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RESUMEN

Introduccién: La ranitidina es un farmaco que esta asociado a mutagénesis
por generar alteraciones genéticas y/o carcinogenesis celular pero se
desconoce su rol a nivel genotoxico en eritrocitos policromaticos. Por tanto, se
investigd el efecto de ranitidina sobre el ADN en eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPC) en ratas albinas (Ratfus novergicus, cepa Holtzman)
mediante el test de micronicleos. Materiales y métodos: Se estudiaron
cuatro grupos de ratas: control negativo con suero salino fisioldgico (0,5 ml por
15 dias); control positivo con ciclofosfamida (dosis 50 mg/kg por 2 dias) y dos
grupos experimentales tratados con ranitidina (dosis 2 y 4 mg/kg por 15 dias).
Las ratas se sometieron a eutanasia y se obtuvo preparados citologicos con
tincion de giemsa 5 % por 30 min. Resultados: Se encontré un aumento del
tamano e incremento significativo del nimero de micronlcleos en los EPC de
285 + 10 de los grupos experimentales con una dosis de 4 mg/kg; asi mismo, en
comparacion al control negativo con 70 + 6. El indice de genotoxicidad fue tres
veces mayor en los grupos experimentales (12,10 £ 0.49; 2 mg/kg RNT y 14,26 +
0,51; 2 mg/kg RNT) en relacion al control negativo (3,52 + 0,32).
Conclusiones: La ranitidina genera un estimulo creciente del indice
genotoxico con elevada frecuencia de micronUcleos en EPC de R. norvegicus cepa
Holtzman.

Palabras Clave: Ranitidina; micronucleos; ratas; genotoxicidad; eritrocitos
policromaticosx (Fuente: DeCS-BIREME).

ABSTRACT

Background: Ranitidine is a drug that is associated with mutagenesis by
generating genetic alterations and / or cell carcinogenesis, but its genotoxicity
in polychromatic erythrocytes is unknown. Therefore, the effect of ranitidine on
DNA of micronucleated polychromatic erythrocytes (EPC) in albino rats (Rattus
norvegicus, Holtzman strain) was researched by the micronucleus test.
Materials and methods: Four groups of rats were studied: negative control
with physiological saline solution (0.5 ml for 15 days); positive control with
cyclophosphamide (dose 50 mg / kg for 2 days) and two experimental groups
treated with ranitidine (doses 2 and 4 mg / kg for 15 days). The rats were
euthanized and cytological preparations were obtained by 30 min staining in 5%
giemsa. Results: An increase in the size and significant increase in the number
of micronuclei in the EPC was found in the experimental groups of 285.27 +
10.25, compared to the negative control of 70.38 + 6.47. The genotoxicity index
was three times higher in the experimental groups (12.10 + 0.49; 2 mg / kg NRT
and 14.26 + 0.51; 2 mg / kg NRT) in relation to the negative control (3.52 + 0,
32). Conclusions: Ranitidine generates an increasing stimulus of the genotoxic
index with a high frequency of micronuclei in EPC of R. norvegicus strain
Holtzman.

Keywords: Ranitidine; micronuclei; rats; genotoxicity; polychromatic
erythrocytes. (Source: DeCS-BIREME).
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INTRODUCCION

El acido desoxirribonucleico (ADN) es alterado por agentes
fisicos, quimicos o biologicos, los cuales por su alta afinidad
para interaccionar con el material genético conducen a una
variedad de efectos adversos, que incluyen apoptosis o
muerte celular, division o proliferacion celular alterada y
mutagénesis que pueden terminar en carcinogénesis?. Los
agentes quimicos como los farmacos son altamente utilizados
en diferentes tratamientos médicos, muchas veces no son
evaluados en razon a sus reacciones adversas y toxicidad que
van mas alla de la relacion riesgo/beneficio adecuado, y
sobre todo su accion carcinogénica y genotodxica, afadiendo
su uso indiscriminado; convirtiéndolos en peligro para la

salud humana®.

Ranitidina es un farmaco altamente utilizado en la
cicatrizacion de Ulceras gastricas y duodenales, actlla como
antagonista de receptores de histamina tipo 2 (H2) al inhibir
la produccion de acido gastrico, aumentar el pH
gastrointestinal y reducir el flujo sanguineo hepatico”. Sin
embargo, la ranitidina es una molécula inestable capaz de
reaccionar en condiciones de analisis estandar para formar
niveles excesivos de N-nitrosodimetilamina (NDMA), asi
mismo, estudios previos han demostrado que las aminas de la
ranitidina pueden formar NDMA por nitrosacién endogena

cuando se exponen a un pH del estémago®.

La NDMA se clasifica seglin Agencia Internacional para la
Investigacion del cancer (IRAC) como probable carcindgeno,
a su vez muchos estudios han reportado los efectos
cancerigenos asociado a la NDMA®”. Se ha demostrado su
actividad carcinégena asociada con mayor probabilidad de
presentar canceres gastrointestinales, vejiga, tiroides y
prostata, evaluadas en muchas especies de animales®”. Sin
embargo, es discutible si la NDMA causa cancer directamente
o simplemente aumenta la susceptibilidad al cancer. La
toxicidad genética incluye metilacion del ADN,
fragmentacién del ADN, anomalias cromosémicas y

mutacion”.

Para detectar el dafo del ADN por un farmaco se hace uso de
diferentes bioensayos tal como el test de micronlcleos,
ampliamente utilizado por su bajo costo, rapida,
interpretacion sencilla, alta sensibilidad (91 %) y validez. Asu
vez, es utilizado cominmente para probar la genotoxicidad
in vivo e identificar rupturas a nivel de los cromosomas
(clastogénicos) y alteraciones a nivel del aparato mitético
(aneugénicos) en las células tratadas". En la médula osea,
comprenden el 50 % de eritrocitos inmaduros del total de
eritrocitos, y pueden distinguirse de forma clara y especifica
a partir de eritrocitos maduros porque aun contienen ARN en
su citoplasma, dado que, durante la madurez, las células
precursoras de eritrocitos pierden su ndcleo, sin embargo,
retienen el micronicleo desarrollado durante la etapa“”.
Ademas, los eritrocitos inmaduros también se forman
micronlcleos, sin embargo, representan solo una pequena
proporcion y frecuentemente son descartados por la
seleccion esplénica; por el contrario, los micronlcleos
aumentan significativamente por induccion de agentes
citotoxicos, por ejemplo, la ciclofosfamida, un agente
alquilante que ha demostrado muchos efectos secundarios,

incluida la toxicidad genética"".
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Existen un nimero limitado de estudios sobre una asociacion
significativa entre la exposicion en el uso de ranitidina y su
genotoxicidad in vivo a nivel de formacion de
microntcleos"™. Por ello, debido a sus efectos adversos y su
toxicidad, la investigacion buscé comprobar si ranitidina
afecta el material genético (ADN) de los eritrocitos
policromaticos (EPC) de la médula d6sea de ratas albinas
(Rattus norvegicus, cepa Holtzman) mediante el test de
micronlcleos, en comparacion con el efecto de la
ciclofosfamida.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utilizo ratas albinas machos (Rattus norvegicus) de cepa
Holtzman de seis semanas de edad con un peso mediode 90 g,
adquiridos del Instituto Nacional de Salud. Se aclimataron
por cinco dias en el Laboratorio de Genética de la Universidad
Nacional de Trujillo, bajo condiciones de temperatura
ambiental (23 + 2 °C) y humedad relativa (50 + 10 %) con
periodo de luz y oscuridad, alimentados con ratonina y agua
sin restriccion(14). Se adquirié una forma farmacéutica de
ranitidina (CSPC Ouyi Pharmaceutical Co., China) con nimero
deregistroY20190007953.

Tratamiento y vias de administracion

Los ejemplares de Rattus norvegicus (cepa Holtzman) se
distribuyeron en cuatro grupos de trabajo con cinco
especimenes cada uno. Se administraron por via
intraperitoneal durante 15 dias; el grupo control negativo se
administré 0,5 ml de solucion salina fisioldgica (SSF), el grupo
control positivo se administréo 50 mg/kg ciclofosfamida (GP
Pharm, Argentina) a partir del 12 avo dia; asi mismo, dos
grupos experimentales se administraron 2 y 4 mg/kg de
ranitidina cada uno". Finalizando el Gltimo dia de cada uno
de los grupos, se prepararon los especimenes para el test de
micronUcleos.

Obtencion de los preparados citolégicos de médula 6sea

Se preparé de acuerdo a la técnica de Kasamoto et al."?
adaptada de acuerdo a la investigacion. Los especimenes
fueron sometidos al procedimiento de eutanasia, se
extrajeron quirdrgicamente los fémures, se recortd el
musculo y ambos extremos del fémur para recolectar las
células de la medula 6sea. Se obtuvo la médula dsea en 10 ml
de SSF por centrifugacion a 1000 r/min por 10 minutos. Se
removio el sobrenadante y el pellet fue fijado en alcohol:
acido acético 3:1 (Solucion de Carnoy) por 10 minutos; luego,
se resuspendio y centrifugd a 1000 r/min por 10 min™”. A
partir del sedimento, se realizo el frotis en portaobjetos de
vidrioy se tind con giemsa al 5 % durante 30 minutos.

Analisis citolagico: Test de microntcleos

Los preparados citolégicos fueron analizados con un
microscopio optico binocular (Olympus, CX31-100AS, USA)
con objetivo 100 X y se identifico a los eritrocitos
policromaticos (EPC) normales y eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) en un total de 2000 EPC por
espécimen segln los criterios de identificacion de
micronicleos por Tripodi et al."®. El dafo del ADN se
determino mediante el indice de genotoxicidad que se basa

enlarelacion:
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indice de Genotoxicidad= EPCMN
EPC total

x 100 (1)

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se estimaron las medias y desviacion
estandar para frecuencias de EPCMN mediante el software
Minitab version 18, se realizd las comparaciones estadisticas
entre tratamientos a través de la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, con un nivel de significancia de p < 0,05".

Aspectos éticos

Se aplicé las estrategias de Etica segin Hubrecht & Carter(20)
, Yy se aprobd de acuerdo con el reglamento del Comité
Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Nacional de Trujillo (N° 013-2020-UNT-FM-C.E)".

RESULTADOS

Se evaluo el efecto de ranitidina sobre el ADN de eritrocitos
policromaticos de las ratas albinas (Rattus novergicus, cepa
Holtzman) mostrando variacion del tamafo de los
micronlcleos en los administrados con ranitidina y
ciclofosfamida; sin embargo, no habia variacion en los
especimenes administrados con solucion salina fisiologica
(Figura1).

Figura 1.

Fotomicrografias de los micronucleos (flecha) a 1000 X de EPC de médula
osea de Rattus novergicus (cepa Holtzman) administrado con ranitidina 4
mg/kg (Ay B,), 2 mg/kg (C y D), control negativo con solucion salina (E) y
control positivo con ciclofosfamida (F).

En la Figura 2, se muestra una elevada frecuencia de los
micronlicleos a 242 + 10 y 285 + 10 de los grupos
administrados con ranitidina (RNT) con 2 mg/kg y 4 mg/kg,
respectivamente, a su vez no existe diferencia significativa
con los valores obtenidos por la ciclofosfamida; en cambio, se
obtuvo una menor cantidad de 70 + 6 en el grupo de control
negativo con solucion salina fisiologica.

I 1
400 - T 3 = ]

1
ns
[ 1

3004
»
(=]
2
&
=1
5 200 -
S
s
5
Z

100

0 _j
0 50 2 4
Control (-) Control (+) Ranitidina
Tratamiento (mMg/kg)
Figura 2.

Numero de microntcleos en los EPC de médula 6sea de Rattus novergicus
(cepa Holtzman) administrados con ranitidina. El asterisco indica indican
diferencia significativa entre los grupos indicados (*, p<0,05) y ns -
diferencia no significativa entre los grupos (p>0,05)

En la Figura 3, se obtuvo un alto indice de genotoxicidad (IG)
de 12,10 + 0,49 y 14,26 + 0,51 % en los tratamientos con 2
mg/kg y 4 mg/kg de ranitidina, respectivamente; en cambio,
presentaron diferencias significativas (p<0,05) con el control
negativo (3,52 + 0,32 %). Asi mismo, la dosis de ciclofosfamida
(50 mg/kg) presentd un IG de 15,99 + 0,32; por lo que no
mostro diferencia significativa con respeto a los tratamientos
con ranitidina (Figura 4).
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Figura 3.
indice de genotoxicidad de los EPC de médula 6sea de Rattus novergicus
(cepa Holtzman) administrados con Ranitidina. El asterisco indica indican
diferencia significativa entre los grupos indicados (*, p<0,05) y ns -
diferencia no significativa entre los grupos (p>0,05)
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para el Indice de genotoxicidad. RNT: Ranitidina, SSF: Solucién salina
fisiolégica y CTX: Ciclofosfamida
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DISCUSION

El efecto clastogénico genera pequenos micronucleos
producto de roturas de fragmentos cromosémicos y
aneuploidogénico, produciendo grandes micron(cleos por la
falta de migracion de cromosomas completos debido a los
cambios en las proteinas del huso mitético, cinetocoro,
control en anafase e hipometilacion de secuencias

centroméricas o paracentroméricas®".

Normalmente, estos micronlcleos pueden formarse
espontaneamente como un mecanismo para la eliminacion de
ADN extra o en el desarrollo normal de células progenitoras,
sin embargo su aumento significativo es debido mayormente
por agentes clastogenos o aneugenos. Asi mismo, entre las
dosis administradas de ranitidina (2 y 4 mg/kg) se observé un
aumento del 15 % del nimero de micronlcleos, esto sugiere
que a mayores concentraciones podria aumentar la
frecuencia de micronUcleos.

El alto indice de genotoxicidad (IG) obtenidos fueron mayor a
los que obtuvo Maleek et al., que reporto hasta 4,76 % de IG a
2 mg/kg de ranitidina, lo cual puede diferir de acuerdo a su
fuente de fabricacion y estabilidad del farmaco". A su vez,
otros resultados similares fueron obtenidos por Monarca et
al., que encontré valores de |G hasta 12,6 % de micronucleos
en células madre del polen expuesta a nitrosaminas

derivados del caucho®.

El dafo del ADN en los EPC de R. norvegicus por el efecto de
los derivados que pueden formarse a partir de la ranitidina,
evidencian a este farmaco como un potencial genotoxico
indirectamente, a su vez que podria ser un alto riesgo para las
células humanas debido a la estructura del ADN que es la
misma en todas las especies y mas aln de los especimenes
utilizados que comparten el material genético a un 99 % de
similitud con el hombre®. Si bien es cierto, NDMA es uno de
estos derivados y es clasificado como una nitrosamina
cancerigena potencial, su formacion es causado durante el
proceso de fabricacion o a medida que la ranitidina se
degrada, ademas se ha demostrado que el aumento de la
temperatura (20 a 40 °C) puede generar NDMA"?,

Se describe la relacion entre el nimero de microntcleos y el
efecto citogenético que podria ser usada como diagnostico
temprano del dafo genotoxico, a su vez estos resultados
obtenidos en la investigacion permitirian advertir a la
poblacion acerca de sus riesgos para la salud causado por
ranitidina.

La ranitidina administrada en 4 mg/kg produce genotoxicidad
de 14,26 + 0,51 % en la formacién de micronlcleos de
eritrocitos policromaticos en las células de la medula 6sea de
Rattus norvegicus cepa Holtzman e influye en la variacion de
la frecuencia y tamano de los micronucleos. Esta
investigacion aporta en un modelo bioldgico para describir
efecto genotoxico de la ranitidina en células de mamiferos
como aplicacion biomédica para estudios preventivos para
evaluar en su uso indiscriminado de farmacos.
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