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Objetivo: evaluar el efecto genotdxico de los antidiabéticos orales mediante la pruena de intercambio de cromatides hermanas y la
prueba de microntcleos. Disefio: estudio experimental. Lugar: Laboratorio de Genética de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Trujillo, Pert. Participantes: material celular de la linea celular de ovario de hdmster chino (CHO-K1) Cricetulus griseus y
tabletas de glibenclamida y metformina. Intervencién: se empled las células agrupadas y tratadas con glibenclamida 5mg, metformina
850mg, glibenclamida + metformina 5/850mg y el grupo control. Los resultados se valoraron en base a la prueba de evaluacion
genotoxica. Principales medidas de Resultados: pruebas chi cuadrado, ANOVA y Test Duncan. Resultados: se observé un
incremento significativo de intercambio de cromdtides hermanas (p < 0,05) sélo en el grupo de la terapia combinada (8,03 +0,77);
ademds se observé un incremento significativo de microntcleos en el grupo de la terapia combinada (14,44 + 0,93), glibenclamida
sola (10,18 + 0,93) y metformina sola (7,10 + 1,04) con respecto al grupo control (sin tratamiento) (3,93 + 0,46). Conclusiones: la
glibenclamida mds metformina produce efecto genotodxico evidenciado por medio de las pruebas intercambio de cromatides
hermanas y de micronticleos.

Palabras clave: genotoxicidad, glibenclamida, metformina, linea celular, intercambio de cromatides hermanas, prueba de
micronticleos.

ABSTRACT Glibenclamide 5mg + Metformine 850mg and group control. The

Objective: To determine the genotoxic effect of oral antidiabetics by results were evaluated with the Genotoxic Evaluation Test. Main

using Cromatid Exchange sister Test and the Micronucleus Test. outcome measures: Chi Square Test, ANOVA and Duncan Test

Design: Experimental study. Setting Genetic’s Laboratory of Results: We observed a significance increase of Cromatid Exchange

Univesidad Nacional de Trujillo. Subjects: Cellular material of the sister (p<0,05) only in the group of combinated therapy

cellular line of ovary of chinesse hamster (CHO-K1) Cricetulus griseus (803+0.77), ademds we observed a significative increase of

and pills of glibenclamide and metformine. Interventions: We grouped Micronucleos in the group of combinated therapy (14.44+0,93),

and threated cells with Glibenclamide 5mg, metformine 850mg, glibenclamide - alone  (10,78+0,93) and  metformine  alone

(7.10 + 1.04) with respect to the group control (without treatment)
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(3,93 +0,46). Conclusion: The use of Glibenclamide plus metformine
produces genotoxic effect evaluated by the use of Cromatid
Exchange Sister and Micronucleus Test.

Keywords: Genotoxicity, glibenclamide, metformin, cell lineage,
cromatid sister Exchange test, Micronticleos test

INTRODUCCION

La diabetes es actualmente uno de los trastornos
metabolicos mds prevalentes a nivel mundial®, con
tratamiento farmacolégico variado que incluye a las
sulfonilureas y biguanidas®*®. Como tal, la diabetes tipo
2 establece una relacién de desarrollo potencial de
cancer, poco se conoce acerca del papel de las terapias
antidiabéticas en esta relaciéon®®”. Diversos estudios
experimentales en animales y reportes de casos en
humanos, demuestran la funcion critica de la insulina
como factor de crecimiento en todos los estadios del
crecimiento en  mamiferos; sugiriendo que la
hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina pueden
promover la carcinogénesis®®?.

Aunque no existe evidencia de carcinogenicidad en el
tratamiento con metformina en ratas y ratones machos,
hubo una incidencia incrementada de pélipos uterinos
estromales benigno en ratas hembras. Ademas los
resultados realizadas in vivo con pruebas de microntcleos
en ratones también fueron negativos?. No obstante, aiin
no se ha desarrollado estudios similares con respecto a la
glibenclamida, siendo éste un farmaco que registra una
gran cantidad de efectos adversos, ademds de la
posibilidad del desarrollo de cancer de una manera
indirecta®, al estimular la secrecién de insulina.

Actualmente se utiliza biomonitores para detectar el dafo
genético, los cuales requieren ser altamente sensibles,
capaces de medir diferentes tipos de eventos genéticos y
ofrecer una respuesta rapida. Es asi que la linea obtenida
a partir de ovario de hamster chino CHO- K1, en 1973,
por Puck y colaboradores"®, es uno de los biomonitores
de mayor difusién en el estudio de dafio genético en losl
cromosomas. Como material de laboratorio es de facil
manejo, puede ser cultivada de diferentes formas y su
mantenimiento es relativamente econémico*"?.

Los estudios encaminados a evaluar la posible accidn
genotoxica de los compuestos quimicos, ocupan un lugar
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fundamental en la prevenciéon de la mutagenicidad y
carcinogenicidad en el hombre"?.

En este biomonitor se puede aplicar la prueba de
micronicleos (MN), que son pequefios cuerpos
citoplasmaticos de origen nuclear, éstos se forman a partir
de fragmentos cromosdmicos acéntricos o cromosomas
completos que quedan rezagados durante la anafase en la
division celular. Por lo tanto, su presencia es un reflejo de
rompimientos cromosomicos durante la mitosis”?.

Asimismo la prueba de intercambio de cromatidas
hermanas (ICH) también es utilizada para demostrar
efectos mutagénicos, identificando los intercambios
reciprocos entre cromatides de un mismo cromosoma.
Estos se producen en loci homologos, involucrando
rompimiento y reunién durante la replicacién del ADN.
Los ICH son el primer evento visible que refleja el efecto
mutagénico a largo plazo, lo que la hace una prueba
altamente sensible para la deteccion de dano
cromosémicot*'®.

La relacién entre frecuencias elevadas de ICH vy
predisposicion a cancer ha sido bien establecida en
sindromes de inestabilidad cromosémica como la ataxia
telangiectasia, el sindrome de Bloom en los que el sistema
de reparacion del ADN es defectuoso, y por lo tanto,
presentan un alto riesgo de desarrollar tumores malignos
como el cancer de piel”.

Teniendo en cuenta que existen estudios epidemiol6gicos
que relacionan el cancer y la diabetes mellitus, el presente
estudio tiene por finalidad determinar la presencia del
efecto genotéxico de glibenclamida, metformina y su
combinacion, en la linea celular de ovario de hamster
chino Cricetulus griseus CHO-K-1 mediante la prueba de
intercambio de crométidas hermanas y la prueba de
micronucleos.

MATERIAL Y METODO

El presente trabajo es un estudio experimental realizado
en el Laboratorio de Genética de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Trujillo.

La unidad de investigacion fueron las células que se
obtuvieron de los cultivos celulares de la linea celular de
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ovario de hamster chino (CHO-K1) Cricetulus griseus,
provenientes del Banco Argentino de Células. El material
tabletas  de
glibenclamida (5 mg) y metformina.(850 mg).

farmacologico  empleado  fueron

Las células fueron cultivadas en Ham's F10 suplementado
con 2 % estreptomicina-penicilina, 0,5 % L-glutamina y
10 % suero bovino fetal (PBS) 20 ml; y tratadas segln el
método utilizado por Degrassi (1988)""® como se sefala
enlaTabla 1.

Las células de la linea CHO-K1 se trataron durante tres
dias en los intervalos de tiempo y dosis indicados en la
Tabla 1, después de los cuales se realizaron los
preparados citologicos utilizando la técnica del frotis para
la prueba de micronicleos y del goteo de suspensiones

celulares para el intercambio de cromatides hermanas.

Para evaluar la genotoxicidad se utilizé la prueba de
Hogstedt, (1984) vy
intercambio de cromatides propuesta por Salamanca,

microndcleos la prueba de

(1990) que consisten en:

Prueba de micronicleos de Hogstedt: se realiza la
fijacion inmediatamente después de hacer el frotis,
sumergiendo los preparados citoldgicos en una bateria de
coloracién que contenia el fijador (alcohol éter). Las
laminas después de ser fijadas, se dejaron secar y luego se
sumergieron en HCl 1N a 60 grados en bafio Maria
durante diez minutos, al cabo de los cuales se enjuago
con agua potable y se puso a secar en una estufaa 37 °C.
Para la coloracion de las laminas, estas se sumergieron en
un recipiente con reactivo de Schiff por 60 minutos en
oscuridad. Cumplido el tiempo de coloracién, las lavamos
durante dos minutos con agua sulfurosa por dos veces
consecutivas y luego con agua destilada. Se observé las
ldminas al microscopio a un aumento de 100X,
identificando los micronicleos usando la siguiente
definicion: localizacién dentro del citoplasma, con
contorno liso, no refractario, tefiido con la misma
intensidad que el nucleo principal, y mas pequefio que el
nacleo.

Prueba de intercambio de cromatides hermanas (ICH): A
las 24h de la siembra del cultivo celular, se adicion6
bromodeoxiuridina (BrdU) a una concentracion final de
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20pg/ml. Se cosechd a las 72h de siembra y después de
haber sido tratadas, se colocd en colchicina al 0,075M
durante 45 minutos y se realizd los preparados
citolégicos. Se coloreé las preparaciones con el colorante
33258 (bis-benzimidazol) de Hoescht, preparado en agua
bidestilada a una concentracion de 1 pg/ml en oscuridad
durante 30 a 60 minutos. Se lavé con agua corriente,
luego se colocé en amortiguador de fosfatos a pH 6,8 y
se expuso a ultravioletas durante una a dos horas. Se lavé
con agua potable y se dejé por 24h luego se colocd en
Giemsa a pH 6,8 durante sies a diez minutos. Se observé
y luego se determiné las frecuencias de intercambios de
croméatides hermanas en diez placas metafasicas por
tratamiento. Los ICH fueron cuantificados en diez
metafases en segunda division celular por un solo
observador. Todas las observaciones que evidenciaron
dano se fotografiaron.

Finalmente, se creé una base de datos en STATGRAPH v
11, determinando la exactitud y la validez de la muestra
con las pruebas chi cuadrado con doble entrada y la
prueba de ajuste y distribucion binomial respectivamente,
ademas se emplearon las pruebas no paramétricos como
la prueba de Comparacion mdltiple (ANOVA) y el Test
Duncan (p<0,05)"” para determinar el grado de
significancia de los tratamientos.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos a través de la pruena de ICH,
como son las frecuencias de ICH por metafase obtenidas
en las células de ovario de hamster chino tratadas con
glibenclamida, metformina y terapia combinada se
aprecian en la Tabla 2. Se observé un incremento
significativo (p<0,05) en el tratamiento de la terapia
combinada (8,03+0,17) en comparaciéon con el grupo
control, no asi en la terapia Unica con la glibenclamida
(7,29+0,52) ni con (6,91+0,19;
6,94+ 0,45).

metmoformina

En la prueba de MN los valores promedios de cambios en
micronucleos se describen en la Tabla 2. Se observd un
incremento significativo (p < 0,05) para los tres tipos de
terapias, tanto para la combinacion de glibenclamida con
metformina (14,44 + 0,93), sélo glibenclamida (10,18 +
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Tabla 1. Tratamiento administrado por grupo de experimentacion

Tabla 2. Nimero promedio de ICH y MN en células de la

de acuerdo con el tiempo de exposicion
N T2 T3

Ex(z(c))sr:;?n Glibenclamida ~ Metformina Glib. + Met. Co-::tlrol
5mg 850 mg 5/850 mg
12 5 850 5/850 0
24 5) 850 5/850 0
36 B) 850 5/850 0

0,93) o metformina Unicamente (7,70+1,04) en
comparacién con el grupo control (3,43 + 0,46).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten
demostrar el potencial efecto genotéxico de los
tratamientos con los principales antidiabéticos orales
como son la glibenclamida y metformina, ademés de
incrementar la genotoxicidad cuando estos farmacos se
combinan. El mecanismo molecular que involucra la
formacion y el incremento de ICH en este tipo de lesiones
no es conocido; sin embargo, nuestros resultados apoyan
la hipotesis que la inestabilidad cromosémica puede estar
asociada con la progresion de células anormales 7'®,
Altos niveles de ICH han sido reportados sugiriendo que
las células malignas pueden producir factores "solubles"
que incrementen la inestabilidad de los cromosomas®,
nuestros resultados mostraron un incremento gradual de
ICH (Tabla 2). Estos datos se corroboran con el estudio
por Yokata et al, que informan un incremento de ICH de
acuerdo al desarrollo neoplésico; sin embargo, existe
discrepancias con otros estudios, ademas de la alta
variabilidad de la prueba indican que este pardmetro
citogenético no es Gtil como marcador preclinico®.

Asimismo, los resultados presentados en este trabajo
indican un incremento de MN en el tratamiento de la
terapia combinada, seguido de la terapia con
glibenclamida y luego con metformina; todos estos
tratamientos  tuvieron diferencia  estadisticamente
significativa con relacién al grupo control. Estos
resultados son apoyados por lo reportado por
Chakrabarti et al y Cerqueira et al que sugieren que los
altos niveles de MN presentes en pacientes con lesiones
precancerosas y cancerosas reflejan la produccion y
liberacion de una sustancia mutagénica que causa
rompimiento cromosémico "clastogénico", con lo cual
existe un riesgo de desarrollar tumores secundarios
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linea celular de ovario de hamster chino Cricetulus griseus
de acuerdo con la terapia (N.° de células estudiadas = 10)

Tratamientos ICH* MN*
Glibenclamida 7,29 + 0,52 10,18 + 0,93 "
Metformina 6,94 + 0,45 710 + 1,04"
Terapia combinada 8,03 + 0,17** 14,44 + 0,93 **
Control 6,91 + 0,19 3,93 + 0,46

* Se expresan como media y desviacion estandar,  Diferente al control, p <0,05

debido a la inestabilidad cromosomica de estas células
anormales"®. Por consiguiente, en nuestro estudio los
farmacos utilizados, tanto individualmente como en su
combinacion, estarian induciendo la produccién de esta
sustancia, la cual produciria rompimientos cromosémicos
y generarian lesiones precancerosas en las células. Los
incrementos significativos y la correlacion positiva de MN
en la linea celular de CHO sugieren que esta prueba
puede ser de gran utilidad en la deteccién de sustancias
que ocasionan genotoxicidad, ya que la presencia de MN
es ampliamente aceptado por diversas investigaciones
como productos de eventos tempranos en procesos
carcinogénicos en humanos"? (Tabla 2).

Existe muy poca evidencia con respecto a los posibles
potenciales efectos genotdxicos de cualquier esquema
farmacolégico para la diabetes mellitus. En el estudio
piloto por Ibarra-Costilla et al, concluyen que existe un
dano en el ADN en los pacientes diabéticos tipo 2 con
tratamiento farmacologico (insulina, glibenclamida y
metformina), mediante la técnica de ensayo cometa que
evalla el estrés oxidativo en las células®®. Ademas, los
resultados obtenidos por Martinez et al confirman el dafio
en el ADN mediante el uso de MN en todos aquellos
pacientes con diebetes tipo 2, que llevaban algin
tratamiento farmacolégico (principalmente el grupo con
Insulina mas metformina)®@".

Concluimos afirmando que existe un efecto genotoéxico
producido por la terapia con glibenclamida y metformina,
individual o combinada, en la linea celular ovario de
hamster chino Cricetulus griseus, comprobada mediante
las pruebas descritas.
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