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RESUMEN

El usc del Citrato de Clomifeno, un medicamento empleado en
pacientes femeninos cen Lranstornos de la ovulaciédn y en pacientes
masculinocs cen problemas de oligospermia, se ha asoclado a un
incremento significativo de abortos y embarazos molares cuando se
comparan poblaciones expuesias a este inductor con respecto a
otros métodos de trataqawente de las parejas con problemas de
esterilidad. Asi mismo s® ha reportado reabsorsién fetal y efectos
tdéxdcos en estudios realizados en animales. El objetive de este
trabajo es conocer si este medicamento es capaz de producir dafios
en el ADN que puedan propiciar el inicio de una carcinogenesis
quimica. Con dicho fin se valoroc la capacidad del compuesto
quimicamente purc para producir dafflos en el sistema de cepas

Salmonella typhimuriumn uvrB--uvrB+.

El Citrato de Clomifeno quimicamente puro, ni sus metabdlitos
fuerdn capaces de inducir mutaciones por substitucién de bases en
la cepa TA100. Sin embargo, los metabolitos de este medicamento
obtenidos con higado de rata previamente inducide con Aroclor
1284 fuerdn capaces de inducir mutaciones por corrimiento de
formato en la cepa TA98 aunque estas mutaciones fueron corregidas
por la cepa de S. typhimurium cuyo sistema de reparacién por
escisién funciona apropiadamente. El plasmido pKmiOl con los genes
de reparacién SOS, presente en Lodas las cepas del sistema de Ames
empleadas en este trabajo, no mejoro el efecto tdxico producido
por este compuesto. La toxicidad de este principio activo fué
menos evidente cuando el compuesto era metabolizadc con homogenado
de higado de rata, especialmente en la cepa uvrB+ UHTB413.

Los resultados obtenidos en este trabajo suguieren que el Citrato
de Clomifenc y sus metabolitos. pueden reaccionar con el ADN
produciende dafico gendtoxico. Sin embarge dicho dafo puede ser
corregide por sistemas celulares de reparacidén en una forma
dependiente de la dosis. La exposicidédn frecuente a dosis altas de
este medicamento en pacientes con problemas de infertilidad debera

ser revalorada.



INTRODUCCION

En la actualidad la difusidn de multiples contaminantes como
plaguicidas, herbicidas, desechos industriales y preservativos en
alimentos, asi como el incremento en el consume de olros productos
quimicos, tanto en alimentos, drogas terap¢uticas y cosméticos
entre otros, constituye un riesgo para la poblacidédn en general,
debido a una continua exposicidn a estas sustancias. Esto hace
necesario identificar aquellos compuestos que pueden ser
carcinogenicos, ya que, en los ultimos afios se ha acumulado
evidencla de que la mayorfa de los cancer humanos estan ligados a
la exposicién de sustancias quimicas industriales y ambientales
capaces de inducir mutaclones; vya sea directamente sobre el
material genético, o© bien scbre otros componentes celulares
ligados a é1 funcionalmente CAlfred, 1991 ; Ames, 1979; Cortinas de
"Mava et al.,1980; Scull, 1991). Por estas razones se considera
interesante valorar el riesgo de exposicién a Citrateo de
Clomifeno, un farmeco  ampliamente utilizado en paclientes no
fértiles con disfuncidn del eje hipdfisis-hipotdlamo, debido a gque
se han asoclado a su uso, diversos efectos adversos como son
agrandamiento de los ovarios con apariciédn de quistes (Yabur et
al..1975), incremento significativo de abortes en pacientes
expuestas con respecto a un grupo control (Toshinocbu et al.,1979),
aumento de embarazos multiples y molares (Scialli,le88), asi como
reportes de casos de cancer de mama (Bolton,1977). Otros autores
sugieren posibles efectos genotdxicos en los productos de ratas
prefadas expuestas a Citrato de Clomifenoc durante el primer

trimestre de la gestacién (Suzuki, 1970 a; Suzuki, 1870 bd.

Para la deteccién de mutidgenos y carcinogénos se cuenta con una
bateria completa de pruebas que van desde la deteccidn de
mutaciones puntuales en sitemas bacterianos, hasta el sistema de
células somAticas. tanto de animales como de seres humanos. Asi

dentro de los experimentos con sistemas biolégicos no humanos, se



cuenta con el sistema de cepas Salmonella typhimurium de Ames
CMaron y Ames,1983>, el cual ofrece una alternativa para valorar
los efectos del Citrato de Clomifeno a corto plazo, proporcionando
informacién acerca de los mecanismos de mutacidén que pueda
producir este medicamento y asi aportar criterios para que este

medicamento tenga un uso racional.



ANTECEDENTES

REILACION ENTRE CARCINOGFNESIS, TERATOGENESIS Y MUTAGENESIE

e ha reportado, que exisle una relacldédn directa causa efecto
entre la mutacidn y la transformacidn maligna de las células
(Carcinogénesis) y de lgual forma, cuando el dafo al material
genet.ico se produce en lasw <olulas germinales (Teratogénesis)

CSchull, 1991; Trosko y Channg, 19742,

En lo que se refiere al proceso de carcinogénesis es muy complejo.
y consiste en la proliferacidédn autonoma de las células malignas.
La eticlogla de este padecimiento adn es muy confusa y para poder
explicarlo ze ha propuesto el modelo de iniciacidn-promocidén, en
el cual se han ldentificado Lres etapas: Iniclacidn, Promocidn vy
Progresién. El proceszo de iniciacidn se refiere a la conversién de
una simple célula normal en una célula pre-maligna en forma
irreversible, mientras que, la promocidn se refiere a la
amplificacidén de una clona y la progresién al desarrollo de un
estado invasivo, que avanza hasta dar lugar a 1.a formacién de

metastasis (Trosko y Chang, 1984; Webster et al., 1991).

La iniciacidén del proceso de carcinogénesis puede ser producida
por diferentes factores que son capaces de fijar una mutacién en
forma heredable en el ADN, tales como, radiaciones, as{ como la
formaciédn de radicales libres que se llegan a formar tanto en
proceszns metabdlicos normales del organismo como por la exposicién
a medicamentos, aditivoes de alimentos, tabaco y contaminantes
industriales CAmes, 1Q7Q; Arriaga Alba et al.,1088; Trosko y
Chang, 1984).



En cuanto a las alteraciones en el desarrollo de un individuo
pueden producirse por la accldn de agentes exdgenos sobre el ADN
Cmutagénesis), sobre los procesos de transcripeidn y traduccidn
del mensaje contenido en €l o sobre los procesos que participan en
la diferenciacidén. Asi un producto con malformaciones cuyos padres
Cuno © ambos) estuvieron en contacto con un compuesto teratogénico
antes de la concepcién, sugiere la ocurrencia de dafio genético en
los gametos; por otra parte, la teratogénesis en casos extremos,
puede conducir a la muerte embricnaria o fetal, originandose un

aborto espontaneo (Zimmerman, 1875D.

MECANISMOS DE REPARACION

El dafioc producidio al ADN no es necesariamente +traducido en
mutaciones o muerte celular ya que la célula cuenta con diferentes
mecanismos de reparacién de dafio al ADN, entre los cuales cabe
mencionar al mecanismo de reparacién por escisién, libre de error.,
el cual se ha encontrado no solo en células procariotas, si no
también en células eucariotas (Kimball et al., 1887). Este
mecanismo de reparacién se lleva a cabo mediante la escisidén de
nucledétidos requiriéndose varias enzimas, siendo la mas importante
la endonucleasa Uvr 'que hace un corte en el extremoc 5' de la base
dafiada mediante la hidrélisis del enlace fosfodiéster, esta
enzima esta constituida por tres subunidades que son el producto
de los agentes UvrA, UvrB y UvrcC. La UvrA realiza el
reconocimiento primario de la lesidén, la UvrB es la responsable
del corte endonucleoctidico, amba_é necesitan de la presencia de la

UvrC para actuar C(Lindahl, 1982). Una vez escindidc el nucledtido



dafMado es eliminado junto con otras lases adyacentes por la
actividad exonucleoliiica 5"-3" de la polimsrasa i, posteriormente
la polimerasa usa como templete la hebra no daMada y los extremos
de las cadenas son unidos por la accién de una ligasa (Sarangentiin
y Smith, 1888).

Asi el buen funcionamliento de loi sistemas de reparacidn, juega un
pape!l muy importante en las etapas de iniciacidén de la
carcinogénesis, ya que una mutacidn en el ADN es el resultado de
la faita de reparaci®én o de ura reparacidédn incorrecta causando una
lesioén al ADN que puede inducir mutaciones heredables, y ademas,
pt oducir efectos letales que se Lraducen en muerte celular, El
daffo producids al ADN puede o no causar alteraciones al fenotipo y
puedée permanecer en la célulz como una lesidn que le conflere el
caraclter premaligno CElledge y Walker, 1983; T:I*osko y Chang,
19845.

PRUEBAS PARA VALORAR EL RIESGO GENOTOXICO A CITRATO DE CLOMIFENO

Dentro de los sistemas biolégicos que pueden ser usados para
valorar el riesgo genotéxico a este farmaco, estan aquellas‘
pruebas cuyo propésito es valorar alteraciones genéticas
relevantes para la carcinogénesis humana como aberraciones
cromosémicas numéricas ¥y estructurales. Entre estas pruebas se
puede citar el anilisis cromdsomico de las células de mamifero en
cultivo o la determinaciédn de microntdcleos o intercambioc de
crématidas hermanas inducidas in vivo en médula dsea o sangre de
roedores. Estas pruebas. son de gran capacidad predictiva de riesgo
ya que se ha visto que tienen una gran sensibillidad Ccapacidad
para detectar como positivo a agentes carcinogénicos); pero debido
al alto costo y a la larga duracién de los bloensayos animales, se
hace imposible su uso rutinario, noe asi con las pruebas



bacterianas que tienen la ventajia de reducir costos y ser mis
rapidas y asi readucir el tiempo de estudios de tamizado de
compuestos mutagénicos y de carclnogénicos. Por otro lado, con el
empleo de algunos sltemas bacterianos se puede estudiar el
metabolisme del compuesto {Cortinas de Nava et al.. 1880;
Rosenkianza y Gutter, 1978).

Entre los sistemas de prusbas bacterianas mas usadas se encuentran
los sistemas de Bacilus subtilis RecA- RecA+ y el de Escherichia
coli PolA+-Pol A-, gue miden daffo letal al ADN. En cuanto al
sistema de E. coli, se conoce que tiene alta especificidad y baja
sensibilidad, mientras gque del otro sistema sélo se conoce que
tiene una alta especificidad. No obstante el sistema de cepas de
Salmonella typhimurium His+ Cprueba de Ames), es sin duda el mas
conocido. Debide a su alto valer predictivo, ya que, se ha
establecido que aproximadamente el ©90% de los carcinogénos
quimicos causan mutaciones o daffo al ADN en estas bacterias
CMcCann ¥ Ames, 1976; McCann et al.. 1975); ademis de contar con
una extensa gama de opciones para detectar diferentes mecanismos
de accidén de los agentes potencialmente carcinogénicos CAsshby vy
Tennat, 1988; McCann et al., 1975; Mohn. 1981).



PRUEBA DE AMES

La prueba de Anes cuenta con diferentles cepas bacterianas mutantes
Cauxédirofas, His-) 4gue pueden ser revertidas a su fenotipo
original por la asccldn de un gran numerco de compuestos mutadgenicos
¥y carcinogeéenlcos que actdan por difer2anics mecanismos CAmes et
al., 1973). '

Apartir de la cepa zilvesire de Salmonelle typhimuriun LT-2 se
construveron las cepas, TALS37 ChisC 307V6 UvrBl y la cepa TALS3E.
lLLa primera contiene la lnsercidn de una citosina en el gen hisC,
mlenlras que la otra una delecldn de un par GC en el gen hisD.
Estas cepas pueden por lo tanto ser revertidas a su fenclipo
orlginal iis+ por compuestos capaces de inducir mutaciones por

corrimiento de formato.

Otro grupo de cepas son las que en el coddn 98 del gen hisG 46
tienen un triplete GGG que codifica para la leucina. Estas cepas
solo pueden ser revertidas por mutagenos que actGan a un nivel de

sustitucisn en el par G-C, como es el caso de la cepa TA1535.

Este sistema ha sldo mejorado mediante modificaciones adiclonales,
tales como, la introduccion de un plasmido., pkmlOl que contiene a
los glane's: umuB y umuC gque promueven el mecanismo de reparacidén
propenso a error (McCann et al., 1975; Maron y Ames, 1983;
Hartman et al.. 1988). As{, ahora el sistema cuenta con las cepas
TAGBChisD 3052 pkml 01D con  mayor capacidad para detectar
mutAgenos gque actuan por corrimlento de formato que su cepa
homédloga TAL1S38. De lgual forma la cepa TAL1OOC (hisG 48 pkmiOid fué
obtenida al introducir el plasmido pkmi0O1 en la cepa TA1535. Todas
estas cepas poseen una delecién en el gén rfa que las hace mas
sensibles al paso de los compuestos por carecer de una

lipoproteina de la pared celular.
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Por otro lado las cepas convencionales del sistema de Ames, por
poseer una delecidn desde el gen bio al galC, incluyendo el gen
uvrB en el minuto 18 del cromosoma bacterlano (Sanderson y Hurley,
16872, no son capaces de efectuar correctamente la reparacidén por
escisidn. En wvista de gyue los sistemas de reparacidén son muy
importantes en 21 proceso de inicliaciédn de carcinogénesis, se han
incorporado al ensayo cepas homélogas a las ya existentes pero en
las cuales se conserva intacto el gen uvrB y el mecanismo de
reparacién por escisidn exento de error func:;.ona adecuadamente
CEspinosa, A. et al., 1989).

Por otro lado dichas cepas sélo son capaces de detectar el efecto
del compuesto gque produce en el ADN lesiones que no son
correctamente reparadas. Entre las principales cepas de Salmonella
typhimurium Uvr+, estan la TA1875 que es la homéloga de la cepa
TA1538. La cepa UTHS8414 que posee la misma mutacidn por
sustitucidén de bases y el plasmido pkmiOl que la cepa TA100. Entre
las cepas que detectan compuestos gue produzcan corrimiento del
marco de lectura se encuentra la cepa TA1977 gque al igual que la
caepa TA1537 contiene la delecidén en el gen hisD y la cepa TAL197B
que es la homéloga de la cepa TA1538. La cepa UTHB413 es la
homéloga de la cepa TAS8, pero carece de la delecidn del gen uvrB.
As{ el empleoc del sistema de Salmonella typhimurium Uvr-sUvr+
permite detectar mutacicnes que no son debidamente reparadas,
ademas de poder ser Gtll para detectar mutaciones letales, cuya
falta de reparacién induce a la muerte celuar, siempre y cuando se
realicen en paralelo pruebas de sobrevida C(Ames et al.. 1975;
Maron y Ames, 1883).

Un problema que tenia el sistema de Ames es que en el mamifero in
vive existen sistemas enzimiticos responsables de la
transformacidén metabdlica de los compuestos que acceden al
organismo, convirtiendo el producto en metabolitos
carcinogénicamente activos que reaccionen con el ADN en caso de
haberlos, y que estiAn ausentes en Salmonella typhimurium. Por ellc



la prusta ha Sie compl ement ada mediante iraccicnes
post-mitocondriales (fraccidn SE-8) de homogenados de drganos de
roedores, para Liatar de suplir la activazidn metabdlica que
necesitan algunous compuestos para ser carcinogénicos (Ames et al.,
197%; Dayan,et al., 1980, Matsumutc y Yoshida, 1977: Takie et al.,

197%; Preussman, K. y Stuar, B.,1984).

Pur otra parte las ventajas que ofrece este sistema, es la facil
manipulacidn, economia ¥ rapirdez de ejecucidn. Asi mismo brinda la
posibilidad de aver iguar s: un agente quimico es inutagénico y a

travées de qué mecanismo induce i mutacidn CAmes, 2L al., 1973;

Amers et al., 1975; Esploosa, 1383800, Ademas, despues de varios
estudios de grupos dg carcindgonos se ha reportado que este
S sistema de prueba e mibagénesis presenta una alta
reproducibilidad de los datos en diferentes experimentos,.

aceptando también gue <uenta con una alta sensibilidad, esto
significa que cerca del % de los carcindgenos probados son
mutagénicos y una alta especificidad ya que cerca del 87% de los
compuestios no carcinogénicos probados no son mutagénlcos(Anderson

et al. ., 1984; MacPhee. 1984; Peoll, 1980; Rinkus y legator, 1970>.
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CITRATO DE CLOMIFENO
PROPIEDADES FISICAS QUIMICAS Y EXCRECION

El Citrato de Clomifenc (CC) es un polvc blanco © amarillo con
olor débil. Su punto de fusidn es de 117°% . Es poco soluble en
agua, etanol, cloroformc y metanol, es parcialmente soluble en
eter dietilico. Es inestable al aire y a la luz (Wade, 1977;
Windholz, 1876D.

La presentacidén comercial contiene del 98% al 100% de CC, pudiendo
ser separado en dos isémeros uno cis y uno trans, que se han
denominadeo como zuclomifeno y enclomifeno; el isémero trans es el
enclomifeno mientras que el zuclomifeno es el isdmero cis, el
isébmero cis posee la actividad anti-estrogénica y el trans es
estrogénico (Wade, 1977). Contiene 1% de agua, 0.002% de metales
pesados y 30 a S0% del isdmero trans (Windholz, 19786).

La droga se absorbe facilmente en el tracto digestiveo cuando se
administra por via oral. Se excreta algb por via rifion, pero la
mayor parte por la bilis al intestino y se elimina en las heces.
La eliminacidén por las heces es alrededor del 50% en 5 dias,
siendo  lenta dicha eliminacidn debido a la circulacién
enterchepitica de la droga (Wade, 1977).

USOS DEL CITRATO DE CLOMIFENO. '

El Citrato de Clomifeno es usado en medicina humana para inducir

ovulacién en mujeres anovulatorias y oligocovulatorias. La dosis

11



usual es de S0mg orales, diarios por S dias ccoaenzando el quinto

dla del cieclo meztrual o en cualguier momanto en pacientes
amenorreicas. Si ocurre ia ovulacidn, s2 conbllinta con la misma
dosis hasta consequir la concepcldrn. En cascs contrarieo , el
Lratamiento se vopite con 100mg por cla hazta gus ocurra la

ovulacidn (Pereira, =t al., 19872, Pero en algunos casos la dozis
se llega lncrementar dentro de un rango de 280 a 7S0mg por ciclo,
con el 1'in de lograr la ovulacidn en pacienbtes infértiles (Svigos,

1990; Shalev el al., 1984),

Por obtra parte el CO se ha ulil:zmado combinado con gonadotropina
mencpauslca humana (HMGY v goenadotropina coridnica humana CHCG

CVeranes. Arian, " 19852, en pacientes anovulatorias y en

Ie

al.
paclrentes npormopr clact lnédgm: oz o combinacidn con bromocriptina
CMutioz, Perez, et al., 14R3: . 'emds de ser usado en asociacidn con
dexametasona para inducir ovulacidn en mujeres infértiles con
hiper andr ogenismo discreto @n estado anovulatorio crénico.
Incrementandose ast la eficacia terapeutica en cada wuno de los

casos. (Antonini . et al.,, 1986).

El- CC tamhién es usado en hombres con oligospermia, sin embargo
este tratamiento no ha resultado ser muy confiable, va que, con un
Lratamiento prolongado con CC en pequefias dosis de 2% mg-sdia
durante 24 dias aumenta el numero de espermatozoides, pero no se
elevan los niveles sérlicos de la hormona luteinizante CLHD ni la
de la foliculo estimulante CFSH)., ademas, no hay incrementos
significatiVos en la calidad del semen CChiorboli,et al., 1981;
1982; Gomeéz Alzugaray et al., 1985>.

Ctro wso gue ha tenido el CC ha sido para el diagndstico del
sindrome de ovario residual an pacientes con ovicectomia
bilateral, el cual se caracteriza por un dolor abdominal intenso.
Al tratar estas pacientes con CC se hiperestimula el tejido
raesidual y este es facilmente localizable en una lamparcscopia

CKaminski, et al.,l1980).
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Este farmaco también ha sido empleado para el tratamiento local en
nacientes con Condilema acuminado, donde una sola aplicacidén local
de Cltrato de Clomifeno bloquea los receptores en piel (Fitz, et
al., 10903,

INDUCCION DE LA OVULACION Y EMBARAZOS CON CITRATO DE CLOMIFENO

La terapia con CC a una dosis de 100 mg durante cinco dias por dos
ciclos, induce antre un 70 a un 90% de ovulacidén en las pacientes
tratadas con éste, mientras que los embarazos van de un 30 a un
40%, vya sea en forma combinada o administrando unicamente CC
CScialli, 1986, Veranes Arias et al., 1985; Yabur et al., 1985).
Esto sugiere que la exposiciédn del sistema genital femenino al CC
puede tener como consecuencia, una disminucidn en la capacidad
para transportar o sostener el embrién tempranc (Scialli, 1986;
Svigos, 1990); sin embargoe otros autores consideran que los
abortos se deben a una fase luteal deficiente CWentz et al..
19G0). Asf{ mismo, parece ser, que la induccidn de la ovulacidn con
CC incrementa la incidencia de embarazos multiples, ocurriendo de
un 8 a 13% CDickey et al., 18890; Scialli, 19863.

ESTUDIOS DE TOXICIDAD CON CITRATO DE CLOMIFENO

Se ha demostrado que una sola inyeccidén de 10 a S00 ug de CC a
ratas hembras en el primer dia de nacidas (Sprague-Dawley) resulta
en multiples anormalidades del tracto reproductive, incluyendo
ovarios cisticos, hipoplasia ovarica, hiperplasia oviductual,
metaplasia epitelial y tumcres uterinos. A dosis altas (800 ugd
produce entre 80 a 100% de las anormalidades anteriocres y a dosis
bajas e intermedias de 10 a 50% CClark, 1977D. '
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As! algunos bioensavos @n roedores musstran gue la administracidn
de CC en etapas ‘Leppranas de la  gestacidén  nuede producir
transtornos en la implantactdn, muerte fetal ¥ diwversas
malformaciones congénitlas. Asi por ejenplo, se ha reportado gque la
administracidén ora! a4 ratas de Q.1 mgrsKg de CC durante la
gestacidn temprana induce un 100% de inhibicidn de implantacidn.
La administracion de © a 1C mg-/Kg durante la mitad del embarazo
incrementa la mortalidad fetal de un 14 a un 20% (Suzuki, 1870 ad,
mientras gue, la administracion oral de 15 a 18 mg-Kg inhibe la
implantacidén cuando se da a ratocnes en los primeros dias de
gestacidén , ademas incrementan las anormalidades mor foldgicas

(Suzuki. 1970 bd.

For otra parte, se % estudiado que la administraclén de CC en
ratas adultas, puede causar di ver sos efectos toéxdicos, que
comprometen a casi teodos los drganos, asi Hart en 1990 relizd un
estudico en ratas hembras. tratadas con CC (B0 mg-Kg-dia,por
cuatro dias) con el tin de ver qué drgancs afectaba, siguiendo los
camblios en peso relat.vo de algunos ¢rganos. Los cambios afectaron
el higado, bazo. corazon, riMdan, dteroc Y ovarios slendo
significativos. Concluyendo que el CC puede afectar el peso
relativo de algunos de los dérganos actuando fundamentalmente a

nivel anti-organotroépico.
EFECTOS SECUNDARIOS AL TRATAMIENTO CON CITRATO DE CLOMIFENO

Veranes—Arias y colaboradores reportan en 1985, tan sélo 3.5% de
abortos durante el primer trimestre de embarazo en tante que
Toshinobu y colaboradores, en 1979 reporta una frecuencia del
23.9% de abortos entre 83 embarazos obtenidos con CC (250 mg-dia
por cicled), en tanto que el grupo control, sdéloc se encontréd el
8.9% de abortos entre 270 embarazos; cabe hacer notar que a

diferenclia de otros estudios en esle caso, si logré asociarse el
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incrementc de la frecuencia de abortos al ‘ratamiento con CC.
Tambien ha sido repertade gque el iratamiento con HMG y CC
incrementa la frecuenclia de cariotipos anormales, traducidos en
abortos espontanens Je un 61 hasta un 80% (Boué, 1973). Aunado al
heche de que al wutilizar CC para inducir ovocitos provoca

aneuploidias in vitrec (Delhanty y Panketh, 188C>.

Se ha reportado que de 21 pacientes que lograron un embarazo con
la administracién de CC+HMG, sélo ocurrid un embarazo (1.120 y
sels paclentes gque recibieron CC de 250 a 700 mg por ciclo durante
13 meses, desarrollaron un 57% de endometriosis contra un 7% del
grupo control, sugiriendo que ésta fuera la causa de que las
pacientes continuaran con su problema de infertllidad (Svigos,
1990). Otros reportes sugieren que el CC puede incrementar la
incidencia de embharazos molares en mujeres tratadas con este
medicamento, produciendc dilatacién y fibrolisis del dtero
CScialii, 1988). '

Bolton en 1977 reporta en pacientes que fueron tratadas con CC
€100 mg-dia durante cinco dias por dos ciclos? el desarrollo de un
69% de tumores de las células granulosas y un 14% de cancer de
mama, mientras que, @n el grupo control los tumores de las células
granulosas se presentaron en un S% y el desarrollo de cancer de

mama fue nulo.

Por otro lado, se ha reportade que en mujeres infértiles con una
historia de desordenes ps.iquiéas previas al tratamiento con CC,
son de alte riesgo, ya que, es frecuente gque presenten
enfermedades psicopaticas maniaco-depresivas, en las cuales -hay
pérdidas del conocimiento, anormal i dades psicomotrices y
alucinaciones. Hasta ahora no se ha descublerto que esto se deba a
una causa organica, sino al tratamiento con CC (Kapfhammer et al..
1990).
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OBJETIVOS

OBJETIVYO GENERAL

Conocer =i el Citrato de Clomifero es capaz de producir dafios en
el ADN, con el fin de aportar un criterio mas para gque esle

medicamento se emples on una forma mas racional.

OBJETIVOS [LSPECIFICOS

Distinguir el tipe de mutaciones que pueda producir el Citrato

Jde Clomifeno en el ADN de Salmonelia (vghimuriwn.

Estudiar si las mutaciones producidas por el Citrato de

Clomifeno pueden ser reparadas usando como sistema de deteccldn el

par de cepas bacterlianas Uvr-~sUvr+, deficlentes y eficientes en el

sistema de reparacion por escisidn.
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MATERIAL ¥ METODOS

CEPAS BACTERIANAS

Las cepas de Salmonella typhimuriun TALIO00 ChisG 46 pkmiQOld y la
cepa TA9B (hisD 3052 pkmlOl) fueron donadas por la Universidad de
California; mientras que la cepa Salmonella typhimurium UTHB413
ChisD 3052 pkml0Ol UwvrB+) fue donada por la Universidad Nacional

Autondma de México.

MANTENIMIENTO ¥ OBTENCION DE LAS CEPAS

Las bacterias obtenidas por conducto de r. Ames llegaron en
discos de papel filtro impregnados con cultivos recientes de cada
cepa dentro de bolsitas de plAstico con agar blando para evitar la
desecacién. Lo antes posible se colocarén los discos con pinzas
estériles en S ml de caldo nutritivo Cver apéndice) e incubaron
toda la noche Caproximadamente 16 hrs.) a 37°¢ con agitacién. Los
cultivos asi obtenidos se sometieron a las pruebas gue se
describen mas adelante para verificar 1la presencia de los
marcadores genéticos, evaluar la frecuencia de reversién
espontanea y determinar la sensibilidad a mutdgenos conocidos. Se
prepararon, ademas, los cultivos de reserva colocando 0.1 ml de
dimetilsulféxido mas 1 ml de la suspensién bacteriana
C incubada 16 h .2 Y se congelaron rapidamente sobre hielo
seco para mantenerlos después a -80°C . CMaron Yy Ames, 10831,
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Para evitar congelar y descongealar constantemente lcs cultlivos de
reserva se prepararon cajas de Petri con cultivos que se pudieron
guardar a 4 °¢ hasta por 1 a 2 meses. Para ello se tomd con una
asa de siembra una muestra del cultivo de reserva y se sembroc en S
ml de caldo nutritiveo, se incubé con agitacidédn por 18 h a < i o8
luego se sembro por medio de estrias en caja Petri con medio
minimo de Vogel -Boner complementado con un exceso de histidina
(ver apéndice), ademas se agregd 0.1 ml de una solucidn estéril de
ampicilina (8 mg-ml). Los cultivos para las pruebas de mutagénesis
se cbtuvieron tumandc con una asa de sismbra una muestra de las
cajas y sembrando en 5 ml de calds nutritivo y luego se ifncubaron

a 379C durante toaa la noche con aglitacion.

MARCADORES GENETICOS

Con el fin de tener un buen control de calidad del sistema se
checaron constantemente los marcadores de las cepas, asl como su
reversién espontanea y respuesta a mutagenocs conocidos. Segidn lo
describe Espinosa en 1880.

a) Requerimiento de histidina. Sembrar por medio de estrias el
cultive de 16 hrs. sobre cajas, conteniendc medic minimo de
Vogel -Boner. Hacer lo mismo sobre medio minimo complementado con
un exceso de histidina. Solamente debe haber crecimliento en las

cajas complementadas con histidina.

b) Sensibilidad al r.r.i..st.al vicleta. Para verificar el marcador rfa
(modificacidén de la pared celular), se determind la sensibilidad
de las cepas al cristal violeta. Se inoculd 0.1 ml del cultivo en

is



cajas de Petri con agar infusién cerebro corazén (BHID, y se dejo
secar. Se colocd un disco de papel filtro estéril en el centro de
la caja; con ayuda de una pipeta automatica "Clinipette”
se colocaron en 10 ul de una solucién de cristal violeta (1 mg-mlD

Se Incubé 24 h. a 37°C. Una zona clara de inhibicién Al rededor

del disco indicé la presencia de la mutacidn.

¢) Presencia del plasmido. Se wverifico Ia resistencia de las
cepas a la ampicilina, y se siguié el mismo procedimiento que para

el marcador rfa.

d) Sensibilidad a la luz ultraviocleta. En una caja de Petri con
agar BHI, se sembraron los cultivos por medio de estrias. Se
tapd la mitad de la caja con papel aluminio y se irradié con una
lampara germicida de luz U.V de 18W a una distancia de 33 a 35 cm.
por & seg. Las cepas que contienen el marcador UvrB crecierén en

las dos zonas, Tanto la que fue radiada como la que no lo fué.

e) Frecuencia de reversién espontanea. Se colocéd 0.1 ml del
cultivo en un tubo de ensayo con tapén de rosca que contenia 2 ml
de agar suave Cagar de superficied a 45 °c. mezcéd el contenido con
ayuda de un vortéx y se distribuyd perfectamente sobre medio
minimo de Vogel-Boner. Se Dejd solidificar e incubaron invertidas
a 37 % por 48 h, y se contaron las revertantes espontaneas.
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OBTENCION DE LA FRACCION 39

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con un peso
aproximado de 200 g a las que se les administré por via
intraperitoneal S00 mg-Kg de pesc de Aroclor 1254 diluido en
aceite de malz a una concentracién de 200 mgs/ml . Los animales se
mantuvieron tomando agua ad libltum y se les suministré alimento
nor mal mente. el cual se les retiré 12  horas antes de
sacrificarlos. El gquinto dia de .nues de la finyeccidn, las ratas se

sacriilcaron por Jdecap:lacién.

El material de diseccidn y de vidrio, asi como las soluciones que
se usaron en las etapas subsiguientes estaban estériles. Se
extrajeron los hlgados asépticamente y se colocaron en vasos gque
contenfan 15 ml de solucidn fria de KCl 0.1 M por gramo de
higado. Se cortaron en pedazos pequelios con ayuda de tijeras y se
homogenizaron con ayuda de un aparato Potter-Elvehjem. El
homogenizador se centrifugd a 8,000 rpm por 10 minutos y el
sobrenadante (denominado fraccidén SO) se distribuydé en viales con
tapén de rosca a razén de 1 ml. Se congelaron raplidamente sobre
hielo seco y se mantuvierédn a —-80 %

ENSAYOS DE MUTAGENESIS.

Se utilizaron las cepas de Salmonella typhimuriumn TA100 y TASS, vy

se procedid de la siguiente manera:

A dos mililitros de agar de superficie Cver apéndice) precalentado
a 45 °¢, se le afiadis 100 ul del cultivo de la cepa de 16 h, 10
Hl de la soluciédn del compuesto problema C(las diferentes dosis del
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medicamento) ¥ 0.5 ml de la mezcla S99 (si se trabaja con
activacién metabdlical. El contenide de la mezcla se agitd con
ayuda de un vértex y se distribuyd® en cajas de Petri con medio
minimo de Vogel-Boner. Las cajas se rotaron activamente para que
se formara una capa homogénea, se dejaron solidificar a
temperatura ambiente y se incubaron a 37 % por 48 h.

En vista de gque a 100 mg de Citrato de Clomifenc se observan
efectos adversos en las pacientes tratadas y tomando en cuenta
que el pesc promedic de la mujer mexicana es de 5S4 Kg, y sabiendo
que el 50% del compuesto es eliminado en las heces., se tiene que
por cada Kg de peso corresponde aproximadamente 1 mg de Citratoc de
Clomifenco equivalente a 1000 ug. Por lo que el rango de dosis a
probar fue de 25 a 1000 ug ~ Caja Petri.

En cada experimento se incluyeron controles positivos para
verificar las propiedades de las cepas de prueba que consistidé en
el emplec de mutigenocs conocidos; utilizande los recomendados por
Maron y Ames en 1986.

MUTAGENO CONCENTRACIONES S8 TA100 TASS8
MNNG 10 ug - + -
A.plcroldénico 100 ug - -
2-Aminoantraceno 10 pg + -
Ciclofosfamida 8500 ug + + -

+Incremento mayor al doble de la reversidén espontanea.



Ademas del control positivo, se 1ncluye un control con el
sol vente, asl como las dosis probadas. Sclo en el caso de
activacién metabédlica se incluyeron cajas que contenlian bacterias
y mezcla 59 ya que esta hace variar el numero de revertantes

espontaneas.

Las soluciones de los mutigenos conocidos como las del Citrato de
Clomifeno se prepararcon en DMSO (dimetilsulféxidod . Para cada
cepa se hicieron Ltres experimentos por separado, con ¥ Ssin
activacidédn metabdlica, usando tres cajas para cada dilucién del

medicamento como para cada unc de los controles.
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ENSAYO DE PREINCUBACION

Se procedid de la siguiente manera: se affadid 0.1 ml de un cultive
de toda la noche, de las cepas con las que se hizo el ensayo
CTAL1Q00 y TA98) en tubos con tapédn de rosca, luego se colocardn 10
ul de cada dilucidén del compuesto en los tubos que contenian a
la bacteria. se mantuvieron a 4 °C hasta la adicién de la mezcla
=S.

La mezcla S9 fue previamente preparada, ademis se calculd la
cantidad de NADP y glucosa 6-fosfalo que. se utilizdé as{ como la
cantidad de amortiguader de fosfatos y solucidn de MgCia— KCl que
se requirioc para disolver la mezcla S9 ( ver apéndice). La
solucidn resultante se filtro wutilizando una wunidad Swinex
Cmilipore Corp. Bedfor Mass) equipada con una membrana de 0.45Su de

poro ¥y se mantuvo en hielo durante el experimento.

Se agregd 0.5 ml de 89 por tubo de cultivo, el cual contenia al
organismo y el compuesto, los tubos se mantuvieron a 4 °C. Una vez
que se termind con la distribucién de la fraccidén 59, los tubos se
incubaron en un bafilo Maria con agitacién CAmerican Scientific
Producs BT23) a 90 rpm por 80 minutos a 37 °C. Después de la
incubacidén, los tubos se mantuvieron a 4 ° y se continud a
plaquear.

Cada muestra se distribuyd en tres cajas de agar minimo de
Vogel -Boner y se incubaron invertidas a 37 2c por 48 horas.
Después de la incubacidén, se contd el nGmero de revertantes por
placa con ayuda de un cuenta colonias (Fisher Accu-Lite Modelo
133-8002).

El control negativo llevé 100 ul del cultive de 16 horas, 10
ul de DMSO y 0.5 ml de la mezcla S9, mientras que el control
positivo llevéd el mutagenc en lugar del DMSO Cel mutigeno que se



ut:li12é dependio de la cepa con Jue se trabajé como ya se habia
tndicade anteriormente en la tabla), ewtos fueron plaqueados como

tan o otras muestras,

SISTEMA DE REPARACION

Con el fin de estudiar el efecto del mecanismo de reparacidén por
esclsion para el Citrato de Clomifeno. las pruebas de
mut ageni_i1dad se hicleron en la cepa Salmonella typhimurium
IIMTHR41 3 en paralelo .on la cepa Salmonella typhimuriun TAS8 en la
m:ema forma que se describid para los ensayos de preincubacidédn. Al
mismo tiempo se hizo el ensaye de sobrevida para ambas cepas. Al
tgual que los ensayos anteriores se hiclierdn tres experimentos por

separ ado para considerar que los resultados fueran validos.

PRUEBAS DE SOBREVIDA

Un cultivo de 18 h. de la bacterlia se diluyd en solucidn salina
isotdnica hasta una dilucidn de 1l.0‘5 células-ml, 0:1 ml de esta
diluciédn se colocd en un tubo de ensaye ;:on tapédn dé rosca
conteniendo 2ml de caldo nutritivo con agar al 0.6% C ver
apéndice ) y se afadid 10 ul de la solucidn problema , se agité
en un vortex y posteriormente se virtid en placas de agar BHI.
Lver apéndiced s¢lo en el caso de las pruebas con activacidén
metabélica se afladid 0.5 ml de la mezcla S9 (ver epéndiced. Se
de jaron secar las cajas a temperatura ambiente incubandose 3'370(:

por 24 horas. Se 1ncluyeron como controles la cepa sola ¥y la cepa

y DMSO.
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Para los ensayos de socbrevida con el método de preincubaciédn se
hicieron las diluciones comoc ya se menciond y se continud con el
mismo procedimiento, que para la mutagénesis, con la diferencia
que se plagqued en agar BHI vy se incubaron por 24 h.,
realizandose, también tres experimentos por separado para los
ensayos sin activacidén metabdlica y los de preincubacidn.

INTERPRETACION DE RESULTADCS

Para los ensayos de mutagénesis se conté el numero de revertantes
His+ por placa obtenidas para cada dosis probada del compuesto,
para las diferentes técnicas empleadas en ambas cepas Salmonella
typhimurium CTA100 y TAQSS), luego se procedid a calcular el
promedic para cada concentracién, ya que, se utilizaron tres cajas
para cada dosis del farmaco, de la misma forma se cobtuvieron los
promedios para los controles positivos Crespuesta mutagenos
conocidos? y negativos Creversién espontanea de la cepad)., una
vez , que se obtuvieron los promedios para cada método empleado en
el estudio se procedid a realizar un analisis por computadora de
los datos obtenidos con el programa Harvad Presentation Graphic
versién A.01, el cual permitidé cbtener graficas para cada método
utilizado. Asif un resultado positivo se interpreté como el
incremento en el numero de revertantes His+ el cual llegara a
doblar el valor de la reversién espontinea y mostrara un
incrementc en el nimerc de mutantes en funcidn de la
concentracién déel compuesto C Maron y Ames, 1983.).

Para el ensayo de reparacién se procedid de la misma forma para
obtener los promedios y la grafica, sélo que la interpretacién de
los resultados varia, puesto que, la presencia de reparacién se
manifiesta con la disminucién de mutantes en funcién de la

concentracién del compuesto.



A diterencia de los encayos de mutageénesis ., en los ensayos de
sobrevida lo que se grafica son los promedios de las unidades
formadora: de colonias v la interpretacion consiste en ver si un
compuesto es © no téxico, asi, la disminuciédn en el numero de
unidades 1ormadoras de colonias en funcidén de la concentracidn del
compuesto, deja de nanifiesto la toxicidad del compuesto adn mas

¢uando el incremento en la dosis del farmaco inhibe el desarrollo

del crecimiento.



RESULTADOS

En las primeras tres graficas se muestran las curvas de
estandarizacién a los diferentes mutagenos, donde se pueden
observar las curvas dosis-respuesta de las cepas de Salmonella
typhimuriun TA100 y TAS8, tanto con mutagenos directos, como
para aquellos que requieren de activacién metabdlica, con la
técnica de incorporacidén en tubo.

En la grafica 1 se puede ver la respuesta de la cepa TA100 a la
N-Metil -N*-Nitro-N-nitrosoguanidina con la técnica de
incorporacién en tubo. En la grafica 2 se cobserva la respuesta de
la misma cepa a la ciclofosfamida con activacién metabdlica con la
fraccién hepitica de higado de rata inducida con Aroclor (S8).
CVer Material y Métcdos). En la grafica 3 se muestra la respuesta
a la cepa S. typhimuriun TAS8 al 2-amino-antraceno en presencia de
la fraccidén S9 con activaciédn metabdlica.



CURVA DOSIS RESPUESTA DE S. typhimurium
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GRAFICA 1.

Cur va de estandarizacidn para utilizar la N-Metil-N'-
Nitro-N-Nitrosoguanidina CMNNGY, como control positivo para los
ensayos sin activacién metabdlica con Salmonella typhtmurium TA100

que responde a mutaciones por sustitucidén de bases.



CURVA DOSIS RESPUESTA A
CICLOFOSFAMIDA
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Curva de estandarizacién para utilizar la ciclofosfamida CCF) como

control positivo para los ensayos de preincubacién e incorporacién

en tubo con activacién metabdlica en Salmonella typhimurium TMOO

que revierte por sustitucién de bases.



MUTACIONES INDUCIDAS POR
DOS AMINO ANTRACENO
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Curva de estandarizacidn para utilizar el 2 amincantraceno (2 AA
como control positive en Salmonella typhimurium TAS8 que revierte
por corrimiento en el marco de lectura, tanto para. los ensayos de
incowi poracién en tubo con activacion metabdlica como para los de
preincubaclén.



Las graficas 4 y 5 muestran el comportamiento de Salmonella
typhimuriun TAL100, representandose en la grafica No.4 el uso de
dos técnicas diferentes, incorporacién en tubc con y sin
activacién metabdlica, observandose una respuesta no mutagenica
para ambas técnicas con las distintas dosis del farmaco, mientras
que, en la grafica No.5 se observa la respuesta al Citrato de
Clomifenoc en Salmonella typhimurium TAI00 con la técnica de
preincubacién. Sin observarse tampoco ningdn aumento de las
revertantes His+ con las dosis empleadas.



RESPUESTA A CITRATO DE CLOMIFENO EN
S. typhimurium TA100
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GRAFICA No. 4

Comportamiento de Salmonella typhimurium TALO00 con Citrato de
Clomifeno. usando la técnica de incorporacién en tubo con y sin
activacidn metabdlica.

Reversion espontanea (sin S9) 120

Reversién espontanea (con S9) 108

Controles positivos: S
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RESPUESTA DE S. typhimurium
TA100 A CITRATO DE CLOMIFENO.

AEVERTANTES HIS+
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GRAFICA No. 5
Ensayo con Citrato de Clomifeno en Salmonella typhimurium TA100
con la técnica de preincubacién.
Reversién espontanea 72.8
Control positivo:

CF. (500ug-caja Petri) 454 Rev. His+



La grafica No.6 corresponde al ensayo realizado con la cepa
Salmonella typhimuriun TAS8, en la cual se aprecian diferentes
respuestas entre las tLécnicas de incorporacién en tubo con ¥y sin
activacién metabdlica. Asi en la técnica sin activaciédn
metabdlica, se observa un comportamiento mis © menos constante en
el numero de revertantes His+ hasta la dosis de 62.5ug-caja Petri
de Citrato de Clomifeno, mientras que, con la técnica de
activacién metabdlica se observa una tendencia ascendente hasta la
dosis de 125ug-caja Petri de Citrato de Clomifeno; en la grafica
No.7 sélo se muestra el mismo comportamiento de S. typhimuriwun
TAS8 con la técnica de incorporaciédn en tubo con activacién
metabélica., con el fin de hacer mas evidente el aumento en el
numero de revertantes His+ correspondiente al aumento en la dosis
del farmaco, llegando sclo este aumento a la dosis de 125ug-caja
Petri de CiLraLb de Clomifeno.
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RESPUESTA DE S. typhimurium TA98
A CITRATO DE CLOMIFENO .

REVERTANTES HIS+
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GRAFICA No. ©

Respuesta de Salmonella typhimurium TAS8 con diferentes dosis de
Citrato de Clomifeno, utilizando la técnica de incorporacién en
tubo con y sin activacién metabdlica.

Reversidn espontinea (sin S8 20.3 Rev. His+
Reversioén esponténea (con S8 32.3 Rev. His+

Controles positivos:
Ac. picrolénico 100ug-/caja Petri Csin S9) 100 Rev.His+
2 AA 10ugscaja Petri Ccon S9) 185 Rev.His+



REVERTANTES HIS+

RESPUESTA DE S. typhimurium TA98
CON CITRATO DE CLOMIFENO
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GRAFICA No. 7

Respuesta a Citrato de Clomifenco en Salmeonella typhimuriun TASS

usando la Lécnica de incorporacidén en tubo
metabdlica.

Reversioén espontinea 34.3

Control positivo: )
2 AA (10ugrscaja Petri) 165 Rev His+

con activacién



Los datos de la grafica No.8 demuestran que el Citrato de
Clomifeno causa mutaciones por corrimiento de formato en S.
typhimuriun TAS8, sélo con la técnica de preincubacidn.

En la grafica No.S se compara la respuesta de S. typhimurium TASS
a Citrato de Clomifeno, tanto, con el métode de incorporacién en
tubo como el de preincubacién, en donde se manifiesta que con la
técnica de preincubacidén él efecto del Citrato de Clomifeno es
capaz de producir mutaciones por corrimiento del marco de lectura
en forma mas evidente.

Los datos de la grafica No.10O pormi_t.en observar que las mutaciones
por corrimiento de formato ocasionadas por el Citrato de Clomifeno
en Salmonella typhimuriun TAS8 son corregidas por el sistema de
reparacién por escisidén, presente en la cepa UHTB413 CUvrB+).



RESPUESTA MUTAGENICA DE
S. typhimurium TA98
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GRAFICA No. 8

Efecto mutagenico del Citrato de Clomifeno en la cepa Salmonella

typhimuriwn TAS8, con la técnica de preincubacién,

Reversion espontanea. 58.3

Control positivo:

2 AA (10ug-Caja Petri) 563 Rev. His+



MUTACIONES POR CORRIMEINTO DE
FORMATO INDUCIDAS CON CITRATO DE
CLOMIFENO EN S.typhimurium TA98

REVERTANTES HIS+
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ORAFICA Mo. ©

Comparacién de la respuesta a Citrato de Cloemifenc enire las

técnicas de preincubacién y de incorporacién en tubo
activacién metabdlica en S. typhimurium TAGS.
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RESPUESTA A CITRATO DE CLOMIFENO
CEPAS DE S. typhimurium
pKm101 (uvrB-/uvrB+)

REVERTANTES HIS+
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GRAFICA No. 10

Estudio scbre el efecto del sistema de reparaciédn de mutaciones
inducidas por Citrato de Clomifeno. en cepas de Salmonella
typhimurium pkmlOl CUvrB--UvrB+), Utilizando 1la técnica de
preincubaclioén.

Reversién espontanea UHTB413 1%.3
Reversidén espontanea TAG8 38.0

Controles positivos:

€ AA (10 pgrscaja Petri) UHTB413 103 Rev. His+
2 AA C10 pgrcaja Petrli)d TAD8 224 Rev. His+
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Los ensayos de sobrevida para la cepa de Salmonella typhimurium
TA100 se muestra en la grafica No. 11 y 12 con la técnica de
incorporacién en tubo sin activacién metabdlica y con activacién
metabdlica respectivamente, en donde se puede ver una respuesta
descendente en el numerc de células/mlio-a conforme aumenta la

dosis del fArmaco.
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CURVA DE CRECIMIENTO DE S. typhimurium
TA100 CON CITRATO DE CLOMIFENO

CELWLAS / ml EEB
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GRAFICA MNo. 11
Ensayc de sobrevida con Citrato de Clomifeno en Salmornella

typhimurium TAL00 utilizando la técnica de incorporacion en tubo
si1n activacion metabélica.
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CURVA DE CRECIMIENTO DE S.typhimurium
TA100 CON CITRATO DE CLOMIFENO

CELULAS/mI EES
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G@RAFICA Mo. 12
Ensayco de sobrevida en Salnomug typhimurium TA100 a diferentes

dosis de Citrato de Clomifeno. con la técnica de incorporacién en
tubo con activacién metabdlica.
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En la grafica NHo.12 ¥ 14 se representa los datos obtenidos para la
cepa S. typhr;m&rt’wn TA98 con la técnica de incorporacién en tubo
sin activacién metabdlica y prerncubaciédn, en las cuadles se
observa una tendencia decreciente para ambas técnicas siendo menos
marcado el decremento en el numero de células/ml 10 ° en la
técnica de preincubacién en la que el compuesto ha sido activado

metabdl j camente.

Las curvas de crecimiento obtenidas para S, typhimuriuan UHTB413 se
representan en la grafica No.1S y 16 utilizando el compuesto con y
sin activacién metabdlica. En estas dos graficas se observa una
disminuclidén en el numerc de células/ml 10—8 conforme aumenta la
dosis de Citratc de Clomifeno, especialmente cuando la cepa se
trata con el compuesto quimicamente puro (grtls!"ica No. 1%, ,
mientras que, la disminucién en el numerc de células/ml 10-8 en la
cepa S. typhimurium TA9B8. es menos eviente al activar el
medicamentc metabdlicamente.
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CURVA DE CRECIMEENTO DE S. typhimurium
TAS8 CON CITRATO DE CLOMIFENO
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GRAFICA No. 13

Ensayo de sobrevida en S. typhimurium TASS con diferentes dosis de

Citrato de Clomifeno, usando la técnica de incorporacién en tubo
sin activacién metabélica.



CURVA DE CRECIMIENTO DE S. typhimurium
TA98 CON CITRATO DE CLOMIFENO
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GRAFICA Mo 14

Ensayo de sobrevida en 5. (typhimurium TAG8 con Citrato de

Clomifeno. utilizando la Lécnica de preincubacion.
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CURVA DE CRECIMIENTO DE S.typhimurium
UHT8413 CON CITRATO DE CLOMIFENO
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GRAFICA Mo. 153

Ensayo de sobrevida en $. typhimurium UNT8413 con Citrato de
Comifenc, usando la técnica de incorporacién en tubo sin
activacién mstabélica.
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CURVA DE CRECIMIENTO DE S. typhimurium
UHT8413 EN CITRATO DE CLOMIFENO
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GRAFICA Mo. 16

Ensayo de sobrevida en S. typhimuriun UHT8413 con
Citrato de Clomifenc con la técnica de preincubacién.




DISCUSION

CURVAS DE ESTANDARIZACION

Los resultados que se muestran en las curvas dosis respuesta
presentadas en las primeras grificas indican que las cepas de
Salmonella typhimurium, empleadas en este trabajo. estaban
respondiendoe adecuadamente, ya que se observa una respuesta
positiva en los ires ensayos de estandarizacién, interpretandose
asi, debido a que se aprecia un aumento en el nidmerc de
revertantes superando por mis de dos veces la frecuencia de
reversién espontanea mostrande ademias, un incremento en funcién de
la concentracién del mutiégenoc. Por otro lado, se cuenta con el
antecedente de que cada una de las cepas de Salmonella typhimurium
contenia los marcadores indicados para cada una de ellas y su
reversién espontinea se encontraba dentro del rango sugerido para
cada cepa. ‘Asi los rangos descritos son: TA100 C120-200), TASS8
€30-80) y UTHS8413 C0-20). Aumentando ligeramente en el control
negative, cuando se trabaja con activacidén metabdlica (S8 C(Maron
y Ames, 1983; Espincsa, 1680; Hartman gt 2l1.., 1988). Teniéndose
asi la certeza de que los resultados obtenidos para el Citrato de
Clomifenc eran confiables, ya que, lo anterior permitié verificar
los marcadores genéticos y por ende las propiedades de las cepas
de prueba CAmes gt al.. 1978; Espinosa, 1080, Maron y Ames,
19830 .

En la griafica 1 se cbhserva el efecto de la N-Metil-
N’ -Nitroso-N-Nitrosogunidina. la cual no necesita de activacioén
metabédlica para mostrar su actividad mutdgenica, en S. typhimurium
TAI100, ya Que ez un mutagéno directo CMirvish. 1978; Preussman. R.
y Stuart, B., 1084). Por otro lado, la ciclofosfamida (grafica 2,
[ ] un premutdgeno, puesto que, requiere ser  activado
metabélicamente para inducir mutaciones en S. typhimurium TA100
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ChisG46, pkmiO1l, UvrB >. La actividad mutagénica de estos
compuestos se debe a su capacidad de alquilar al ADN causando
sustituciones de bases, lo cual hace posible sea detectado por S.
typhimuriun TALOO la cual es susceplible a ser revertida por dicho

mecanismo (Cortinas de Nava et al., 1880).

En la grafica 3 se representa el efecto mutagenico del 2
Aminoantraceno en S. typhimurium TAS8 ChisD 3052 pkmliO1i UvrB ).,
que al lgual que la ciclofosfamida requiere de ser biotransformado
para ser mutagenico pero so6lo puede ser detectade por cepas de
Ames obtenidas nediante el mecanismo de mutaciones por
corrimiento en el marco de lectura (Ames et al., 19732, por lo
cuai solo se hace evidente su actividad mutagénica en S.
typhimurium TA98. ya que ésta sdélo es revertida por compuestos
capaces de inducir mutaciones de este Lipo. CDayan._ M.C. et al..
1980; Espinosa, 1980; McCann e_t._ﬂ_. . 1978).

Cabe hacer nolar que en nuestros ensayos a pesar de sustituir el
caldo nutritive Oxoid No.2 CInglaterrad) descrito por Maron y Ames,
1983 por el caldo nutritivo Bioxon (México), el rango de reversiédn
espontanea de nuestras cepas fué comparable al reportado en la
literatura cientifica. Lo cudl muestira que el emplec del Medio
Bioxon., es una alternativa adecuada para realizar un monitoreo
apropiado de Mutigenos quimicos en laboratorios con pocos recursos
econdmicos. )

ENSAYOS DE MUTAGENESIS

Debido a que uno de .los intlerdses de probar el Citrato de
Clomifeno en Salmonella typhimurium C(Prueba de Ames) derivéd de
conocer los cambios moleculares que pudiera causar este farmaco en
el operédn de la histidina por medic de las mutaciones que pudiera
originar. Se seleccionaron dos cepas que fueridn susceptibles de
revertir por diferentes mecanismos de mutacién, una  por
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sustitucién de bases y otra por desfasam:tento de la secuencia
nucleotidica; asi se eligieron las cepas TA100 y TA98 las cuales
revierten a su fenotipo original His+ por los mecanismos que se
mencionaron con anterioridad, ademiés, son las que se recomiendan
universalmente para estudiar un compuesto del cual noc se conoce
nada sobre su modo de accién (MacCan et al., 1975; Maron y
Ames ,1983; Hartman @t al., 1588).

Los resultados del trabajo muestran que el Citrato de Clomifeno no
es capaz de inducir mutaciones por substitucién de bases, ya que
no se observa una repuesta positiva en la cepa que es susceptible
a ser revertida a su fenotipo original por medic de este
mecanismo, con ninguna de las diferentes técnicas empleadas para
este propdsito, en efecto, las g'r&ficas (4 ¥y 80 obtenidas para la
cepa de S. typhimurium TA100 no muestran un aumento en el namero
de revertantes His+ con respecto a la reversién espontanea, ni al
tratar al compuesto con enzimas microsomales, efecto que pudo
observarse tanto con la técnica de incorporacién en tubo con
activacidén metabdlica como con la de preincubacién, que
aumenta la sensibilidad del método a mutagénos quimicos. C(Maron y
Ames, 1083) Esto puede deberse a que el Citrato de Clomifenc en
su férmula quimica no posee radicales alquilo, que al reaccionar
con el ADN formen aductos y puedan causar sustitucidn de bases,
. después del proceso de replicacién. C(Cortinas de Nava gt al..
1080).

Los estudios realizados en la cepa de S. typhimurium TAG8 nos
indican que el Citrato de Clomifeno no ez un mutigenc directo, ya
que, este no presenta actividad mutagénica al estar en contacto
con el ADN en ausencia de enzimas microsomales que propiciaran el
metabdlismo de esta droga, in vitro. Este efecto se pudo cbservar
con la técnica de incorporacién en tubo.en la grafica No 8, ya que
no se observa un incrementc en el ntmero de revertantes His+ en
funcién de la concentracién del compuesto, mientras que, al probar
el Citrato de Clomifenc con. la técnica de incorporacién en Lubo



con activacién metabdlica, da una respuesta dudosa. puesto que
aumenta el numero de revertantes en una sola dosis probada del
compuesto,. sin llegarse a apreciar una curva dosis respuesta, como
puede verse en las graficas 8 y 7. Debido a esta razén se probd el
farmaco con la técnica modificada de Ames, en ensayos de
preincubacién con activacién metabdlica in vwvitro. Asi, Los
resultados de este trabajo demuestran., que al activar
metabdlicamente el Citrato de Clomifeno y favorecer por mas tiempo
el contacto de este con el ADN, presenta actividad mutagénica,
presentandose esta por debajo de la dosis terapéutica, como se
puede observar en las graficas B8 ¥ 9 en las cuales se utilizdé la
técnica de preincubacién que permite mantener al ADN expuesto
por mas tiempo al compuesto. Esto indica que el Citrato de
Clomifeno al igual que obLros compuestos requiere de actlivacién
metabdlica, por lo cual se consideran dentro del grupo de los
premutidgencs y sdélo muestran su capacidad de producir mutaciones
con la técnica de preincubacidédn como es el caso de los mutigenos,
2 aminofluorenc ¢ el N,N-Dimetil-4-amincbencenc (Ames, B.N. et
al., 1973; Matsumuto y Yoshida, 1977; Takie, Y. et al., 1973).

Los datos demuestran que el Citrato de Clomifeno es capaz de
producir mutaciones por corrimiento en el marco de lectura, puesto
que la respuesta positiva se registré dGnicamente para cepa S.
typhimurium TADGS la cual revierte a su fenotipo original por medio
de este mecanismo., este efecto se observd con la técnica de
" preincubacién (griafica 8 y 8 en la cual se muestra el aumento en
el nOmero de revertantes en funcién de 1la concentracién del
compuesto y en donde se puede apreciar la pequefia curva dosis
.respuesta que este medicamento indujo en la cepa TAG8. Las
mutaciones producidas por este compuestloc pueden dobifsc a la
estructura quimica que presenta , dado que al no prcstr'n!.ar aminas
secundarias o terciarias que son altamente reactivas con el ADN
que causan mutaciones por sustitucién de bases no sea capaz de
producir dicho efecto y por tanto la respuesta obtenida para la
cepa S. typhimuriwn TA10C fuera negativa (Preussman, R. y Stuart,



B., 1984). No siendc asi{i para la cepa TAS8, puesto que, al
presentar anillos aromiticos, le den la capacidad de actuar a
alguno de sus metabolitos comc intercalante y por ende causar
mutacicones por corrimientce en el marco de lectura, como esta
descrito en la literatura para las aminas heterociclicas, las
cuales deben su potencia mutagénica al sistema de anillos
aromaticos que presentan en su estructura quimica; gque al igual
que el Citrato de Clomifenc despuds de ser activado
metabdlicamente puede actuar como intercalante, el cual_ al estar
intercalado entre las bases del ADN al replicarse puede adicionar
o deletar pares de bases en la secuencia nucleotidica y asi correr
el marco de lectura CAmes B.N. et al., 1973; Dayan, M.C. et al ..
1980; Matsumoto, Takei, Y. et al., 1678 ).

ENSAYO DE REPARACION

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que las
mutaciones producidas por el Citrato de Clomi fenc on S.
typhimurium TAD8 son reparadas por el sistema de reparacién por
escisién presente en la cepa de S. typhimurium UTHS8413 CUvrB*
pkmiOl) C(Grafica 100, la cual al tener intacto su sistema de
reparacién por escisién disminuye el nimero de revertantes, por
contar con el complejo enzimitico UvrABC intacto, el cual repara
la lesiones ocasionadas en el ADN por un compuesto qu.l;tco
CKimball et al.. 1087; Maron y Ames, 1083; Espinoszsa, A. ot 3al
19890,



ENSAYOS DE SOBREVIDA

Los resultados indican que el Citrato de Clomifeno es muy téxico,
ya que, en tLodas las curvas obtenidas se observa una disminucidn
en el numero de unidades formadoras de colonias (U.F.C.D/ml en
funcién de la dosis del farmaco, esto puede deberse a que el
Citrato de Clomifeno cause mutaciones letales o bien cause
alteraciones de alguna via metabdlica indispensable para la
bacteria (Maron y Ames, 1983; Espinosa, A..1980). En los estudics
de scobrevida realizados con activacién metabélica, a pesar de que
se mejora la sobrevida al ser biotransformado este medicamento
(Grafica 14 y 163 no deja de presentar el efecto tLéxico del
compuesto, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en
bicensayos animales, en donde la administracién de Citrate de
Clomifeno a dosis entre 10 a S00ug tiene efectos téxicos scbre los
érganos de ratas y diversos efm:.t.os genotéxicos (Clark, 1985;
Hart, 1990; Messinis y Templeton, 1980; Suzuki, 1870a; 1870bD.
Por otro lado los efectos tdxicos cbservados en este sistema de
prueba, concuerdan con los datos cobtenidos en cultivos de
linfocitos in vitro, en los que se muestra que este medicamento
tiene un efeclo citotdxico (Génzalez Patifio et al.., 1982).

Es posible que la alta toxicidad que presenta este medicamento,
sea la causa de los diferentes trastornos que se han observado en
las pacientes tratadas con este medicamento, tales como: el
desarrollo de endometriosis, trastronos psicomotrices,
alucinaciones, disminucién en la capacidad para transportar o
sostlener al embrion C(Scialli, 1988; Svigoes, 1000; Kapfhammer et
al.. 1900).

Teniendo en cuenta los resultados de este estudio, en los que se
muestra que los metabdlitos del Citrato .de Clomifeno pueden
producir mutaciones por corrimiente de formato, y que estos
metabolitos, son toxicos, tanto para las cepas eficientes como
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deficientes en el Sistema de Reparacién por Escisidn uvrB, y que
dicho efecto téxico no puede ser corregido por el sistema de
Reparacién SOS, y por otro lado, dado que en la literatura se han
reportado numerosocs. efectos téxicos asi como efectos adversos, ya
mencicnados, de este medicamento, su emplec deberi realizarse solo
después de realizar una evaluacién_}do_a riesgo-beneficio, en el caso

particular de cada paciente que lo requiera.



CONCLUSIONES

El Citrato de Clomifeno no es capaz de producir mutaciones por
sustitucidén de bases en la cepa S. typhimurtum TA100 empleada
en este estudio, debido a la ausencia de agentes alquilantes

en su estructura quimica.

Este medicamento es capaz de inducir mutaciones por

corrimiento en el marco de lectura en la cepa S. typhimuriwn

TA98 , dado que presenta anillos aromaticos en su estrutura
quimica.
Este farmaco no es un mutigeno directo, porque no produce

mutaciones en ausencia de enzimas microsomales.

El Citrato de Clomifeno es un premutigeno débil, ¢con un rango
de actividad mutagénica muy limitado.

El Citrato de Clomifeno es una medicamenlo altamente téxico,
aunque su capacidad téxica disminuye al ser metabolizado.

Las mutaciones letales no son corregidas por el sistema de
reparacién SOS, propenso a error. presente en las cepas S.
typhimurium TA100 y TAGE empleadas en este trabajo.

Las mutaciones puntuales. ocasionadas por el Citrato de
Clomi feno, son debidamente corregidas por el sistema de
reaparacién por escisién.

Se deberan realizar estudiocs para determinar si{i el efecto
Ltoxico de este medicamento., que se observa en este sistema de
prueba se debe a dafics genoléxicos © es debido a alteraciocnes
en la célula.



8. Los efectos téxicos que produce este medicamento, aunados a su
capaciodad de producir mutaciones por corrimiento de formato
deben ser tomados en cuenta para prescribir este farmaco sdélo

en casos en que el beneficio sea mayor que el riesgo.



APENDICE

MEDIOS DE CULTIYO

CALDO NUTRITIVO BIOXON (MEXICO)

Disoclver 0.8g de medio en 100ml de agua destilada. Esterilizar en

Q.

autoclave a 121 "C 1S lb de presién 20 minutos

AGAR NFUSION CEREBRO CORAZON (BH)

Preparar agar infusién cerebro corazén (CDIBICOY segin las
instruciones del fabricante.

AGAR SUAVE DE SUPERFICE
NaCl 0.5g
Bacto agar 0.8g

Agua destilada 90. Oml

Esterilizar en autoclave a 121 °c 15 1b de presién-20 minutos,
dejar enfriar el agar a 45 °c y afadir 10ml de solucidn de
histidina-biotina (requerimentos). Vertir en tubos a razén de 2ml
c/u.



AGAR BHI PARA LOS ENSAYOS DE SOBREVIDA

BHI 0.5g
Bacto agar 0.8g
Agua destilada 100ml

Esterilizar en autoclave a 12l °C 15 1b de presién 20 minutos,
vertir en tubos con 2ml c-u.

SOLUCION DE SALES DE VOGEL. BONER

Solucién A. En 600ml de agua destilada se disuelven en el
siguiente orden:

ugso4.7 l-lao 10g
Acido citrico. Hao 100g
KzH.PO‘ anhidro B800g
N'INH‘HPO‘ 4 Hzo 17Sg

Aforar a 1000ml y esterilizar con cloroformo al 0.1%. Almacenar en
frascos ambar a temperatura ambiente.



MEDIO MINIMO DE VOGEL BONER

Solucidn A

Mezclar 10ml de las sales de Vogel Boner en 90ml de agua
destilada.

Solucidén B

Dextrosa 10.0g
Bacto agar 7.5g
Agua destilada 400.0ml
Esterilizar por separado las soluclones a 121°C 15 1b de

presién/20 mi nutos. Una vez esterilizadas se mezclan
asépticamente y se vierten en cajas Pelri.

SOLUCION DE HISTDNA BIOTNA (Requerimientos minimos)

Histidina 0.007g
Biotina 0.012g

Agua destilada 100ml



PREPARACICN DE LA MEZCLA S9

Fraccidén S9 0. Sml
Sol. de Ml_:jCl2 O.4M KCl1 1.65M 0. 02ml
Glucosa 6 fosfato 0.0013g
NADP 0, 0030g

Amortiguador de fosfatos
0.2M pH7.4 0.9ml

Las cantidades qllte se presentan son las que se necesitan por
mililitro. )
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