

interacción real con el DNA. Entre los ensayos de genotoxicidad con resultados positivos 

destacan los ensayos in vitro con células de mamífero. Müller y Kasper comprobaron que de 
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335 fármacos evaluados para su registro en el Instituto Federal para Productos Farmacéuticos 

y Médicos alemán (BfArM, Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte), 

prácticamente el 30% de ellos presentaba un resultado positivo en, como mínimo, uno de los 

ensayos realizados (Müller y Kasper, 2000a). Sólo aproximadamente el 25% de éstos 

correspondían a sustancias con potencial genotóxico conocido (agentes alquilantes, análogos 

de nucleósidos o inhibidores de la girasa, entre otros). De manera similar, en una revisión 

sobre 352 fármacos comercializados en EEUU, Snyder y Green comprobaron que el 28,7% de 

los productos presentaban uno o más resultados positivos en los ensayos de genotoxicidad en 

los que habían 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 acción 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 genotóxico o cancerígeno real en 

humanos. 

El principal elemento que condiciona el valor predictivo de los ensayos de genotoxicidad son 

los positivos producidos por los denominados “genotóxicos indirectos”. Éstas son sustancias 

capaces de inducir efectos genotóxicos mediante mecanismos indirectos, como consecuencia 

de la inducción de condiciones experimentales de estrés fisiológico, o mediante la interacción 

con dianas biológicas diferentes al DNA. El efecto genotóxico, por lo tanto, no se produce 

como consecuencia de una acción directa de la sustancia sobre el material genético, sino 

mediante un mecanismo indirecto. Entre estos mecanismos indirectos se encuentran, la 

inducción de peroxidación lipídica, inhibición de enzimas de reparación, interferencia con la 

síntesis de DNA o el control del ciclo celular, inhibición o agotamiento de proteínas de 

defensa frente a daño oxidativo (glutatión) o de enzimas metabólicos, interferencia con 

tubulinas del huso mitótico/meiótico, citotoxicidad e inducción de apoptosis o necrosis (Scott 

et al., 1991; Müller y Kasper, 2000a; Kirsch-Volders et al., 2003b; Kirkland, et al., 2007a). 

Aunque el efecto genotóxico detectado es real, desde el punto de vista de la predicción de 

riesgo cancerígeno o genotóxico 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 alteración de condiciones fisiológicas de pH, 
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osmolaridad o temperatura pueden inducir resultados positivos no relevantes en ensayos in 

vitro e in vivo. 

La demostración experimental de la implicación de un mecanismo genotóxico indirecto en el 

resultado positivo generado puede tener importantes implicaciones para la valoración del 

riesgo. Las condiciones experimentales asociadas a un mecanismo genotóxico indirecto 

pueden no ser reproducibles a niveles de exposición reales en humanos, siendo por lo tanto de 

cuestionable relevancia biológica. Desde un punto de vista teórico, y a diferencia de lo que 

ocurre con los genotóxicos directos, los genotóxicos que actúan 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 exposición sin riesgo de daño 

genotóxico.  

De forma similar, algunos resultados positivos producidos mediante mecanismos genotóxicos 

directos (positivos verdaderos) pueden no ser extrapolables a humanos, como consecuencia de 

factores de especificidad fisiológica o metabólica del sistema experimental empleado.  Entre 

ellos está la generación en el sistema experimental de metabolitos genotóxicos no existentes 

en humanos. Sirva a modo de ejemplo, la formación en bacterias pero no en células de 

mamífero de la azidoalanina, el metabolito genotóxico de la azida sódica (Arenaz et al., 

1989). La saturación de rutas metabólicas o de mecanismos de conjugación, puede dar lugar a 

la formación de metabolitos genotóxicos que no estarán presentes bajo condiciones reales in 

vivo. El paracetamol, un fármaco ampliamente consumido, genera un metabolito quinona-

imina electrofílico capaz de inducir aberraciones cromosómicas in vitro e 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 biológicamente irrelevantes (Bergman et al., 1996). En el caso particular de los 

ensayos in vitro, la fracción S9 puede generar metabolitos diferentes a los producidos por el 

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

Se han establecido así, una serie de condiciones experimentales que pueden inducir la 

obtención de resultados positivos no atribuibles a daño genotóxico directo por la sustancia en 

estudio, o no representativos de potencial genotóxico real. Independientemente del 

mecanismo por el que se ha generado, la obtención de un resultado positivo en un ensayo de 

la batería estándar conlleva, en el mejor de los casos, la realización de estudios adicionales. 
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En el peor de los casos puede conllevar el innecesario abandono de un fármaco con posible 

potencial terapéutico. En consecuencia, la correcta interpretación 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 científico vigente. 

 

1.10.1. Factores de confusión en ensayos in vitro 

Los ensayos in vitro de genotoxicidad son considerados muy sensibles en la detección de 

sustancias genotóxicas o cancerígenas. Kirkland y colaboradores, en el análisis de 553 

sustancias carcinógenas 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 et al., 2005). 

El 93% de las sustancias presentaba un resultado positivo en, como mínimo, uno de los 

ensayos, y la combinación de dos ensayos permitía detectar a más del 90% de ellas. Por el 

contrario, el análisis de los datos de genotoxicidad de 177 compuestos no carcinógenos 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 et al., 2005). Al 

combinar los tres ensayos, del 75 al 95% de los compuestos no cancerígenos presentaron un 

resultado positivo en, como mínimo, uno de ellos. 

Esta baja especificidad de los ensayos in vitro, sobre todo de los ensayos con células de 

mamífero, es atribuida a que éstos han sido optimizados para la detección de sustancias 

genotóxicas (alta sensibilidad). Con el fin de asegurar la interacción del fármaco en ensayo 

con la diana de efecto (el DNA), se hace uso de concentraciones extremas y tiempos de 

exposición prolongados, y se requiere la inducción de niveles elevados de toxicidad como 

evidencia indirecta de la interacción con la sustancia en ensayo. Esta alta sensibilidad ha 

llevado asociada la disminución del grado de especificidad, con la consiguiente obtención de 

“falsos positivos”. Esto suele conllevar la realización de estudios adicionales, incluyendo 

generalmente la realización de ensayos in vivo. 

El test de mutación génica en bacterias (test de Ames) destaca por ser considerado uno de los 

ensayos in vitro más robustos, y con mayor grado de sensibilidad y especificidad. Se le ha 

atribuido un valor predictivo del 77 al 90% en la detección de sustancias cancerígenas en 

roedores (Mortelmans y Zeiger, 2000). Si bien ha sido asociado con mucha menor frecuencia 
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a la obtención de falsos positivos, comparado con los ensayos in vitro con células de 

mamífero, 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 metabólicas de nitroreducción, de forma que moléculas con 

grupos nitro pueden ser convertidas de forma eficiente a especies electrofílicas reactivas. En 

células de mamífero el metabolismo reductor es generalmente inhibido por el oxígeno, por lo 

que bajo ciertas condiciones de exposición la obtención de un resultado positivo en bacterias 

podrá carecer de relevancia biológica (Kirkland y Müller, 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 acción, y su diana biológica no está 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 mamífero. Müller 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 (Müller y Kasper, 

2000a). En una alta proporción de ellos los resultados positivos estaban asociados a valores 

altos de citotoxicidad. Una revisión posterior sobre 600 fármacos 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 químicos en general, con un 25,2 y 37,0%  de positivos en los ensayos in vitro 

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

Galloway, en una revisión sobre 1420 sustancias químicas (la mayoría productos 

farmacéuticos), obtuvo un 18% de resultados positivos o equívocos en los ensayos de AbCr in 

vitro (Galloway, 2000). Entre las sustancias consideradas carentes de evidencias claras de ser 

genotóxicas (en base a los resultados de otros ensayos, estructura o función), había una alta 

proporción de positivos asociados a valores altos de citotoxicidad (Galloway, 2000). De igual 

manera, Snyder y Green en su revisión sobre 352 fármacos 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 inducción de condiciones de 
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estrés ambiental derivadas de una excesiva toxicidad. Se han descrito así, una serie de 

mecanismos indirectos de genotoxicidad que pueden tener lugar bajo condiciones citotóxicas, 

y que pueden generar falsos positivos no representativos de riesgo genotóxico real en 

humanos. Estos incluyen, entre otros, inhibición de la síntesis de DNA, inhibición o 

desnaturalización de proteínas, liberación de nucleasas de los lisosomas, depleción energética, 

inducción de apoptosis o necrosis y la generación de especies de oxígeno reactivas (estrés 

oxidativo) (Scott et al., 1991; Galloway et al., 1998; Kirkland et al., 2007a). La generación de 

peróxido de hidrógeno (un agente clastógeno) por la oxidación en el medio de cultivo de un 

amplio abanico de sustancias se ha asociado a la inducción de aberraciones cromosómicas y a 

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

 A diferencia de los “falsos genotóxicos”, los verdaderos genotóxicos son generalmente 

capaces de inducir efectos genotóxicos 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 valoración inexacta del grado real de citotoxicidad mediante 

parámetros como el índice mitótico o el número 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 exposición que excedan con un 

margen de seguridad razonable los niveles alcanzables en humanos, son considerados carentes 

de significación biológica (Kirkland, 1992). En el caso particular de las células L5178Y 

(ensayo del ML), su alta susceptibilidad a la inducción de daño genético, respecto a otras líneas 

celulares, ha sido atribuida a un deficiente funcionamiento del gen supresor tumoral p53. El 

funcionamiento deficiente del mecanismo de apoptosis permitiría a estas células sobrevivir bajo 

condiciones de citotoxicidad elevada, haciéndolas anormalmente susceptibles a la inducción de 

alteraciones genéticas (Kramer, 1998). 

La exposición a condiciones de cultivo con variaciones excesivas en los valores de pH u 

osmolaridad, con la consiguiente alteración de las condiciones fisiológicas de las células, 

puede conllevar la obtención de falsos positivos (Scott et al., 1991; Galloway et al., 1998; 

Müller y Sofuni, 2000b). Valores bajos de pH se han asociado a la inducción de aberraciones 

cromosómicas en diferentes tipos celulares: CHO (ovario de hámster chino), L5178Y, CHO-

K1, CHL (pulmón de hámster 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 mayoría presentan incrementos en la frecuencia de 
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aberraciones cromosómicas a valores de pH inferiores a 6,5, sin observarse una clara 

correlación con la inducción de citotoxicidad. El tipo de aberración cromosómica observada 

corresponde mayoritariamente a roturas o gaps cromatídicos, sugiriendo como posible causa 

la pérdida de histonas de la cromatina (por inhibición de la síntesis protéica) y consiguiente 

desestabilización del DNA (Morita et al., 1992). La exposición a condiciones de pH 

ligeramente acídicos (pH 6 – 6,8) induce en el ensayo del ML efectos mutagénicos y 

clastogénicos, siendo particularmente abundantes estos últimos (Cifone et al., 1987). 

De forma similar, la exposición a condiciones de osmolaridad aumentada se ha asociado a la 

inducción de aberraciones cromosómicas, MN y mutaciones en el gen tk en células L5178Y, 

así como a la transformación de ciertos tipos celulares (Brusick, 1986; Scott et al., 1991; 

Meintieres y Marzin, 2004). Como posible mecanismo subyacente se ha sugerido la inducción 

de apoptosis. Incrementos en la frecuencia de MN in vitro en células CTTL-2 inducidos por 

exposición a condiciones de osmolaridad aumentada o disminuida (así 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 µg/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 generación in 

vitro de resultados positivos irrelevantes. Esta circunstancia ha sido ampliamente cuestionada 

por la comunidad científica internacional (Galloway, 2000; Müller y Sofuni, 2000b; Kirkland 

et al., 2007a), y ha llevado a las autoridades reguladoras a plantear una revisión de las 

actuales directrices. En el momento de elaborarse esta Tesis, se encuentra en fase de 

elaboración y discusión una nueva directriz ICH sobre ensayos de genotoxicidad (ICH 

S2(R1), 2008). En este documento, aún en fase de borrador, destaca la propuesta de reducir la 

concentración máxima a ensayar y el grado de citotoxicidad requerido en ensayos in vitro con 

células de mamífero.  

Muchas de las desventajas atribuidas a los ensayos in vitro para detectar adecuadamente 

ciertos genotóxicos (falsos negativos), están relacionadas con un metabolismo inadecuado. Un 

sistema metabólico artificial como la fracción microsomal S9 de hígado de roedor no puede 

reproducir la capacidad biometabólica de un organismo en toda su extensión. La 

administración a los animales de inductores enzimáticos como el Aroclor 1254, durante el 

proceso de obtención del S9, produce la sobreexpresión de ciertos isoenzimas del citocromo 
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P450 (CYP), como los CYP1A y 2B, y la represión de otros, estando ausente o disminuida la  

actividad de enzimas metabólicos como sulfotransferasas o acetiltransferasas (Kirkland et al., 

2007a). La no detección por los sistemas in vitro estándar del carcinógeno genotóxico 

uretano, se atribuye a la ausencia o baja presencia del CYP2E1 en la fracción S9, siendo este 

isoenzima necesario para la generación de su metabolito reactivo (Müller et al., 1999). La 

utilización de un sistema exógeno de metabolización puede condicionar la exposición de la 

diana (el DNA) a los metabolitos generados, siendo la penetración 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 construcción de líneas celulares 

modificadas genéticamente que expresan sistemas metabólicos humanos (Kirkland et al., 

2007a), la existencia de diferencias en la distribución cuantitativa y cualitativa de metabolitos 

dependiendo del órgano, tipo celular, especie o individuo, hace que hasta la fecha sea difícil 

que estas líneas sean una alternativa a la utilización de la fracción microsomal S9. 

 

1.10.2. Factores de confusión en ensayos in vivo 

Los ensayos in vivo son considerados relativamente poco sensibles, en comparación con los 

ensayos in vitro, en la detección de sustancias cancerígenas. Se puede considerar que los 

ensayos in vivo, como el de MN en médula ósea, sólo permiten la detección de un subgrupo 

de sustancias genotóxicas in vitro: aquellas que alcancen concentraciones suficientemente 

elevadas en el tejido diana como para inducir daño cromosómico en las células de estudio. 

Mientras una exposición 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 problemático para 

sustancias que presenten una baja biodisponibilidad, o para intermediarios reactivos de vida 

corta (Müller 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 genotóxicas o 

cancerígenas en humanos. Esta alta especificidad y la mayor proximidad del modelo 

experimental in vivo a una situación real en humanos, hace que la obtención de un resultado 

positivo en uno de estos ensayos tenga una especial relevancia desde el punto de vista de la 

valoración de riesgo. Diferentes revisiones han puesto de manifiesto la baja incidencia de 

resultados positivos en ensayos in vivo con productos comercializados. Müller y Sofuni en 

una revisión sobre 335 fármacos observaron un escaso 6,7% de resultados positivos en el 
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ensayo in vivo de AbCr (MN) en  médula ósea, correspondiendo la mayoría a sustancias con 

un mecanismo de acción conocido (inhibidores de topoisomerasas o microtúbulos, agentes 

alquilantes, etc.) (Müller y Sofuni, 2000b). Snyder y Green en una revisión de 352 fármacos 

observaron un 11,5% de positivos en el ensayo de AbCr  in vivo (Snyder y Green, 2001), y 

Kirkland y Müller obtuvieron un 7,5% de positivos sobre un total de 240 sustancias 

(productos farmacéuticos, agroquímicos y químicos industriales) evaluadas en el ensayo in 

vivo de MN (Kirkland y Müller, 2000). Esta baja proporción de positivos es consecuencia del 

alto valor predictivo atribuido a los ensayos in vivo, en el sentido que muchas de estas 

sustancias habrán sido descartadas durante el proceso de desarrollo. Entre las comercializadas, 

muchos de los positivos obtenidos corresponden a sustancias cuya indicación terapéutica es 

compatible con la aceptación de cierto riesgo genotóxico (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 genotóxico real. 

Como ocurre en los ensayos in vitro, la citotoxicidad puede ser un factor de confusión en la 

interpretación de ensayos in vivo. La obtención de resultados positivos a dosis asociadas a un 

alto grado de toxicidad o mortalidad animal (excediendo la dosis máxima tolerada, DMT) no 

pueden ser interpretados con certeza en cuanto a su significación biológica debido a los 

factores de confusión asociados a la toxicidad (COM, 2003). La inducción de roturas en la 

cadena de DNA por efectos citotóxicos o apoptóticos 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 

valoración del potencial genotóxico de fármacos. La experiencia acumulada desde su 

implantación, ha puesto de manifiesto que condiciones experimentales que alteran la 

fisiología normal de los animales, pueden inducir incrementos en la frecuencia de MN en 

eritrocitos. Destacan entre éstas la estimulación de la eritropoyesis y la inducción de cambios 

en la temperatura corporal de los animales. La inducción en el ensayo de MN en roedor de 

estas condiciones de estrés fisiológico, es reconocida por diferentes autoridades reguladoras y 

órganos consultivos como un posible factor de confusión en la interpretación de los resultados 

(COM, 2003; EMEA, 2006; Tweats et al., 2007a). A pesar de producirse mediante 

mecanismos indirectos, que no implican una actividad genotóxica inherente a la sustancia 



Introducción 

 44

evaluada, sustancias capaces de inducir cambios fisiológicos similares en humanos, han de ser 

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

1.10.2.1 La eritropoyesis como factor de confusión en el ensayo de micronúcleos 

en roedor 

El proceso de eritropoyesis está 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 formación) (Lee et al., 

2004). Sintetizada principalmente en los riñones, la EPO regula la proliferación y 

diferenciación 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 estimulación (Jones et al., 2005). La células 

precursoras eritroides poseen la capacidad de proliferar de forma rápida ante situaciones de 

anemia e hipoxia, proceso éste conocido como “eritropoyesis de estrés”. La interacción de la 

EPO con su receptor induce la supervivencia, proliferación y diferenciación de las células 

precursoras eritroides (Suzuki et al., 2006). 

Las primeras referencias a la inducción de incrementos en la frecuencia de MN en eritrocitos 

de médula ósea de ratón asociados a estimulación de la eritropoyesis, corresponden a los 

experimentos de Steinheider y colaboradores con inducción de anemia por sangrado o por 

hemólisis tras administración 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 administración 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 administración a ratones de EPO recombinante humana, 

producía incrementos moderados en la frecuencia de EPCMN en médula ósea, 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 formación de MN bajo condiciones de 

estimulación de la eritropoyesis se han sugerido, la disminución del tiempo disponible para  

reparar daños espontáneos en el DNA haciendo que los eritroblastos sean más susceptibles a 

la inducción de daño genotóxico (Suzuki et al., 1989; Kirkland, 1991), la alteración de la 
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formación del huso mitótico durante la proliferación celular acelerada (Suzuki et al., 1993) y 

errores durante el proceso de enucleación de los eritrocitos (Yajima et al., 1993b). El 

incremento en la formación de MN se produciría por lo tanto mediante un mecanismo 

indirecto asociado a condiciones de estrés proliferativo. Por tanto, incrementos en la 

formación 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 

biológica. 

La administración de sustancias estimuladoras de la secreción de EPO, como cobalto y AMP 

cíclico (Suzuki et al., 1993; Suzuki et al., 2008), y la exposición a condiciones de hipoxia 

ambiental (Snyder y Diehl, 2005) también se han relacionado con la inducción de MN 

mediante un proceso de estimulación de la eritropoyesis. Los ligeros incrementos en la 

frecuencia de EPCMN en médula ósea observados tras la administración 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 estimulación de la eritropoyesis 

(Kirkland y Marzin, 2003). La inducción de anemia también se ha propuesto como posible 

causa del incremento en la frecuencia de MN en eritrocitos de ratón tras la administración de 

fenolftaleína (Holden, 1998). Se ha sugerido que la inducción de signos clínicos de 

hipoactividad y sedación intensas asociados a descensos en los niveles de oxígeno en sangre, 

podrían producir estimulación de la eritropoyesis y, como consecuencia, inducir incrementos 

en la formación de MN (Snyder y Diehl, 2005). Se han descrito, asimismo, incrementos en la 

frecuencia de EPCMN en médula ósea de ratones tras la privación de alimento y agua 

(Gollapudi et al., 1986), y si bien este incremento es probablemente atribuible a una 

alteración fisiológica, el mecanismo subyacente es incierto. 

 

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

micronúcleos en roedor 

La inducción de cambios en la temperatura corporal, ya sean provocados por la 

administración de sustancias químicas o por la exposición 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 número de procesos biológicos, afectando a 

las funciones celulares y a la fisiología animal (Lundgren-Eriksson et al., 2001). La 

generación de calor corporal y el mantenimiento de una temperatura interna estable son 
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procesos fisiológicos fundamentales para la homeostasis de los organismos homeotermos. La 

regulación de la temperatura corporal es un proceso complejo, en el que intervienen diferentes 

mecanismos fisiológicos, tales como termogénesis, termolisis, actividad motora, y procesos 

periféricos como vasodilatación y vasoconstricción. El aumento de la temperatura corporal 

produce incrementos en procesos fisiológicos como la velocidad de conducción neuronal, el 

transporte axonal, la frecuencia cardíaca, la división celular y el metabolismo tisular (Gordon 

et al., 2008). El descenso de la temperatura por debajo de niveles fisiológicos puede afectar de 

forma importante al funcionamiento celular y a la fisiología del organismo (Lundgren-

Eriksson et al., 2001), incidiendo sobre procesos básicos como la cinética del ciclo celular 

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

 

1.10.2.2.1. Inducción de hipertermia 

La inducción 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 exposición de 

ratones a una temperatura ambiental de 35 ºC durante 33 h (Chrisman y Baumgartner, 1980). 

King y Wild observaron efectos similares tras periodos de exposición superiores a 20 h a 

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

Asanami y Shimono, tras exponer animales a diferentes temperaturas ambientales en tiempos 

variables, sugirieron que se requería que la temperatura corporal excediera de 39,5 ºC durante 

más de 30 min para producir incrementos en la frecuencia de EPCMN en médula ósea de 

ratón (24 h tras la exposición) (Asanami y Shimono, 1997a). El mayor tamaño de los MN 

formados llevó a los autores a sugerir un efecto de interferencia con el huso mitótico. Al 

estudiar el efecto de la administración de agentes genotóxicos a ratones hipertérmicos, 

comprobaron que mientras la administración de 5-fluorouracilo (un antimetabolito) o 

colchicina no aumentaba la frecuencia de EPCMN (24 h), sí lo hacía la administración de 

agentes alquilantes como mitomicina C y ciclofosfamida (Asanami y Shimono, 1999); 

atribuyeron el efecto sinérgico a un descenso de la capacidad de reparación del daño sobre el 

DNA. Estudios in vitro con células de mamífero han confirmado la capacidad de la 

hipertermia de inducir la formación de MN y aberraciones cromosómicas (Asanami et al., 

2001). 
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En estudios recientes, también se ha descrito la inducción de MN asociados a hipertermia tras 

la administración de un fármaco. La administración de oximorfona (un potente agonista 

opioide) en rata y ratón se ha asociado a incrementos en la temperatura corporal a valores de 

hasta 39,5 ºC, así como a incrementos en la frecuencia de EPCMN a las 24 h (Shuey et al., 

2007). En rata, la administración previa del agente antipirético salicilato de sodio, revertía la 

intensidad y duración de la hipertermia así como el incremento en la frecuencia de EPCMN. 

La ausencia de cinetocoros en los MN inducidos llevó a los investigadores a sugerir un origen 

no aneugénico. 

 

1.10.2.2.2. Inducción de hipotermia 

La inducción de descensos intensos y prolongados de la temperatura corporal se ha asociado a 

la inducción de MN tanto en ratones como en ratas (Asanami y Shimono, 1997b; 2000;  

Asanami et al., 1998). La primera confirmación experimental de la existencia de una relación 

causa-efecto entre la inducción de hipotermia y la formación de MN en eritrocitos de roedor 

la obtuvieron Asanami y Shimono en sus experimentos con el antipsicótico reserpina 

(Asanami y Shimono, 1997b). Estos autores comprobaron que la administración de reserpina 

producía incrementos ligeros en la frecuencia de EPCMN en médula ósea de ratón, a tiempos 

de muestreo tardíos y en ausencia de toxicidad medular. El incremento en la frecuencia de 

EPCMN estaba acompañado por un intenso y prolongado descenso de la temperatura corporal 

(inferior a 33 ºC durante más de 24 h). Al exponer los animales a condiciones de temperatura 

ambiental aumentada (30 ºC, 48 h) tras la administración de reserpina, se evitaba el efecto 

hipotérmico y se revertía el incremento de EPCMN. En estudios posteriores, Asanami y 

colaboradores demostraron el mismo tipo de efecto tras la administración del antipsicótico 

clorpromazina en ratón (Asanami et al., 1998). Los resultados obtenidos en sus ensayos con 

clorpromazina les llevaron a proponer la consecución de una temperatura corporal inferior a 

33 ºC durante un mínimo de 11 h, como umbral de efecto para la inducción de EPCMN 

asociados a condiciones de hipotermia.  

La inducción de condiciones de hipotermia se puede producir como consecuencia de la 

alteración de los mecanismos de regulación térmica, así como de los mecanismos 

termogénicos (Gordon et al., 2008). Los roedores, y en particular los ratones, son 

especialmente susceptibles a la inducción de hipotermia, debido a su alta relación 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 exposición aguda a dosis altas de sustancias químicas. 

Considerada tradicionalmente una respuesta inespecífica de toxicidad, diferentes evidencias 

experimentales han llevado a sugerir que también puede ser considerada una respuesta 

fisiológica adaptativa capaz de modular el grado de toxicidad en situaciones de intoxicación,  

aumentando la probabilidad de supervivencia (Gordon, 1991; Gordon et al., 2008). En este 

sentido se ha observado que, tras una intoxicación 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 frías tras una exposición aguda tóxica (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 intoxicación. La presencia de este mecanismo 

protector en roedores y su ausencia en humanos ha llevado a sugerir que la valoración de 

riesgo derivada de estudios de toxicidad aguda en roedores podría llevar a subestimar el grado 

real de toxicidad en humanos (Gordon, 1991). 

En el caso de las sustancias con propiedades psicoactivas, la inducción 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 parámetro indirecto para valorar la actividad farmacológica de 

nuevas entidades químicas (Hedlund et al., 2003; Shuey et al., 2007). En el caso particular de 

los fármacos neurolépticos, la interferencia con los mecanismos de regulación de la 

temperatura corporal es un efecto secundario ampliamente conocido, atribuido generalmente a 

la interacción con receptores de DA, 5-HT y α2-adrenérgicos, considerados implicados en la 

regulación de la temperatura corporal de mamíferos (Ahlenius, 1999; Cryan et al., 1999; 

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

También se ha descrito la inducción de efectos hipotérmicos en animales de laboratorio por 

sustancias que interaccionan con el receptor σ. La capacidad de sustancias como la 1,3,-di-o-

tolilguanidina (DTG) y el BMY14802 de inducir hipotermia en roedores ha sido atribuida a 

sus propiedades de unión al receptor σ (Bejanian et al., 1991; Kest et al., 1995; Rawls et al., 

2002). La alteración de la regulación de la temperatura corporal en gato tras la administración 

intracerebroventricular del fármaco experimental N-alil-normetazocina (SKF 10,047) o de 

pentazocina, también se ha atribuido a su afinidad por el receptor σ (Clark et al., 1981). 

Estudios de unión a receptor mediante técnicas de autorradiografía han puesto de manifiesto 
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la existencia de zonas con alta densidad de expresión del receptor σ en el hipotálamo (Largent 

et al., 1986) y una especial abundancia de puntos de unión σ1 en el núcleo hipotalámico 

(Bouchard y Quirion, 1997), zona que se cree juega un papel fundamental en los procesos de 

termorregulación (Boulant, 1981). 

En la actualidad se han formulado varias hipótesis sobre el posible mecanismo subyacente a la 

inducción de MN en eritrocitos de roedor bajo condiciones de hipotermia. La hipótesis más 

destacada sugiere que la baja temperatura interfiere con la formación de un huso mitótico 

funcional, alterando los procesos de segregación cromosómica y división celular. A principios 

de la década de 1990, Parton y colaboradores sugirieron que sustancias que presentaban 

efectos farmacológicos de hipotermia (o hipertermia) tenían la capacidad de interferir con la 

polimerización de las subunidades que forman los microtúbulos, produciendo el retraso de 

cromosomas durante el proceso de división celular y dando lugar a la formación de MN 

(Parton et al., 1991). El ensamblaje de los microtúbulos para la formación de un huso mitótico 

funcional ha demostrado ser un proceso dependiente de la temperatura en diferentes especies 

animales (Detrich, III et al., 1989; Wallin et al., 1993). En este sentido, es sabido que 

condiciones de temperatura baja pueden promover el desensamblaje de los microtúbulos 

(Digue et al., 1999). Asanami y Shimono en sus experimentos de inducción de hipotermia en 

ratón mediante administración de reserpina, observaron un incremento en el tamaño relativo 

de los MN inducidos (Asanami y Shimono, 1997b). La inducción de MN de tamaño relativo 

grande se considera un indicador de efecto aneugénico (Schmid, 1975; Yamamoto y Kikuchi, 

1980; Tinwell y Ashby, 1991; Van Hummelen et al., 1992), lo que llevó a los autores a 

sugerir la alteración del huso mitótico como posible mecanismo de inducción de EPCMN en 

médula ósea de ratón bajo condiciones de hipotermia (Asanami y Shimono, 1997b). Estudios 

posteriores de inducción de hipotermia mediante administración de clorpromazina en ratón 

confirmaron la inducción en médula ósea de EPCMN con MN de tamaño relativo grande 

(Asanami et al., 1998).  

En cuanto a condiciones de hipotermia en ausencia de exposición a agentes químicos, 

estudios in vitro han confirmado la capacidad de inducir la formación de MN. Así, Asanami y 

colaboradores demostraron que la exposición de células CHL a condiciones de hipertermia 

producía aberraciones cromosómicas (40 ºC, 24 h) y MN (42 ºC, 2 h), mientras que la 

exposición a hipotermia sólo producía MN (31 ºC, 24 h) (Asanami et al., 2001). Estos 

resultados vendrían 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 científicas han 

citado incrementos en la frecuencia de EPCMN en médula ósea tras la exposición de ratones a 

una temperatura ambiental de 12 ºC durante 7 h bajo condiciones de inmovilización (Spencer 

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

Como hipótesis alternativa se ha sugerido que el incremento en la formación de MN en 

eritrocitos de roedor asociado a hipotermia podría producirse como consecuencia de una 

estimulación de la eritropoyesis (Bundy et al., 2004; Tweats et al., 2007a). Esta estimulación 

se produciría como consecuencia del descenso de los niveles de oxígeno en sangre asociado a 

las condiciones de hipotermia. El descenso de la temperatura corporal suele ir acompañado 

del descenso de la frecuencia respiratoria y del flujo sanguíneo de los órganos, siendo el 

riñón, órgano donde tiene lugar la síntesis y liberación 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 

oxígeno en sangre (Snyder y Diehl, 2005). Por otro lado, se considera que el consumo de 

oxígeno disminuye proporcionalmente con el descenso de la temperatura celular (Wong, 

1983). En este sentido, la inducción de hipotermia se ha propuesto como una respuesta 

adaptativa frente a situaciones de hipoxia reduciendo la demanda de oxígeno de los tejidos 

(Wood, 1991). Así pues, de acuerdo con esta hipótesis, el incremento en la formación de MN 

bajo condiciones de hipotermia tendría su origen en la inducción de condiciones de estrés 

proliferativo en el proceso de eritropoyesis, afectando a la división de los eritroblastos y al 

proceso de enucleación (Tweats et al., 2007a). Esta hipótesis, no obstante, parece basarse en 

evidencias indirectas y, hasta la fecha, no parecen existir evidencias experimentales directas 

que relacionen la formación de MN bajo condiciones de hipotermia con la estimulación de la 

eritropoyesis. La realización de estudios que investiguen con mayor detalle este posible 

mecanismo parece por lo tanto ciertamente necesaria. 

En cualquier caso, la confirmación de que la formación de MN bajo condiciones de 

hipotermia es un efecto secundario a la inducción de hipotermia, y no una consecuencia de la 

interacción de la sustancia evaluada con el DNA, hace que la obtención de un resultado 

positivo sea de cuestionable significación biológica.  
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2. OBJETIVOS 

Esta Tesis se enmarca en el contexto de las líneas de investigación desarrolladas en el 

Departamento de Toxicología de la empresa farmacéutica ESTEVE y el Departament de 

Genètica i de Microbiologia de la Universitat Autònoma de Barcelona, dirigidas a valorar el 

potencial genotóxico de una serie de fármacos experimentales con afinidad por el receptor σ1 

pertenecientes a la clase química de los derivados de feniltetrahidropiridinil butilazolina, y a 

la dilucidación de posibles mecanismos indirectos de genotoxicidad susceptibles de inducir 

falsos resultados positivos en el ensayo in vivo de MN en ratón. En este contexto, los 

objetivos concretos propuestos en este trabajo son los siguientes: 

1.- Estudiar el posible potencial genotóxico del fármaco experimental E-5842, mediante la 

realización de una batería de ensayos in vitro e in vivo de genotoxicidad.  

2.- Estudiar el efecto de la administración oral de E-5842 sobre la temperatura corporal en ratón, 

así como la posible relación entre el efecto hipotérmico inducido tras la administración de E-

5842 y el incremento de la frecuencia de EPCMN en médula ósea. 

3.- Establecer el posible mecanismo implicado en la inducción de EPCMN bajo condiciones de 

hipotermia inducida tras la administración de E-5842, mediante la determinación del tamaño 

relativo de los MN. 

4.- Estudiar el posible potencial genotóxico de los fármacos experimentales A, B y C 

mediante una batería de ensayos in vitro e in vivo de genotoxicidad, y determinar la posible 

existencia de efectos de clase atribuibles a su diana farmacológica de acción, el receptor σ1, o 

derivados de su estructura química común de feniltetrahidropiridinil butilazolina. 

5.- Estudiar la implicación del receptor σ1 en la inducción de condiciones de hipotermia 

intensa y prolongada, asociadas a la formación de MN en eritrocitos de roedor, mediante la 

utilización de animales transgénicos knockout para el receptor σ1. 

6.- Contribuir a la investigación del mecanismo subyacente a la inducción de EPCMN bajo 

condiciones de hipotermia, estudiando la posible existencia de un mecanismo de estimulación 

de la eritropoyesis. 

7.- Valorar el potencial riesgo genotóxico de la utilización clínica de los fármacos 

experimentales E-5842, A, B y C. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

En este apartado se hace una breve descripción de los materiales y métodos empleados en la 

realización de los diferentes estudios. Una descripción más detallada de éstos consta en los 

apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes artículos.  

3.1. Sustancias 

3.1.1. Sustancias de ensayo  

Los siguientes fármacos experimentales fueron sintetizados en el Departamento de Síntesis 

Química de la empresa farmacéutica ESTEVE (Barcelona, España): 

• 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). 

• Compuesto A (4-(4-clorofenil)-l-[4-(4-cloro-1H-pirazol-1-il)butil]-1,2,3,6-tetrahidro-

piridina, 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)fenil]piridina, CAS 177945-14-1). 

• 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 así minimizada la probabilidad de detectar efectos asociados a la presencia de 

impurezas. 

La sustancia E-5842 se ensayó 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 

vehículo utilizado en la formulación de la correspondiente sustancia de ensayo. Los vehículos 

empleados fueron seleccionados en función de las propiedades fisicoquímicas y de solubilidad 

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

estudios realizados. 

Tabla 3.1. Vehículos empleados como control negativo de referencia. 

 

Sustancia de ensayo Estudio Vehículo 

E-5842 Test de Ames Agua 

 ML Agua 

 AbCr Agua 

 MN en ratón Agua 

 MN en hígado de rata Agua 

Compuesto A Test de Ames DMSO 

 ML DMSO 

 MN en ratón Agua 

Compuesto B Test de Ames Agua 

 ML Agua 

 MN en ratón Metilcelulosa 1% 

Compuesto C Test de Ames Dimetilformamida 

 ML Agua 

 MN en ratón Agua 

 

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

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

Aldrich). Para su administración, la clorpromazina se disolvió en suero fisiológico. 

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 genotóxico. 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 Vehículo Estudio Referencia 

2-aminoantraceno (AAN),  
Sigma-Aldrich 

DMSO Ames Artículos 1, 3 

2-nitrofluoreno (2NF), 
Koch-Light, Sigma-Aldrich 

DMSO Ames Artículos 1, 3 

4-nitro-O-fenilenodiamina (NOPD), 
Sigma- Aldrich 

DMSO Ames Artículo 3 

9-aminoacridina (AAC), 
Koch-Light 

DMSO Ames Artículos 1, 3 

Azida sódica (NaN3), 
Sigma-Aldrich 

Agua Ames Artículos 1,3 

Benzo(a)pireno (BP), 
Sigma-Aldrich 

DMSO ML Artículos 1, 3 

Ciclofosfamida (CP), 
Sigma-Aldrich 

Agua MN en ratón Artículos 1, 3, 4, 5 
Anexo 1 

 Suero 
fisiológico 

MN en ratón (dosis 
repetida) 

Artículo 1 
 

 DMSO AbCr Artículo 1 

Colchicina, 
Sigma-Aldrich 

Suero 
fisiológico 

MN en ratón Anexo 1 

Dimetilnitrosamina (DMN), 
Sigma-Aldrich 

Agua MN hígado de rata Artículo 1 
 

Mitomicina C (MMC), 
BDH 

Agua MN en ratón Artículo 3 
 

Oxido de 4-nitroquinolina (NQ), 
Sigma-Aldrich, Fluka 

DMSO Ames Artículos 1, 3 

 DMSO AbCr, ML Artículo 1 

 

3.1.3. Formulación y administración de sustancias 

Las soluciones y suspensiones de las sustancias de ensayo, así como de las sustancias de 

referencia, se prepararon justo antes de su administración a los animales o a los cultivos 

celulares. Los volúmenes de administración y concentraciones ensayadas constan en los 

apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes artículos. En los estudios in vivo, los 

animales fueron pesados inmediatamente antes de la administración y recibieron el volumen de 

vehículo, 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 exógeno de activación metabólica 

(fracción microsomal S9 de hígado de rata). 

 

3.2.1. Test de Ames 

Los ensayos de mutación génica en bacterias fueron realizados según las recomendaciones de 

Maron y Ames (1983) y siguiendo el protocolo experimental establecido en la directriz de la 

OCDE nº 471 (OECD, 1997a). De forma breve, cepas de Salmonella typhimurium (TA98, 

TA100, TA1535, TA1537) y de Escherichia coli (WP2 uvrA pKM101) auxotróficas para 

histidina y triptófano, respectivamente, fueron expuestas a las sustancias de ensayo, o a sus 

correspondientes controles vehículo y positivos. Las concentraciones finales así como las 

condiciones experimentales ensayadas constan en los apartados de Materiales y Métodos de los 

correspondientes artículos (Artículos 1 y 3). Tras un periodo de incubación de 48-72 h a 37 ºC en 

oscuridad, se procedió al recuento de colonias revertientes. 

 

3.2.2. Ensayo del linfoma de ratón 

Los ensayos de mutación génica en células de linfoma de ratón se llevaron a cabo según el 

método de fluctuación en placas de 96 pocillos (Cole et al., 1990) y siguiendo el protocolo 

experimental establecido en la directriz de la OCDE nº 476 (OECD, 1997d). De forma breve, 

células L5178Y tk+/- de linfoma de ratón fueron expuestas a las sustancias de ensayo, o a sus 

correspondientes controles vehículo y positivos. Las concentraciones finales y condiciones 

experimentales ensayadas constan en los apartados de Materiales y Métodos de los 

correspondientes artículos (Artículos 1 y 3). Tras un periodo de exposición de 3 ó 24 h, las 

células se cultivaron en placas de 96 pocillos durante 8 días (37 ºC, 5% CO2) para la 

determinación de valores de citotoxicidad, y durante 10-12 días (tras un periodo de expresión de 

2 días) para la determinación de la frecuencia de mutación.  
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3.2.3. Ensayo de aberraciones cromosómicas 

El ensayo de AbCr fue realizado siguiendo la metodología descrita por Dean y Danford 

(1984) y siguiendo el protocolo experimental establecido en la directriz de la OCDE nº 473 

(OECD, 1983). De forma breve, linfocitos de sangre periférica humana en estado de 

proliferación mediante estimulación con fitohemaglutinina, fueron expuestos a la sustancia en 

estudio, o a sus correspondientes controles vehículo y positivos. Tras un periodo de exposición 

de 3 ó 20 h, y el correspondiente periodo de recuperación, se obtuvieron preparaciones de 

metafases para su examen al microscópico óptico (x200 – x1000), con la finalidad de detectar la 

presencia de aberraciones cromosómicas. 

 

3.3. Ensayos in vivo de genotoxicidad 

Todos los procedimientos en los que han estado implicados animales se han realizado en 

conformidad con la Guía 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 

Ratón  Albino Swiss CFLP Harlan Interfauna Ibérica Artículo 1 

 CD-1 Charles River UK Artículos 1, 3 

  Harlan UK Artículo 3, Anexo 1 

  Harlan Interfauna Iberica Artículos 4, 5 

 σ1R-KO (CD-1) Colonia de cría ESTEVE Artículo 4 

Rata Wistar Charles River UK  Artículo 1 

 

3.3.1. Animales y alojamiento 

Los animales fueron alojados en salas acondicionas con valores de temperatura y humedad 

relativa fijados a 22 ºC y 50%, respectivamente, un flujo constante de renovación de aire, y 

una iluminación 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 interacción social de los animales durante las fases de aclimatación y tratamiento. En el 

caso particular de los ratones macho empleados para la determinación 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 micronúcleos en ratón 

Los ensayos de MN en ratón fueron realizados según el método descrito por Schmid (1975). 

En el caso particular de los ensayos de normativa realizados como parte del programa de 

desarrollo preclínico para el registro farmacéutico (Artículos 1 y 3), éstos fueron realizados 

según el protocolo experimental establecido en la directriz de la OCDE nº 474 (OECD, 

1997c). De forma breve, los animales fueron tratados con las sustancias de estudio, o con sus 

correspondientes controles vehículo y positivos. En los tiempos seleccionados, los animales 

fueron sacrificados para la obtención de muestras de médula ósea. En el caso del ensayo de MN 

en sangre circulante, se obtuvieron muestras de sangre periférica antes del sacrificio de los 

animales. Los tamaños de grupo, vías de administración, dosis administradas y tiempos de 

muestreo o sacrificio constan en los apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes 

artículos. 

En los ensayos de normativa (Artículos 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 administración de E-5842 (Artículo 

1), en el resto de estudios se emplearon exclusivamente ratones macho. Está descrito que este 

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

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

Los ratones transgénicos deficientes para el gen del receptor σ1 (σ1R-KO) se obtuvieron de la 

colonia de cría de la empresa farmacéutica ESTEVE. El proceso de obtención y 

caracterización de esta cepa de ratón ha sido ampliamente descrita (Langa et al., 2003). De 

forma breve, el gen que codifica el receptor σ1 fue inactivado en células madre embrionarias 

(ES) R1 de ratón mediante la técnica de recombinación homóloga. Células ES knockout (KO) 

para el receptor σ1 fueron agregadas a mórulas de 8 células de ratones CD-1 no 
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consanguíneos. Las quimeras viables fueron apareadas con animales CD-1 no consanguíneos, 

y los animales homozigóticos mutantes para el receptor σ1 fueron expandidos. La colonia de 

cría de ratones σ1R-KO se obtuvo a partir de la cepa original CD-1 x 129Sv mediante 

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

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

características: 

 
• Forma redondeada con un contorno claramente definido. 

• Fuertemente teñido y con una coloración similar al núcleo de otras células (en el caso de 

eritrocitos) o al núcleo celular (en el caso de hepatocitos). 

•  Fuerte fluorescencia verde-amarilla en la tinción 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 micronúcleos en médula ósea 

En los tiempos indicados en los apartados de Materiales y Métodos de los diferentes artículos, 

los animales fueron sacrificados mediante dislocación cervical. Se extrajo la médula ósea de 

los dos fémures mediante una aguja desechable y se efectuó una extensión directa sobre un 

portaobjetos que contenía una gota de suero fetal bovino. Las extensiones se fijaron con 

metanol durante 5 min y, una vez secas, se tiñeron 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 óptico (x400 – x1000) bajo código. Para cada animal se determinó la 

relación entre EPC y ENC mediante el examen de un mínimo de 1000 eritrocitos totales. Se 

examinaron un total de 2000 EPC por animal registrándose el número de ellos que presentaban 

MN. 

 

3.3.2.2 Ensayo de micronúcleos en sangre periférica 

En el tiempo indicado (Artículo 4, Materiales y Métodos) se obtuvieron muestras de sangre 

periférica (5 μL) por punción de una vena de la cola, siendo teñidas mediante tinción 

supravital con NA (Hayashi et al., 1990). De forma breve, se mezclaron 5 μL de sangre con 

10 μL de una solución 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 µL de una solución de NA (1 mg/mL, 

en agua). Las preparaciones fueron examinadas bajo código con un microscopio de 

epifluorescencia (x400) con un filtro dicroico (filtro de excitación 450-490 nm, filtro barrera 520 

nm), registrándose para cada animal el número de RET presentes en 1000 eritrocitos y el 

número de MN en 2000 RET. El recuento de RET se limitó a los tipos I, II y III (Vander et 

al., 1963). 

 

3.3.3. Ensayo de micronúcleos en hígado de rata 

Los animales fueron administrados 24 h antes y 24 h después (E-5842 y control vehículo) de una 

hepatectomía parcial consistente en la extirpación, bajo anestesia con halotano, de los lóbulos 

hepáticos medio y lateral izquierdo. La hepatectomía y la doble administración tienen como 

objetivo inducir la proliferación de los hepatocitos y maximizar el potencial de detección de 

efectos genotóxicos, respectivamente. En los tiempos de muestreo indicados en el apartado de 

Materiales y Métodos (Artículo 1) los animales fueron anestesiados profundamente con 

halotano, y se procedió a la disgregación del hígado mediante la técnica de perfusión en dos fases 

para la obtención de una suspensión de hepatocitos (Seglen, 1976). Se obtuvieron extensiones 

que se tiñeron con reactivo de Schiff (30 min) y colorante light green al 1% (1 min). Las 

preparaciones se examinaron al microscopio óptico (x1000) bajo código, examinándose la 

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

 

3.3.4. Valoración de la temperatura corporal 

En los tiempos indicados en los apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes 

artículos, se registró la temperatura corporal de los animales mediante la inserción rectal de 

una sonda térmica (Modelo 443, Selecta) conectada a un termómetro 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  registró la temperatura aproximadamente a los 5 segundos de 

estabilizarse la lectura.  
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3.3.5. Inhibición del efecto hipotérmico 

Para inhibir el descenso de la temperatura corporal producido por la administración de E-5842 

los animales fueron expuestos a condiciones de temperatura ambiental aumentada, aislándose 

así el efecto hipotérmico del posible efecto del E-5842 sobre las células de la médula ósea 

(Anexo 1). Para ello, tras la administración los animales fueron introducidos en una estufa de 

aire caliente (Modelo 381, Selecta), con una temperatura ambiental interna de 

aproximadamente 30 ºC y 30% de humedad relativa. Transcurridas 24 h, los animales fueron 

mantenidos bajo condiciones normales de temperatura ambiental (22 ºC). 

 

3.3.6. Examen morfológico de los micronúcleos 

La inducción de MN con un tamaño relativo grande se considera un indicador de posible 

efecto aneugénico, y la determinación del área o diámetro relativo de los MN han mostrado 

ser métodos válidos para distinguir el posible origen aneunógeno o clastógeno de los mismos 

(Yamamoto y Kikuchi, 1980; Vanparys et al., 1990; Van Hummelen et al., 1992). Las 

extensiones de médula ósea evaluadas (Anexo 1) fueron examinadas al microscopio óptico 

(x1000), obteniéndose de cada animal imágenes digitales de 30 EPCMN mediante una cámara 

fotográfica digital (Olympus DP11). Las imágenes digitales se procesaron mediante el 

software de tratamiento de imagen SigmaScan Pro 5.0.0 (SPSS Inc.), obteniéndose los valores 

de diámetro (d) y área (a) de cada MN, así como de diámetro (D) y área (A) del eritrocito que 

lo contenía. Con estos datos se establecieron los correspondientes valores de diámetro y área 

relativa de MN. Para cada grupo de tratamiento se estableció, el patrón de distribución de los 

valores de área relativa de MN según el procedimiento descrito por Vanparys y colaboradores 

(1990), así como la presencia de MN de “tamaño relativo grande” según el criterio de 

Yamamoto y Kikuchi  ("d ≥ ¼D") (Yamamoto y Kikuchi, 1980). 

 

3.3.7. Determinación de los niveles de eritropoyetina en sangre 

En los tiempos indicados (Artículo 5, Materiales y Métodos) los animales fueron anestesiados 

profundamente mediante inhalación con isofluorano, obteniéndose mediante punción cardíaca 

muestras de sangre (0,5 mL) para la determinación de niveles de EPO. Las muestras se 

dejaron coagular durante 2 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras centrifugar durante 
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20 min a 1000 x g se obtuvo el suero, que fue congelado a -20 ºC hasta su procesamiento. 

Para la determinación de los niveles de EPO, las muestras de suero fueron valoradas mediante 

el kit de inmunoensayo enzimático (ELISA) “Quantikine mouse EPO Immunoassay kit” 

(R&D Systems Inc., Minneapolis, USA), según las instrucciones del fabricante. Con el 

estándar interno (EPO de ratón) se obtuvieron valores lineales de concentración de EPO 

comprendidos entre 47 y 3000 pg/mL, presentando la recta patrón un coeficiente de regresión 

de 0,998 (figura 3.1). Los valores de absorbancia obtenidos con las muestras experimentales 

(Abs450 nm - Abs570 nm) fueron extrapolados sobre la recta patrón, obteniéndose así los valores 

experimentales de niveles de EPO en suero. 
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Figura 3.1. Recta patrón del estándar interno de EPO (47 – 3000 pg/mL). 

 

3.4. Análisis estadístico y evaluación de resultados  

Tal como se indica en los apartados de Materiales y Métodos de los correspondientes artículos, a 

partir de los valores individuales de los parámetros evaluados se calcularon los valores medios y 

sus desviaciones estándar, 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 vehículo. Los datos fueron procesados mediante el software de 

análisis estadísticos SAS/STAT® versión 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). En la tabla 

3.4. se muestran los diferentes ensayos estadísticos realizados, así como el criterio de 

significación estadística aplicado para la designación de resultado positivo. 
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Tabla 3.4. Análisis estadístico y evaluación de resultados. 

 

Ensayo Parámetro evaluado Ensayo estadístico Resultado 
positivo 

Ames Nº de colonias revertientes ANOVA, Test de Dunnett A P< 0,01 

ML Frecuencia de mutación ANOVA, Test de Dunnett A p< 0,05 

AbCr Nº de metafases con 
aberraciones cromosómicas 

Test exacto de Fisher B  p< 0,05 

MN en ratón EPCMN ANOVA, Test de Dunnett A, D p< 0,05 

 RETMN ANOVA, Test de Dunnett A, D p< 0,05 

 MN con “d ≥ ¼D” ANOVA, Test de Dunnett A  p< 0,05 

MN hepatocitos 
de rata 

Hepatocitos con MN Ji-cuadrado C   

Temperatura 
corporal 

Diferencias entre 
tratamientos 

ANOVA de dos factores 
(tratamiento y tiempo), Test 
de Dunnett A 

p< 0,05 

 Diferencias entre 
tratamientos y cepas de 
ratón 

ANOVA de tres factores 
(tratamiento, tiempo y cepa), 
Test de Dunnett A 

p< 0,05 

EPO Niveles de EPO en sangre ANOVA, Test de Dunnett A p< 0,05  

A (Dunnett, 1955); B (Richardson et al., 1989); C (Lovell et al., 1989); D Previa transformación 
en rangos. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Resumen del contenido del artículo 1 

Assessment  of the genotoxic potential of  the antipsychotic sigma  receptor ligand 

E-5842. 

El E-5842 es un fármaco experimental con afinidad por el receptor σ1, seleccionado para su 

desarrollado como posible agente antipsicótico para el tratamiento de la esquizofrenia. El 

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

De acuerdo con los requerimientos establecidos por las autoridades reguladoras para la 

valoración del potencial genotóxico de productos farmacéuticos, el E-5842 fue evaluado 

mediante una extensa batería de ensayos in vitro e in vivo de genotoxicidad (ICH S2B, 1997). 

Estos incluyeron un ensayo in vitro de mutación génica en bacterias (test de Ames), un ensayo 

in vitro de mutación génica y aberraciones cromosómicas en células de mamífero (ensayo del 

ML), un ensayo in vitro de AbCr en linfocitos humanos, dos ensayos in vivo de MN en 

eritrocitos de médula ósea de ratón tras administración oral a dosis única y dosis repetida, 

respectivamente, y un ensayo in vivo de MN en hígado de rata tras administración 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 ratón tras la administración a dosis única, observándose incrementos en la 

frecuencia de aberraciones cromosómicas y EPCMN, respectivamente. El E-5842 demostró 

carecer de potencial genotóxico en el test de Ames, en el ensayo del ML, y en los ensayos in 

vivo de MN en hígado de rata y en médula ósea de ratón tras administración repetida. El 

incremento en la frecuencia de aberraciones cromosómicas observado en el ensayo in vitro 

con linfocitos humanos se considera atribuible a condiciones de toxicidad excesiva, y carente 

de relevancia biológica. Estudios complementarios (ver Anexo 1) han demostrado que el 

incremento en la frecuencia de EPCMN observado en el ensayo de MN en ratón con 

administración única, se produce como un efecto secundario a la inducción de hipotermia tras 

la administración de E-5842. 

El peso de las pruebas experimentales obtenidas en los diferentes ensayos in vivo e in vitro 

realizados, indica que la exposición de pacientes al fármaco experimental E-5842 bajo 

condiciones clínicas de uso, no debería representar ningún riesgo genotóxico. 
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4.2. Resumen del contenido del artículo 2 
 
Induction of micronuclei in mouse bone-marrow erythrocytes in association with 
hypothermia after administration of the sigma receptor ligand E-5842. 
 

El fármaco experimental E-5842 ha mostrado inducir un ligero incremento en la frecuencia de 

EPCMN en el ensayo de MN en médula ósea de ratón (ver Artículo 1). Este efecto fue 

considerado atípico por producirse a una dosis intermedia (200 mg/Kg) y a un tiempo de 

muestreo tardío (48 h). La observación de que los animales se mostraban fríos al tacto hizo 

sospechar en la existencia de un posible efecto hipotérmico. La inducción de hipotermia se 

considera un posible factor de confusión en la realización e interpretación del ensayo de MN 

en roedor, en cuanto que condiciones de hipotermia intensa y prolongada se han asociado a 

incrementos en la formación de MN en eritrocitos de roedor (COM, 2003; EMEA, 2006; 

Tweats et al., 2007a). 

El presente trabajo constó de dos estudios. En el primero, se estudió el efecto de la 

administración oral de E-5842 sobre la temperatura corporal en ratón y sobre la frecuencia de 

EPCMN en médula ósea. En el segundo estudio, se evaluó el efecto que la reversión de la 

hipotermia producida por la administración de E-5842 tenía sobre la frecuencia de EPCMN. 

Asimismo, se estudió el tamaño relativo de los MN inducidos con el fin de establecer su 

posible origen clastogénico o aneugénico. 

Los resultados obtenidos confirman que la administración oral de E-5842 produce hipotermia 

en ratones, aumentando la intensidad y duración 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 ósea (48 h), confirmando los resultados obtenidos previamente en este 

ensayo in vivo (ver Artículo 1). Al evitar el efecto hipotérmico mediante la exposición de los 

animales a condiciones de temperatura ambiental aumentada (30 ºC, 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 administración de E-5842, 

y no a una actividad genotóxica intrínseca de este fármaco experimental. 

El contenido de este artículo consta en el Anexo 1. 
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ARTÍCULO 2 

 

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

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

 

Guzmán A., García C., Marín A.P., Ruiz M.T., Tortajada A., Fernández de Henestrosa A.R. 

 

Mutat. Res. 2004: 565 11-22. 

 

Ver Anexo 1. 
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4.3. Resumen del contenido del artículo 3 
 
Evaluation of the genotoxic potential of three phenyltetrahydropyridinyl butylazole-
derived sigma-receptor ligand drug candidates. 
 

Como parte del programa de investigación realizado en ESTEVE para la síntesis de nuevos 

fármacos con afinidad por el receptor σ, se obtuvieron una serie de análogos estructurales del 

E-5842 derivados de la estructura común de feniltetrahidropiridinil butilazolina (FTHPB). 

Entre los productos sintetizados destacaron los fármacos experimentales A, B y C, 

seleccionados para su desarrollo por su perfil de actividad en modelos preclínicos de actividad 

farmacológica. 

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial genotóxico de los fármacos experimentales 

A, B y C, mediante la realización de una batería de ensayos in vitro e in vivo de 

genotoxicidad, de acuerdo con los requerimientos establecidos por las autoridades reguladoras 

(ICH S2B, 1997). Los tres fármacos fueron evaluados en el ensayo in vitro de mutación 

génica en bacterias (test de Ames), el ensayo in vitro de mutación génica y aberraciones 

cromosómicas en células de mamífero (ML), y el ensayo in vivo de MN en eritrocitos de 

médula ósea de ratón tras administración oral a dosis única. Junto a la valoración del potencial 

genotóxico, los estudios realizados tenían como objetivo comprobar la existencia de posibles 

efectos de clase, derivados de su diana farmacológica común (el receptor σ1), o de su similar 

estructura química derivada de la FTHPB. 

De los resultados obtenidos se concluye que los fármacos experimentales A, B y C carecen de 

potencial genotóxico en los ensayos in vitro e in vivo realizados, lo que sugiere que la 

exposición a estos fármacos bajo condiciones clínicas de uso no representa riesgo genotóxico. 

En el ensayo in vivo de MN en ratón, la administración oral de los fármacos A, B y C produce 

un claro descenso de la temperatura corporal a las dosis superiores ensayadas, siendo la 

intensidad y duración del efecto hipotérmico claramente inferiores a la inducida por el E-

5842. Nuestros resultados sugieren que para esta serie química de ligandos para el receptor 

σ1, la inducción de hipotermia tras la administración oral en ratón podría constituir un posible 

efecto de clase. No obstante, la inducción de incrementos en la frecuencia de EPCMN como 

efecto secundario a la inducción de hipotermia parece ser un efecto aislado del E-5842 y no 

un efecto de clase de los ligandos para el receptor σ1 derivados de FTHPB. 
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4.4. Resumen del contenido del artículo 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 fármaco 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 ósea de ratón (ver Anexo 1). La posible implicación del receptor σ1 en la inducción de 

hipotermia por E-5842 fue considerada factible, generando preocupación sobre la 

introducción de un factor de confusión en la valoración del potencial genotóxico de otros 

fármacos experimentales con afinidad por el receptor σ1, en este ensayo in vivo de 

genotoxicidad. En este sentido, los fármacos experimentales A, B y C, análogos estructurales 

del E-5842 y con similar afinidad por el receptor σ1, también han mostrado inducir hipotermia 

tras su administración oral en ratón (ver Artículo 3). La intensidad y duración del efecto 

hipotérmico inducido por estos fármacos fue inferior al producido por el E-5842, no pudiendo 

descartarse la implicación de posible factores farmacocinéticos o metabólicos en esta 

diferente actividad hipotérmica. 

El objetivo de este estudio fue comprobar la contribución del receptor σ1 en la inducción de 

condiciones de hipotermia asociadas a incrementos en la formación de MN en eritrocitos de 

ratón. Para ello, se estudió el efecto de la administración de E-5842 (200 mg/Kg) sobre la 

temperatura corporal y la frecuencia de EPCMN en médula ósea y de RETMN en sangre 

circulante en ratones knockout para el receptor σ1 (σ1R-KO). La utilización de este modelo de 

animal transgénico deficiente para el receptor σ1 permitió de forma simultánea valorar la 

posible contribución de cualquier hipotético metabolito con afinidad por el receptor σ1.  

Los resultados obtenidos muestran que los animales σ1R-KO responden a la administración 

de E-5842 de forma similar a los animales silvestres (WT), observándose 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 inducción de condiciones de hipotermia 

asociadas a la formación de EPCMN no está mediada por la interacción del E-5842 con el 

receptor σ1, descartando así la posible existencia de un efecto de clase de los ligandos para el 

receptor σ1. 
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4.5. Resumen del contenido del artículo 5 
 
Formation of micronucleated erythrocytes in mouse bone-marrow under conditions 
of hypothermia is not associated with stimulation of erythropoiesis. 
 

La inducción de condiciones de hipotermia intensa y prolongada en ratón está asociada a 

incrementos en la formación de EPCMN en médula ósea. Fármacos 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 inducción 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 formación de EPCMN bajo condiciones de 

hipotermia. La hipótesis más destacada sugiere que la formación de MN podría ser atribuible 

a la alteración del huso mitótico como consecuencia de la baja temperatura (Asanami y 

Shimono, 1997b). Una segunda hipótesis más reciente, sugiere que el incremento en la 

formación de MN bajo condiciones de hipotermia se produce como consecuencia de la 

estimulación de la eritropoyesis (Bundy et al., 2004; Tweats et al., 2007a). Ésta se produciría 

debido al incremento en la secreción de EPO, como consecuencia del descenso de los niveles 

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

El objetivo de este trabajo fue comprobar si la inducción de EPCMN bajo condiciones de 

hipotermia está asociada a una estimulación de la eritropoyesis. Para ello se determinaron los 

niveles de EPO en sangre tras la inducción de condiciones de hipotermia asociadas a la 

formación de EPCMN, mediante la administración de E-5842 (200 mg/Kg) o clorpromazina 

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

Los resultados obtenidos muestran que el incremento en la formación de EPCMN en médula 

ósea de ratón bajo condiciones de hipotermia, tras la administración de E-5842 o 

clorpromazina, no está 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 formación de MN en 

eritrocitos de roedor bajo condiciones de hipotermia no se produce como consecuencia de una 

estimulación de la eritropoyesis. 
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4.6. Discusión general de los resultados 

4.6.1. Valoración del potencial genotóxico del E-5842 y de los compuestos A, B y C  

La inducción de daño genotóxico se considera un suceso implicado en la inducción de cáncer 

y defectos hereditarios, así como en la de toda una serie de enfermedades humanas de origen 

genético. Los ensayos de genotoxicidad desempeñan un papel fundamental en la 

determinación del potencial genotóxico de las sustancias químicas, y en el caso particular de 

los productos farmacéuticos, esta valoración adquiere una especial relevancia por cuanto 

implica la exposición intencionada de seres humanos. De acuerdo con la normativa vigente, la 

valoración del potencial genotóxico de un fármaco requiere la realización de una batería de 

ensayos in vitro e in vivo. Este requerimiento se fundamenta sobre el concepto de que ningún 

ensayo, de forma aislada, puede detectar todos los agentes genotóxicos dado los diferentes 

niveles estructurales y múltiples mecanismos de interacción con el DNA que existen, por lo 

que la utilización de una batería de ensayos reduce el riesgo de que sustancias con capacidad 

genotóxica no sean detectadas (ICH S2B, 1997).  

De acuerdo con los actuales requerimientos normativos, los fármacos experimentales E-5842, 

A, B y C, todos ellos derivados de la estructura común de la FTHPB y con afinidad por el 

receptor σ1, fueron evaluados mediante una serie de ensayos in vivo e in vitro que forman 

parte de la denominada batería estándar (ICH S2B, 1997). En el caso particular del E-5842, 

éste fue evaluado, además, en una serie de estudios in vivo e in vitro complementarios con el 

objetivo de clarificar la relevancia biológica de los resultados obtenidos en algunos de los 

ensayos de la batería estándar. 

Los cuatro fármacos evaluados demostraron carecer de potencial genotóxico in vitro en el 

ensayo del test de Ames (Artículo 1, tabla 1; Artículo 3, tabla 2), que evalúa la inducción de 

mutación génica en células procariotas, y en el ensayo del ML (Artículo 1, tabla 3; Artículo 3, 

tabla 3), que evalúa la inducción de mutación génica y aberraciones cromosómicas en células 

de mamífero. En ambos ensayos, los compuestos A, B y C presentaron un mayor grado de 

citotoxicidad en los tratamientos en ausencia de activación metabólica exógena (fracción S9), 

presentando el E-5842 una tendencia similar sólo en el ensayo del ML. Aunque esto podría 

sugerir una posible mayor toxicidad de los compuestos ensayados respecto a los posibles 

metabolitos generados, no se puede descartar la posible unión inespecífica de los compuestos, 

o posibles elementos reactivos, a los componentes del S9, principalmente proteínas (Kirkland 
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et al., 2007a). Los compuestos A y B, que tienen en el extremo de la cadena butílica un anillo 

de pirazol e imidazol, respectivamente, presentaron un mayor grado de toxicidad en bacterias 

y en células L5178Y de linfoma de ratón respecto a los dos compuestos portadores de un 

anillo de triazol, como son los compuestos C y E-5842. Este último, presentó un nivel de 

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

El fármaco E-5842 también se evaluó en el ensayo in vitro de AbCr en linfocitos humanos, 

observándose en este ensayo un claro efecto clastogénico tanto en ausencia como en presencia 

de fracción microsomal S9 (Artículo 1, tabla 2). El ensayo de AbCr se considera 

especialmente susceptible a la inducción, bajo condiciones de citoxicidad elevada o alteración 

de condiciones fisiológicas, de positivos carentes de significación biológica (Müller y Sofuni, 

2000b; Kirkland, 1992). En nuestro ensayo, el incremento en la frecuencia de aberraciones 

cromosómicas se observa aparentemente a concentraciones de moderada toxicidad (valorada a 

partir del índice mitótico) y en ausencia de variaciones significativas en los valores de pH y 

osmolaridad del medio de tratamiento por lo que, a priori, no parecería poder ser atribuido a 

efectos indirectos de genotoxicidad (Scott et al., 1991; Kirkland, 1992; Galloway et al., 1998; 

Müller y Sofuni, 2000b). 

Varias observaciones experimentales sugieren, no obstante, que los valores de índice mitótico 

podrían estar subestimando el grado real de toxicidad inducido por el E-5842 sobre los 

linfocitos humanos. En primer lugar, el patrón atípico observado en el índice mitótico 

(descenso inicial de los valores seguido de un posterior incremento al aumentar la 

concentración ensayada), sugiere la presencia de un proceso de acumulación mitótica 

(Artículo 1, figura 2). En este sentido, la concentración más alta ensayada carente de efecto 

clastogénico (300,7 µg/mL; 20 h en ausencia de S9) presentó un valor de índice mitótico del 

38% respecto al control vehículo, mientras que concentraciones superiores a éstas presentaron 

valores de índice mitótico mayores. Al ser un factor dependiente del tiempo de valoración, el 

valor de índice mitótico obtenido en un tiempo concreto puede no ser indicativo del 

crecimiento general de un cultivo, y pasa a ser un parámetro inexacto de valoración de 

citotoxicidad cuando existe un incremento en la actividad mitótica (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 acumulación 

mitótica, en cuanto que la alteración del ciclo celular es reconocida como una de las posibles 
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causas que pueden dar lugar a la formación de endorreduplicaciones y poliplodías (Galloway, 

2000). 

Asimismo, la relevancia biológica 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 mutación génica y/o efectos clastogénicos 

(Moore et al., 1985; Applegate et al., 1990; Combes et al., 1995; Mitchell et al., 1997). Como 

se discute más adelante, el efecto positivo en el ensayo in vitro de AbCr tampoco tuvo una 

correlación en los ensayos in vivo que valoraban la inducción de AbCr (en la forma de MN) 

en roedor. 

Aunque se desconoce el mecanismo mediante el cual el E-5842 induce el efecto de 

acumulación mitótica, varias evidencias experimentales hacen que no se pueda descartar la 

posible implicación del receptor σ. El receptor σ (tanto el σ1 como el σ2) se expresa en 

leucocitos humanos, sobre todo en linfocitos T y B, atribuyéndose a los ligandos σ un papel 

modulador de la función inmunitaria (Su et al., 1988; Wolfe, Jr. et al., 1988; Carr et al., 1991; 

Casellas et al., 1994). En condiciones in vitro, los agonistas σ inhiben la proliferación de 

linfocitos humanos estimulados con fitohemaglutinina, revertiendo los antagonistas σ esta 

inhibición (Carr et al., 1991). La capacidad de los ligandos σ de inhibir la proliferación de 

ciertas líneas tumorales se ha atribuido a la inducción de apoptosis y bloqueo del ciclo celular 

(Colabufo et al., 2004; Renaudo et al., 2004). El receptor σ1 aparentemente tiene una 

actividad antiapoptótica, induciendo los antagonistas σ1 apoptosis en células tumorales (Wang 

et al., 2005). Recientemente, se ha sugerido que los receptores σ1 juegan un papel en la 

organización del citoesqueleto de actina mediante el control del funcionamiento de proteínas 

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

En lo que se refiere a la valoración del potencial genotóxico in vivo, los fármacos 

experimentales A, B y C demostraron carecer de actividad genotóxica en el ensayo de MN en 

eritrocitos de médula ósea de ratón, tras administración única (Artículo 3, tabla 4). Por el 

contrario, la administración de E-5842 produjo un ligero incremento en la frecuencia de 

EPCMN (Artículo 1, tabla 4), excediendo el valor medio alcanzado (5,3‰) el límite superior 

del rango de valores medios del control histórico del laboratorio para la cepa de ratón en 

cuestión (1,1 – 3,3‰). Aunque en primera instancia este incremento puede parecer 

consistente con el resultado positivo obtenido en el ensayo in vitro de AbCr, el efecto 
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observado no se corresponde con el de un genotóxico clásico, ya que se produce a una dosis 

intermedia (200 mg/Kg), a un tiempo de muestreo tardío (48 h) y bajo condiciones asociadas 

a signos clínicos severos y mortalidad. 

Los ensayos in vivo complementarios realizados para valorar la relevancia biológica de este 

aparente resultado positivo indican que el E-5842 carece de actividad genotóxica in vivo. En 

el ensayo de MN en médula ósea de ratón tras la administración repetida de dosis no 

asociadas a toxicidad elevada, no se observaron incrementos en la frecuencia de EPCMN 

(Artículo 1, tabla 5). Tras la administración oral en rata de E-5842 tampoco se observaron 

incrementos en la formación de MN en hepatocitos, un tipo celular diferente a los 

eritroblastos y perteneciente a un órgano bien perfundido (Artículo 1, tabla 6). 

Nuestros estudios del efecto de la administración de E-5842 (200 mg/Kg) sobre la 

temperatura corporal en ratón han puesto de manifiesto que la formación 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 administración de E-5842 mediante la 

exposición de los animales a condiciones de temperatura ambiental aumentada (30 ºC, 24 h) 

la frecuencia de EPCMN revertía a valores basales (Anexo 1, figura 3 y tabla 2). Estos 

resultados indican que el incremento en la frecuencia de EPCMN tras la administración de E-

5842 es atribuible a la hipotermia y no a una actividad genotóxica intrínseca del E-5842. 

Efectos similares se han descrito para un número reducido de compuestos psicoactivos como 

la reserpina, la clorpromazina y el compuesto identificado con el código “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 ósea de ratón tras administración única, el peso de la evidencia 

experimental acumulada indica que el E-5842 carece de potencial genotóxico 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 biológica 

(Kirkland, 1992). La no relevancia biológica de este resultado queda reforzada por el amplio 

margen de seguridad existente entre las concentraciones sin efectos genotóxicos alcanzadas en 

los diferentes ensayos, y los niveles plasmáticos máximos alcanzables en humanos bajo 

condiciones clínicas de uso (tabla 4.1). En el caso particular del ensayo de MN en ratón, cabe 

presuponer que los niveles plasmáticos alcanzados en los animales tras la administración 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 exposición a E-5842 en las condiciones experimentales indicadas. 

 

Ensayo Concentración máxima 
con resultado negativo 

Múltiplo respecto a Cmax 
humana (19,1 ng/mL) 

AbCr 
300,7 μg/mL (-S9) 
173,2 μg/mL (+S9) 

15700 
9000 

ML 
535,1 μg/mL (-S9) 
891,8 μg/mL (+S9) 

28100 
46900 

Rata, MN en hígado 
(100 mg/Kg) 424,5 ng/mL 20 

Ratón, MN en médula 
ósea (40 mg/Kg) 2026,8 ng/mL 100 

Cmax humana: concentración máxima bajo condiciones de equilibrio tras 
administración repetida a la dosis máxima tolerada (10 mg/día). 

 

Los estudios in vivo realizados confirman que el incremento en los valores de EPCMN en 

médula ósea de ratón, tras la administración de una dosis única de E-5842 (200 mg/Kg), se 

produce como consecuencia secundaria a la inducción de hipotermia. El incremento en la 

formación de MN, por lo tanto, no se produce como consecuencia de una actividad 

genotóxica intrínseca del E-5842 sino mediante un mecanismo indirecto susceptible de 

presentar un umbral de efecto y de cuestionable extrapolación a condiciones clínicas en 

humanos. 

En resumen, los resultados obtenidos en la batería de estudios in vitro e in vivo realizados 

indican que los fármacos experimentales A, B, C y E-5842 carecen de potencial genotóxico, e 

indican que la exposición de pacientes a estas sustancias bajo condiciones clínicas de uso no 

representa riesgo genotóxico. Manteniendo presente la necesidad de evaluar el potencial 

genotóxico de cualquier nuevo fármaco, nuestros resultados sugieren que para la serie 

química de ligandos σ1 derivados de FTHPB, la posible presencia de potencial genotóxico no 

parece ser, a priori, un tema de especial preocupación. 
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4.6.2. Investigación del potencial de los ligandos σ1 derivados de FTHPB de 

inducir micronúcleos por hipotermia 

El descenso de la temperatura corporal es reconocido como un factor de confusión en la 

realización del ensayo de MN en eritrocitos de roedor (EMEA, 2006; Tweats et al., 2007a), 

en cuanto que la inducción de hipotermia intensa y prolongada está asociada a incrementos en 

la frecuencia de EPCMN en médula ósea en rata y ratón (Asanami y Shimono, 1997b; 2000; 

Asanami et al., 1998). 

Nuestros resultados ponen de manifiesto la capacidad de los cuatro fármacos experimentales 

evaluados de inducir condiciones de hipotermia tras su administración oral en ratón, lo que 

sugiere un efecto común a esta serie química de derivados de FTHPB con afinidad por el 

receptor σ1. No obstante, a pesar de la similitud en estructura química y afinidad hacia el 

receptor σ1 (tabla 1.3), el E-5842 se diferencia claramente del resto de derivados de FTHPB 

en su capacidad de producir hipotermia en ratón, presentando una mayor intensidad y 

duración de efecto (tabla 4.2). Destaca a este respecto el compuesto C, cuya única diferencia 

estructural respecto al E-5842 corresponde a la sustitución, en el grupo halógeno del anillo de 

benceno, de un átomo de flúor por uno de cloro. 

Tabla 4.2. Inducción de hipotermia en ratón tras administración oral. 

 

Hipotermia Sustancia Dosis 
(mg/Kg) Intensidad (ºC) 

(temperatura corporal)
Duración 

aproximada (h) 

Referencia 

E-5842 50 10,4 - 7,5 (26.2 - 28,7) 10 - 7 Anexo 1 (Exp. 1 y 2) 

 100 11,6 - 10,0 (24,3 - 26,2) 12 - 8 Anexo 1 (Exp. 1 y 2) 

 200 12,3 - 12,0 (23,9 -  24,2) 15 - 13 Anexo 1 (Exp. 1 y 2) 

  13,5/12,2 (25,1/25,4) ≥ 12 h Artículo 4 (WT/KO) 

  14,8 (22,9) ≥ 15 h Artículo 5 

 400 12,9 (23,3) ≥ 72 h Anexo 1 (Exp. 1) 

A 150 3,1 (35,2) 0 Artículo 3 

B 177 4,8 (33,5) 0 Artículo 3 

C 120 4,6 (33,7) 0 Artículo 3 

Clorpromazina 100 12,8 (24,9) ≥ 48 Artículo 5 

Intensidad: descenso máximo por debajo de la temperatura corporal basal. 
Duración: tiempo aproximado por debajo de 33 ºC. 
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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 dosificación inferiores a la DMT de los 

fármacos A, B y C, ha demostrado inducir hipotermia de mayor intensidad y duración (tabla 

4.2). Aparentemente, esta observación parece cuestionar una implicación relevante del 

receptor σ1 en la inducción de condiciones de hipotermia como las observadas tras la 

administración de E-5842. No obstante, la ausencia de datos experimentales comparativos 

sobre los niveles plasmáticos de exposición a los productos ensayados, o posibles metabolitos 

con actividad farmacológica, hace que no se pueda excluir la contribución de factores 

cinéticos, metabólicos o de distribución de tejidos sobre los diferentes potenciales 

hipotérmicos. 

Sólo en el caso del E-5842 el efecto hipotérmico ha estado acompañado de un incremento en 

la frecuencia de EPCMN en médula ósea. El efecto inducido tras la administración de la dosis 

de 200 mg/Kg (48 h), ha demostrado ser reproducible en diferentes ensayos y cepas de ratón 

(Albino Swiss CFLP, CD-1 y σ1R-KO). En los diferentes ensayos realizados, los valores 

medios de EPCMN alcanzados tras la administración de E-5842 (200 mg/Kg) han excedido el 

rango superior de valores históricos basales, con un factor de inducción de entre x1,9 y x4,2 

respecto al correspondiente control vehículo y alcanzando, en la mayoría de las ocasiones, 

significación estadística (p<0,05; ANOVA,  test de Dunnett) (Artículo 1, tabla 4; Artículo 4, 

tabla I; Artículo 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 exposición a condiciones de 

temperatura ambiental aumentada (30 ºC, 24 h), se induce la reversión 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 genotóxica intrínseca al E-5842. 

Si bien es de aceptación 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 científica. Tras los trabajos realizados por Asanami y colaboradores con los 

fármacos antipsicóticos reserpina (Asanami y Shimono, 1997b) y clorpromazina (Asanami et 

al., 1998), el E-5842 constituye el tercer ejemplo, citado en la literatura científica, de una 

sustancia capaz de inducir incrementos en la frecuencia de MN como efecto secundario a la 

inducción de hipotermia. De forma reciente, esta escueta lista se ha visto ampliada con un 
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cuarto compuesto químico identificado como “Covance compound No. 4” (Tweats et al., 

2007a). El patrón de inducción de EPCMN tras la administración de E-5842 (200 mg/Kg), 

con un incremento moderado por encima del valor basal y a un tiempo de muestreo tardío (≥ 

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 administración de los fármacos 

A, B y C, es consistente con la moderada intensidad y duración del efecto hipotérmico 

inducido por estos fármacos a su DMT. Para ninguno de ellos, los valores de temperatura 

corporal se han aproximado al umbral de efecto para la inducción de MN propuesto por 

Asanami y colaboradores tras sus experimentos con clorpromazina: una temperatura corporal 

inferior a 33 ºC durante un mínimo de 11 h (Asanami et al., 1998). En los diferentes 

experimentos realizados con E-5842, el efecto hipotérmico inducido tras la administración de 

la dosis 200 mg/Kg ha excedido el umbral de intensidad y duración propuesto por Asanami y 

colaboradores. Un patrón similar en cuanto a intensidad y duración de efecto hipotérmico, e 

inducción 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 última en nuestro ensayo (Artículo 5). 

Por otro lado, nuestros resultados ponen en contexto el concepto de umbral de efecto 

propuesto por Asanami y colaboradores, en cuanto que su superación no ha de estar 

necesariamente asociada a incrementos en la frecuencia de EPCMN. Cabe recordar la 

naturaleza empírica del valor propuesto por Asanami y colaboradores, al cual difícilmente 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 número relativamente reducido de eritrocitos. En este 

sentido, en uno de nuestros experimentos, la inducción de una temperatura corporal inferior a 

33 ºC durante aproximadamente 12 h, tras la administración 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 relación EPC/ENC) observados tras la 

administración de la dosis de 400 mg/Kg de E-5842 podrían 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 duración a la producida tras la administración de la dosis de 200 

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

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la inducción de condiciones de hipotermia 

tras administración oral en ratón, parece ser un efecto de clase de esta serie química de 

ligandos para el receptor σ1 derivados de la FTHPB. Esta actividad podría estar relacionada 

bien con su actividad farmacológica (unión al receptor σ1) o con alguna otra propiedad 

inherente a la estructura química común. No obstante, el incremento en la formación de 

EPCMN en médula ósea de ratón como consecuencia de la inducción de condiciones de 

hipotermia intensa y prolongada ha resultado ser un efecto exclusivo del fármaco 

experimental E-5842, no extensible al resto de derivados de la FTHPB con afinidad por el 

receptor σ1 evaluados. 

 

4.6.3. Investigación del mecanismo de inducción de hipotermia tras 

administración de E-5842 

La inducción de hipotermia en roedores es un efecto habitual en situaciones de intoxicación 

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 farmacológico. En el caso 

concreto de los fármacos con propiedades psicoactivas, la alteración de los mecanismos de 

regulación 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 fármacos 

de unirse a receptores de DA, 5-HT y α2-adrenérgicos, que se sabe están implicados en la 

regulación térmica en mamíferos (Ahlenius, 1999; Cryan et al., 1999; 2000; Oerther, 2000; 

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

Los resultados obtenidos con los fármacos experimentales A, B, C y E-5842 confirman la 

capacidad de esta serie química de derivados de FTHPB con afinidad por el receptor σ1, de 

inducir condiciones de hipotermia tras su administración oral en ratón. En el caso particular 

del E-5842, la fuerte hipotermia inducida está asociada a la inducción de incrementos en la 

frecuencia de EPCMN en médula ósea. Diferentes evidencias experimentales sugieren una 

posible implicación del receptor σ en los mecanismos de termorregulación en mamíferos. 

Entre éstos destaca la alta expresión del receptor σ1 en el núcleo hipotalámico (Bouchard y 
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Quirion, 1997), zona que se cree juega un papel fundamental en la regulación de la 

temperatura corporal (Boulant, 1981), y la capacidad de diversos ligandos σ de inducir 

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

2002). 

La posible implicación del receptor σ1 en la inducción por el E-5842 de condiciones de 

hipotermia asociadas a la formación de MN fue considerada de interés para la valoración del 

potencial genotóxico, mediante el ensayo de MN en roedor, de otros posibles fármacos 

experimentales con afinidad de unión para este receptor. 

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos con ratones KO para el receptor σ1 (σ1R-

KO) muestran que estos animales transgénicos responden al tratamiento con E-5842 de forma 

similar a los ratones WT. En ambas cepas de ratón, la administración de E-5842 (200 mg/Kg) 

produce un claro descenso de la temperatura corporal, siendo la intensidad y duración del 

efecto similar en ambas cepas (Artículo 4, figura 1). De forma consistente con el grado de 

hipotermia inducido, en ambas cepas se ha observado un incremento similar y 

estadísticamente significativo (p<0,05; ANOVA, test de Dunnett) de la frecuencia de EPCMN 

en médula ósea a las 48 h del tratamiento (Artículo 4, tabla 1). Estos resultados indican que la 

inducción de condiciones de hipotermia asociadas a la formación de MN tras la 

administración de E-5842, no precisa de la interacción de este fármaco con receptores σ1 

funcionales. 

Si bien nuestros resultados descartan la implicación del receptor σ1 en la inducción de 

condiciones de hipotermia intensa y prolongada tras la administración de E-5842, la 

hipotermia no parece atribuible a un simple efecto de toxicidad inespecífica. La rápida 

inducción del descenso de temperatura corporal tras la administración de E-5842, así como la 

respuesta dosis-dependiente observada (Anexo 1, figuras 2 y 3) presuponen la existencia de 

una posible alteración farmacológica en la función termoreguladora. El E-5842, junto a su alta 

afinidad de unión al receptor σ1, también ha mostrado presentar cierta afinidad hacia otros 

receptores del SNC como los de DA, 5-HT y α2-adrenérgicos (Guitart et al., 1998). La 

interacción del E-5842 con estos receptores, debido a la pérdida de selectividad como 

consecuencia de condiciones farmacocinéticas de exposición asociadas a la administración de 

dosis altas, podría ser un posible mecanismo responsable de su particular potencial 

hipotérmico. En este sentido, los fármacos en los que se ha observado la inducción de MN 
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como efecto secundario a la inducción de hipotermia corresponden, hasta la fecha, a fármacos 

con actividad sobre el SNC, lo que en cierta forma refuerza la idea del requisito de un 

componente de actividad farmacológica en el SNC. Asimismo, junto a la posible implicación 

de un efecto farmacológico sobre el proceso de termoregulación, la alta intensidad y duración 

del efecto hipotérmico producido sugiere que la alteración del proceso de termogénesis 

también podría estar contribuyendo a la inducción de hipotermia (Gordon et al., 2008). 

Los resultados obtenidos en nuestra investigación con ratones σ1R-KO también contribuyen a 

la caracterización del fenotipo de esta cepa de ratón transgénico. A pesar de la amplia 

distribución corporal de los receptores σ1, presentes en órganos como cerebro, corazón, 

pulmones, hígado, riñón, tracto intestinal y órganos reproductores (Matsumoto et al., 2003), 

los ratones deficientes para el receptor σ1 han mostrado ser viables reproductivamente, lo que 

sugiere que el receptor σ1 no es esencial para su desarrollo (Langa et al., 2003). Exceptuando 

la presencia de una respuesta disminuida frente a la inducción de estímulos dolorosos 

mediante formalina (Cendan et al., 2005), hasta la fecha no se han encontrado otras 

diferencias fenotípicas respecto a ratones WT. 

Nuestros resultados ponen de manifiesto que los ratones σ1R-KO presentan valores basales de 

EPC/ENC y EPCMN en médula ósea, 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 σ1R-

KO tras la administración de ciclofosfamida (25 mg/Kg) demuestran que esta cepa de ratón es 

metabólicamente competente en la bioactivación de esta sustancia clastogénica. En nuestra 

investigación, los animales σ1R-KO, a diferencia de los WT, presentaron un ligero incremento 

en la frecuencia de RETMN (48 h) tras la administración de E-5842 (Artículo 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 σ1R-KO, ya sea bajo condiciones basales o de 

hipotermia. 

En resumen, los resultados obtenidos en los experimentos realizados con ratones σ1R-KO 

indican que la inducción de condiciones de hipotermia intensa y prolongada asociadas a la 

formación de MN en ratón tras la administración de E-5842 (200 mg/Kg), no es atribuible a la 

interacción de este fármaco con el receptor σ1. En consecuencia, no cabe esperar que la 
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inducción de condiciones de hipotermia asociadas a la formación de EPCMN en ratón sea un 

efecto de clase de los fármacos con alta afinidad por el receptor σ1. 

 

4.6.4. Investigación del mecanismo de inducción de micronúcleos bajo 

condiciones de hipotermia 

La inducción de condiciones de hipotermia está asociada a incrementos en la frecuencia de 

EPCMN en el ensayo in vivo de MN en roedor. Para un número limitado de sustancias se ha 

descrito la inducción de incrementos moderados en la frecuencia de EPCMN en médula ósea 

de ratón, a tiempos de muestreo tardíos tras el tratamiento (≥ 48 h), como consecuencia de la 

inducción 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 fármaco experimental antipsicótico E-5842 (Anexo 1). Para todas 

ellas se ha demostrado que la formación de MN se revierte cuando se evitan las condiciones 

de hipotermia. 

Se han propuesto varios posibles mecanismos responsables de la inducción de MN en 

eritrocitos de roedor bajo condiciones de hipotermia. La hipótesis predominante corresponde 

a la propuesta por Asanami y Shimono, que atribuye el incremento en la formación de 

EPCMN a la interferencia de la baja temperatura con el correcto funcionamiento del huso 

mitótico (Asanami y Shimono, 1997b). Es sabido que condiciones de temperatura baja 

interfieren con la polimerización de los microtúbulos 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 formación de MN bajo condiciones de hipotermia 

podría producirse como consecuencia de una estimulación de la eritropoyesis, debido al 

descenso de los niveles de oxígeno en sangre ocasionados por el descenso de la temperatura 

corporal (Bundy et al., 2004; Tweats et al., 2007a). El proceso de eritropoyesis está regulado 

por la hormona glicoprotéica EPO. Incrementos en los niveles de EPO en sangre, bien por 

administración exógena (Yajima et al., 1993a; 1993b) o por estimulación de su secreción 

mediante inducción de anemia por sangrado o hemólisis química (Steinheider et al., 1985; 

Hirai et al., 1991), están asociados a incrementos en la formación de MN en eritrocitos de 

roedor. Bajo estas condiciones, el incremento en la formación de MN se atribuye a la 
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reducción del tiempo disponible para la reparación de daños espontáneos inducidos sobre el 

DNA, (Suzuki et al., 1989; Kirkland, 1991), la alteración de la formación del huso mitótico 

durante la división celular (Suzuki et al., 1993), y/o errores durante el proceso de enucleación 

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

La supuesta relación entre inducción de MN por hipotermia y estimulación de la eritropoyesis 

se basa, a nuestro entender, en una serie de evidencias indirectas, no existiendo hasta la fecha 

referencias en la literatura científica de estudios que evalúen de forma directa esta relación. 

Nuestros resultados muestran que el incremento en la formación de EPCMN en médula ósea 

producido bajo condiciones de hipotermia tras la administración oral en ratón de E-5842 (200 

mg/Kg) o clorpromazina (100 mg/Kg), no está asociado a incrementos en los niveles de EPO 

en sangre (Artículo 5, figura 2). Esto sugiere que el incremento en la frecuencia de EPCMN 

bajo condiciones de hipotermia no está mediado por la estimulación 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 síntesis de novo (Jelkmann, 1992). La síntesis de mRNA en 

riñón, el número de células renales intersticiales que sintetizan EPO y los niveles de EPO en 

sangre de ratón aumentan con el grado de anemia inducido (Bondurant y Koury, 1986; Koury 

et al., 1989b). Tras la inducción de anemia por sangrado en ratón, los  niveles máximos de 

mRNA en riñón se alcanzan entre 4 y 8 h tras el tratamiento, permaneciendo estables un 

mínimo de 24 h (Bondurant y Koury, 1986). En ratón, el incremento en la síntesis de mRNA 

en riñón suele preceder en 1-2 h al de EPO en sangre (Cai et al., 2003), estimándose una vida 

media de eliminación de 3 h para EPO exógena (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 (Artículo 5, figura 2). El nivel de inducción 

alcanzado a las 4 h (x6 sobre el valor basal) es consistente con valores citados en la literatura 

científica: x5 una hora tras un periodo de exposición de 4 h a una atmósfera con 6% de 

oxígeno (Suzuki et al., 2006), y x6 tras 6 h de exposición a una presión 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 sólo presentaron un ligero incremento en la frecuencia de EPCMN (48 h) (x2.6 

respecto al basal) (Artículo 5, tabla 1). Este efecto es consistente con el citado por otros 

autores tras la estimulación de la eritropoyesis mediante sangrado (x2,1) (Hirai et al., 1991) o 

administración de EPO (x3,0) (Yajima et al., 1993a; Yajima et al., 1993b). En ratón, la 

eritropoyesis medular se considera principalmente homeostática, 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 contribución de la 

eritropoyesis extramedular al conjunto eritrocitario, el grado de inducción de MN tras la 

estimulación de la eritropoyesis por sangrado, o administración de EPO, ha demostrado ser 

claramente superior en RET de sangre periférica que no en EPC de médula ósea, (Hirai et al., 

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

La inducción de MN de tamaño 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 tamaño relativo de los MN producidos bajo 

condiciones de hipotermia tras la administración de reserpina o de clorpromazina, sugiere un 

posible origen aneugénico (Asanami y Shimono, 1997b; Asanami et al., 1998). El examen 

morfológico  de los MN producidos  tras la  inducción de hipotermia por  administración de 

E-5842 (200 mg/Kg, 48 h), muestra la existencia de un patrón de distribución de área relativa 

de MN similar al inducido por la colchicina, un inhibidor de la proliferación de microtúbulos 

(Anexo 1, figura 4), así como un claro incremento en la proporción de EPCMN con MN de 

“tamaño relativo grande”, según el criterio de clasificación de Yamamoto y Kikuchi ("d ≥ 

¼D") (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 enucleación eritrocitaria. Junto a su 

función en el huso mitótico, los microtúbulos 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 enucleación eritrocitaria, contribuyendo al 

correcto posicionamiento del núcleo (Chasis et al., 1989; Koury et al., 1989a; Takano-

Ohmuro et al., 1996). Diferentes evidencias experimentales indican que la interferencia con el 

proceso de polimerización de los microtúbulos puede afectar al proceso de enucleación de los 

eritroblastos (Chasis et al., 1989; Sonoda et al., 1998). Se ha sugerido que los MN de origen 
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aneunógeno podrían ser más susceptibles, que los de origen clastógeno, a su extrusión de los 

eritroblastos en maduración (alrededor del momento de la extrusión del núcleo principal) 

(Parton et al., 1991). En este sentido, la interferencia con la extrusión del eritroblasto de los 

MN formados espontáneamente podría ser responsable o, como mínimo, contribuir al 

incremento en la frecuencia de EPCMN bajo condiciones de hipotermia. 

Esta supuesta interferencia de la baja temperatura con la extrusión de MN espontáneos 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 teórico umbral de efecto hipotérmico para la 

inducción de MN propuesto por Asanami y colaboradores (Asanami et al., 1998), el valor de 

inducción de EPCMN es similar, independientemente de la intensidad y duración de la 

hipotermia inducida. La única excepción a esta evidencia experimental corresponde a un 

único animal citado por Asanami y Shimono en su estudio con reserpina (1000 mg/Kg, 96 h) 

que presentó un valor de EPCMN inusualmente elevado (36 EPCMN/2000 EPC) (Asanami y 

Shimono, 1997b).  

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

 

EPCMN (48 h) 
Sustancia Valor medio 

(‰) 
Incremento 

respecto a basal 
Referencia 

Reserpina 5,6 x3,7 (Asanami y Shimono, 1997b) 

4,8 x3,2 (Asanami et al., 1998) Clorpromazina 

3,0 x3,0 Artículo 5 

“Convance 
compound No. 4” 4,5 x2,8 (Tweats et al., 2007a) 

E-5842 3,4 - 5,3 x1,9 - x4,2 Artículos 1, 4 y 5. Anexo 1 

 

La posible interferencia de la hipotermia con la polimerización de los microtúbulos implicaría 

la existencia de un mecanismo susceptible de presentar un umbral de efecto, lo que desde el 

punto de vista de la valoración de riesgo es de cierta importancia. Que esta interferencia tenga 

como consecuencia la alteración de la segregación cromosómica o del proceso de extrusión 

del núcleo celular o de los MN espontáneos, es un elemento adicional a considerar en la 

valoración del riesgo genotóxico. Mientras la interferencia con el proceso de segregación 
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cromosómica puede afectar de forma adversa a cualquier tipo celular en proliferación, el 

proceso de enucleación ocurre en un número limitado de tipos celulares (eritroblastos, células 

epiteliales de la lente ocular y queratinocitos) que representan un estado final de 

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

En resumen, nuestros resultados aportan evidencias experimentales en contra de la 

implicación de la estimulación de la eritropoyesis en la inducción de EPCMN en médula ósea 

de ratón bajo condiciones de hipotermia. El mayor tamaño 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 mitótico (Asanami y Shimono, 1997b). 

El patrón de inducción de EPCMN y las evidencias experimentales encontradas en la 

literatura científica hacen que resulte factible que la interferencia con el proceso de 

enucleación eritrocitaria o con la extrusión de MN espontáneos pueda ser un factor 

contributivo. La dilucidación del origen último de los MN inducidos por hipotermia o del 

grado de contribución de cada uno de los mecanismos propuestos requiere, sin duda, la 

realización de investigaciones adicionales. 

 

4.6.5. Importancia en humanos de la inducción de micronúcleos por hipotermia 

La obtención de un resultado positivo en el ensayo del MN en roedor se considera, a priori, 

indicativo de potencial de inducir efectos cromosómicos similares en humanos. Esto puede 

conducir, a largo plazo, a una variedad de efectos adversos incluyendo defectos hereditarios y 

efectos cancerígenos. Diversos estudios sugieren que la formación de MN constituye un 

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

La inducción de EPCMN en el ensayo de MN en ratón tras la administración de E-5842 se ha 

demostrado atribuible a la inducción de condiciones de hipotermia intensa y prolongada. El 

efecto genotóxico detectado no se considera atribuible a la interacción directa del fármaco 

sobre el DNA sino a un mecanismo indirecto de alteración fisiológica consistente, 

probablemente, en la interferencia de la baja temperatura con los procesos de segregación 

cromosómica o de enucleación eritrocitaria. 

Sustancias capaces de inducir incrementos en la formación de MN en roedores mediante la 

alteración de las condiciones fisiológicas de los animales, han de ser consideradas un motivo 

de preocupación en el caso de que sean capaces de inducir cambios fisiológicos similares en 
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humanos (Tweats et al., 2007a). Al igual que ocurre en roedores, la alteración de la capacidad 

de regular la temperatura corporal es un efecto secundario conocido de la administración de 

fármacos antipsicóticos en pacientes esquizofrénicos (Oerther y Ahlenius, 2000; Kudoh et al., 

2004). En consecuencia, a priori, la inducción de hipotermia en humanos por administración 

de E-5842 podría ser considerado un riesgo potencial. 

No obstante, la inducción de descensos de la temperatura corporal de intensidad y duración 

similares a los asociados a la formación de MN en ratón tras la administración de E-5842, o 

de sustancias como la clorpromazina o la reserpina (Asanami y Shimono, 1997b; Asanami et 

al., 1998), parece difícilmente extrapolable a humanos. El ratón, al presentar un valor 

relativamente alto de la relación entre superficie y masa corporal, es especialmente 

susceptible a la inducción de condiciones de hipotermia. Ésta es una condición difícilmente 

extrapolable a especies de mayor tamaño, que presentan una menor relación entre superficie y 

masa corporal. Así, queda de manifiesto en los experimentos realizados por Asanami y 

colaboradores, con administración de clorpromazina o reserpina en rata (Asanami y Shimono, 

2000). En esta especie animal el efecto hipotérmico inducido resultó ser muy inferior al 

observado en ratón, observándose un incremento en la frecuencia de EPCMN sólo tras la 

administración 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 

inducción de EPCMN (Bundy et al., 2004). 

Desde un punto de vista alométrico, la probabilidad de inducir efectos similares en humanos 

parece remota. Los seres humanos presentan una relación entre superficie y masa corporal 

muy inferior a roedores, por lo que son mucho menos susceptibles a la inducción 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 pequeño tamaño, 

el mantenimiento de una tasa metabólica alta juega un papel importante en la regulación de la 

temperatura corporal. Esto les permite compensar la pérdida relativamente alta de calor como 

consecuencia de su alta relación entre superficie y masa corporal. Rata y ratón poseen una 

tasa metabólica 5 y 10 veces superiores a la humana, respectivamente (Gordon et al., 2008). 

Por el contrario, en los mamíferos de mayor tamaño la regulación 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 ºC. La hipotermia se considera como “moderada” 

entre 32-35 ºC, “severa” entre 28-32 ºC, y “mayor” por debajo de los 28 ºC (McInerney et al., 

2002). En humanos, estados de hipotermia similares en intensidad y duración a los inducidos 

en ratón tras la administración de dosis de E-5842 asociadas a la formación de MN son 

propios de situaciones de hipotermia accidental por exposición a condiciones ambientales 

adversas, como las que se producen en accidentes de montaña o inmersión, o en indigentes 

bajo condiciones meteorológicas adversas (Vassal et al., 2001). Estas condiciones están 

asociadas a un alto índice de mortalidad, siendo la principal causa de muerte el fallo cardíaco 

por inducción de arritmias y, en concreto, fibrilación ventricular (Wong, 1983; Vassal et al., 

2001). Se cree que la inducción de hipoxia miocardial, reducción del flujo coronario, 

alteración de niveles de electrolitos, y desequilibrios en el sistema nervioso autónomo podrían 

ser elementos contributivos (Wong, 1983).  

En resumen, el efecto hipotérmico asociado a la formación de MN observado en ratón tras la 

administración de E-5842 no parece, desde el punto de vista de la valoración de riesgo 

genotóxico, extrapolable a una situación clínica en humanos. La inducción en humanos de 

condiciones de hipotermia similares a las requeridas en ratón para inducir incrementos de 

EPCMN representa más bien una cuestión de riesgo vital. 
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5. CONCLUSIONES 

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

realizados, se pueden formular las siguientes conclusiones:  

1. Los resultados obtenidos con los fármacos experimentales A, B y C en la batería estándar 

de genotoxicidad indican que éstos carecen de potencial genotóxico, y se considera que su 

utilización bajo condiciones clínicas de uso no representa riesgo genotóxico. 

2. En el caso particular del fármaco experimental E-5842, el peso de la evidencia 

experimental acumulada indica que éste carece de potencial genotóxico. Los resultados 

positivos obtenidos en el ensayo in vitro de AbCr y en el ensayo in vivo de MN en médula 

ósea de ratón, son atribuibles a mecanismos indirectos relacionados con condiciones de 

toxicidad excesiva e inducción de hipotermia, respectivamente. Se considera que su 

utilización bajo condiciones clínicas de uso no representa riesgo genotóxico. 

3. Manteniendo presente la necesidad de evaluar el potencial genotóxico de cualquier nuevo 

fármaco, los resultados obtenidos con los fármacos A, B, C y E-5842 sugieren que la 

presencia de potencial genotóxico no parece ser, a priori, una propiedad inherente a esta 

clase química de ligandos σ1 derivados de la FTHPB. 

4. La capacidad de los fármacos experimentales A, B, C y E-5842 de producir hipotermia en 

ratón tras su administración oral indica que la inducción de hipotermia parece ser un 

efecto de clase de esta serie química de derivados de  FTHPB con  afinidad  por el 

receptor σ1. 

5. La capacidad de inducir condiciones de hipotermia intensa y prolongada asociada a 

incrementos en la frecuencia de EPCMN en médula ósea de ratón es una propiedad única 

del E-5842 y no corresponde a un efecto de clase del resto de derivados de FTHPB con 

afinidad por el receptor σ1 evaluados. 

6. La inducción de condiciones de hipotermia en ratón asociadas a la formación de MN tras 

la administración del fármaco experimental E-5842 no está mediada por la interacción con 

el receptor σ1, quedando descartada la posible existencia de un efecto de clase de los 

ligando σ1 en este ensayo in vivo de genotoxicidad. 
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7. La inducción de condiciones de hipotermia asociadas a la formación de MN en médula 

ósea de ratón no está asociada a incrementos en los niveles de EPO en sangre, lo que 

sugiere que el incremento en la formación de MN no se produce como consecuencia de 

una estimulación de la eritropoyesis. 

8. El nivel de inducción de EPCMN bajo condiciones de hipotermia, así como el patrón de 

distribución en el tamaño relativo de los MN inducidos, sugieren como posible origen de los 

MN la interferencia de la baja temperatura con los procesos de segregación cromosómica, 

enucleación eritrocitaria y/o extrusión de MN espontáneos. 
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ANEXO 1 

 

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

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

 

Guzmán A., García C., Marín A.P., Ruiz M.T., Tortajada A., Fernández de Henestrosa A.R. 

 

Mutat. Res. 2004: 565 11-22. 
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