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RESUMEN

Enel amblen_te existe gran variedad de agentes y factores a los que [os seres vivos estan
expuestos, mismos que podrlan ocasionar entre otros, dafio severo a las estructuras de un
embrién en formacién, A estos agentes capaces de alterar el desarrollo normal de cualquier
embrion, induciendo malformaciones congénitas, se les conoce como teratdgenos. El misoprostol,
un analogo sintético de la prostaglandina PGE,, principio activo de un n"iedlcamento comercial
suministrado para el tratamiento y profilaxis de Ulceras pépticas tamblén usado como inductor en
la labor de parto y cormro abonlvo efi caz. se encuentra baJo sospecha de ser teratogénico, pues se
le ha asoclado a clenos defectos de nacimiento reglstrados en -humanos. La polémica que ha

suscitado su uso para provocar Ia expulsion del producto enel primer trimestre de embarazo radica

en que, mlentras no lo,conslderan una alternativa viable e inofensiva para evitar abortos por

metodqs qulrurg qs agreslvos: otros condenan su uso con base en la informacidén que se ha
kobtehldd"‘de '|5’fé|é'éion del uso de este compuesto y la presencia de malformaciones congénitas en
los productos que si Ilegan a térrino, después de que a sus madres se les suministré misoprostol
via vaglnal u oral en el primer trimestre de! embarazo, con la intencién de inducir ef aborto.
‘ i Con eI objeto de contribuir a| conocimiento del potencial teratogénico del misoprostol, se
‘probo su; efecto en larvas de 72 + 4 horas de la cepa silvestre Canton-S de Drosophlla
melanogasler. Dlluclones progreslvas del compuesto a partir de la correspondiente a la dosis -
dlarla recomendada para una mujer aduna (2 0 p p.m. ), fueron Incorporadas en el allmento en el

que crecleron las Iarvcns, para recuperar el efecto mediante la observaclén de malformaciones en .

. los lmagos de D melanogasler. Los resultados se compararon contra lotes tesﬂgk ] Vtes en ‘
muestras de larvas desarrollandose en medio nutritivo adlclonado con agua desmada olvente en.
el que se diluy6 el compuesto. } - : :
Los resultados mostraron un incremento significativo en la frecuencfa &e rﬁalfofmaclones
que comprometieron a la placa genital de machos y piacas genital y anal de‘y hembras en los iotes

experimentales
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INTRODUCCION.

Teratégenos.

El cosmos o ambiente en el que se desarrolla un nuevo ser puede ser dividido en
microcosmos (Utero materno), matrocosmos (organismo materno) y macrocosmos (ambiente
exterior), este ultlmo puede Inﬂulr en el desarrollo del producto favoreciendo la normogénesis o

provocando el desarrollo embrlcnano anormal o teratogénesm (Espmosa y Gulzar. 1994).

volucrados en el desarrollo anormal de un ernbrlén. asl como las
Incldencla son Ios princlpales objetos de

estpd[d, de ‘1a teratologl:

-término_que derlva de Ia palabra grlega “teras", "leratos" que slgnlf ca:

nidnsifﬂo iO'RahIlly' y MO ‘en dla se pret” ere el referirse a este campo da a clencla :

corno; toxlcologla de» desarrollo, ya que, como o han evidenciado estudlos experlmentales

' diversos Ios efectos lnducldos en el' desarrollo embrionario por los teratégenos se manifiestan ‘en
muchas otras formas y no solo como defectos monstruosos; por ejemplo: muerte prenatal retraso
del creclmlento. trastornos conductuales y funcionales, mutacidén de células germinales y otras

alteraciones que se presentan en el estado adulto (Brown, 1997).

Los mecanlsmos de acclén de los agentes teratogénlcos son dlversos y aun élta mucho -

Intcrmedlarios Eslo puede causar teratogenesls o aun muerte embrionaria por la lnteracclén del :

teraKOQeno no solo con ADN, sino con otras macromoléculas celulares como prote[na y llpldqs
(Ferguson y Ford, 1997). Algunos otros mecanismos de accion de los teratégenos son: lnter‘rukpclon
del ciclo celuiar, Inhibizién de enzimas reparadoras del ADN, modufacion de la expresion génica,
deficiencias nutricionales, deficiencia o alteracién en mecanismos de aporte de energla y cambios

osmoticos (Ferguson y Ford, 1997).
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Un teratégeno as, entonces un agente flsico qu[mlco o biolégico que puede Induclr una o
varias anormalldades e»n el desar ‘ brlonario de cualquier organismo (Brown. 1997) como
consecuencia de alteraclones enla transcripclén y la traduccién de fa informacion genénca. '

En general 'todo n ‘a!es atraviesan por tres etapas en su- desarrollo que

conesponden a Ios estados e prediferenclaclén, embrién y feto, de éstos, es eI embrlbn eI mas

susceptlble a los efectos de los teratbgenos (Patnaik, 1988). Durante Ia elapa de predl{erenciacién.f )

8 gue la ley del ‘todo o nada” (Baralbar e! al., , € ‘declr, estos

‘k'.el caso de
maduraclén fupcl a os’teratégenos quiz& no puedan causar defectos morfolégicos, pero pueden

inducir ar!onnalldadeé.'funclonales. como por gjemplo, deficiencias en el sistema nervioso central

: dué hdpédréﬁ sel detectadas al nacimiento sino tiempo después (Patnaik, 1999).-

Durarite la fase embrionaria las células experimentan una intensa diferenciacién,
movilizacién y organizacion; procesos que dan lugar a la organogénesis. Si un teratégeno actua
durante esta etapa en las células que daran origen a una estructura determinada, dicha estructura

(drgano) no se formara o lo haré erroneamente (Patnaik, 1999; Baraibar et al., 1981).

En el contexto de la especie humana, durante la década de los 60°s, la tragedia de la
talldomida, tristemente el teratégeno ;nas célebre, generd un nuevo y creciente interés por el
estudio de sustancias y otros factores que podrian causar defectos de nacimiento en el producto.
Desde entonces, una de las lineas en la investigacién de ia toxicologla del desarrollo ha sido
identificar posibles teratdgenos: fisicos, quimicos y biolégicos; as! como determinar sus rangos de
actividad, mecanismos de accion y su actividad en diferentes organismos, con miras a prevenir su
efecto en humanos (Brown, 1997). Hasta ahora, los bioensayos con animales, son los medios mas

accesibles para entender los principios basicos de los mecanismos de ia teratogénesis.
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De acuerdo a Fatnaik (1999), un protoco C

efectos de un compuesio que se sospeche teralogénlco debe inclulr‘.

a A N

X nfocado a Ia ldentiflcaclén y evaluaclén de Ios .

La seleccion del organlsmo de laboratorlo ldéneo para efectuar Ia prueba.,

La admlnlstrack‘m del compuesto al menos en tres ruveles de dosxficaclon

Grupos tesﬂgo en Ios que se slmuls la manlpulaclén de los Iotes expenmentales

Incorporachbn del compuesto en el alimento o por otra vla.

. Admlnistraclén de la sustancia cuando el embrion es mas susceptlble, especxalmente

. durante la curganogénesls

Revlsién de los organismos en busca de anomallas.

Los efectos son evaluados a través de la reabsorcion {(muerte del proddcto). _foxli:ldad fetal

(peso corporal reducidn), malformaciones y anomalias. La existencia de dlférénclas'élgniﬁcatlvas

- se establece con respecto a cuatro aspectos fundamentales:

BRI

La
1989).

El nimero de lotes con fetos malformados.
Elincremento en el nimero de fetos malformados por lote.
El numero de reabsorciones o muertes fetales.

La incidencla de malformaciones contra la dosis administrada.

relacién dosis-respuesta deberad indicar la teratogenicidad del compuesto (Patnaik,

Estudios como estos junto con otros de mecanismos de accion teratogénica y toxicologica

pueden coadyuvar al establecimiento de medidas regulatorias que protejan al humano del contacto

con teratégenos potenciales mediante !a reduccién de la incertidumbre al generar un prondstico del

posible efecto de estos compuestos, con base en lo obtenido en bioensayos con animales

(Ferguson y Ford, 1997).
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eléctrlca en ‘el slstema nervioso 6) regular Ia secreclén de algunas hormonas

) con(raéclones uterlhas

INTRODUCCION.
El misoprostol

El misoprostol #s un andlogo sintético de la prostaglandina PGE,; (Index Merck 1989)
(Figura 1). Esta y otras prostaglandinas son derivadas de acidos grasos esenciales de 20
carbonos, presentes en fosfolipidos asociados a membranas celulares. Las prostaglandinas tienen
una actividad bloI09lca lmponante entre sus acciones principales se encuentran 1) Inhibir la

agregacion de. plaqueta

5) aumantar

4) d mlnulr la’ secreclén géstrica.

t'al., 1998;

Al ser el misoprostol un anélo@’é de Ia PGE, dlsinlnuye la secrecién gastrica, por 1o que se

le utiliza para el tralamiento de fa: ulcera duodenal y para la profilaxis de las lesiones
gastroduodenales inducidas por tratamlentos ‘con antiinflamatorios no esteroidales (aspirina)

(NEJM correspondencia, 2001; NEJM editorial, 2001).

Los laboratorios “Searle” comercializan este medicamento con el nombre de Cytotec, el
cual fue aprobado en ¢l afio de 1988 por la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados
Unidos de Norteamérica, para ser usado con los fines ya mencionados (NEJM, 2001). En la

clasificacion de la propla FDA, el producto esta ubicado en la categoria “X", en la que se agrupan

RIS CON
FisLLA DE URAGEN

2) provocar la relajacion . del musculo bronquia| 3) aumentar las - -

dlsmlnulr la actlvldad‘

7) disminir s




los medicamentos que son perjudiciales para organismos no natos. Esto debido a la actividad ya
mencionada de las prostaglandinas y sus analogos sintéticos en el aumento de las contracciones
uterinas. Consecuentemente, cualquier administracién de misoprostol a una mujer embarazada

debe ser bajo estricta responsabilidad del médico (de Pérez et al., 2001; Hajaj etal., 1998).

Poco tiempo después de su aparicidbn en el mercado, se reportd la utilizacién del
misoprosto! como abortivo, administrandose durante los primeros tres meses de embarazo por via
oral o vaginal, solo o en combinscién con otras sustancias, como el Methotrexato y la Mifepristona.
Los resultados obtenidos seftalan a estos métodos como alternativas seguras y exitosas para
conseguir un aborto sin necesidad de cirugla (Hausknecht, 1995; Winnikoff et al., 1998, Velazco et

al,, 2000).

Por otro lado en varios estudios realizados principaimente en Brasil y en algunos otros
paises de Centro y Sudamérica donde el aborto es ilegal y en donde existe un uso extendido e
irrestricto del misoprositol; aunque no se tienen evidencias de su efectividad como abortivo, se le
asocia con la presencia de alteraciones congénitas como: Paralisis facial congénita o sindrome de
Mobius, agenesia muscular en extremidades inferiores, sindactllfa, hidrocefalia y ausencia de
dedos o presencia de dedos mas cortos en [as extremidades (Hajaj et al., 1998; Pastuszak et al.,

1998; Vargas et al., 2000).

Contrario a lo jue podria suponerse, la polémica que este compuesto ha generado no gira
en torno a si debe usarse como abortivo o no, sino sobre su uso para promover la maduracion
cervical como preludio para inducir la labor de parto de acuerdo al Colegio Americano de Obstetras

y Ginecdlogos (ACOG) ( NEJM, 2001; ACOG News Release, 2000).

Con respecto 2 su medicamento, los laboratorios Searle se limitan a recomendar que se
evite la administracién del misoprostol (Cytotec) a cualquier mujer embarazada, ya que su uso no

asta aprobado para la induccion de la labor de parto o para provocar abortos (NEJM, 2001).

FALLA DB oxit@uEN




Posteriormente, la US Food and Drug Administration (FDA) aprueba a la Mifepristona para
la terminacion del embarazo de menos de 49 dias de gestacion. Este tratamiento se complementa

con 400 pg de misoprostal (NEJM, 2001; Winnikof, 1998).

De cualquier manera, no se dispone de evidencias confiables de la asociacién del
misoprostol con defectos congénitos, salvo en la informacién para el consumidor referente a
reportes _anecdoticos de anomalias congénitas en fetos de mujeres que recibieron misoprostol
durante el embarazo (NEJM, 2001).

En Meéxico, la mayoria de las referencias existentes sobre el misoprostol provienen de
tesis en medicina en las que se estudiaron los efectas profilacticos del compuesto (Vazquez E.M.,
1988; Ramirez J.J., 1937), su accién como Inductor de la labor de parto (Osorio M., 1988; Delgado
G.R., 1998, Orihuela H.L., 1995) y su eficacia para promover ia maduracion cervical y el trabajo de

parto (Flores |.X., 2000; Zavaleta R.D., 1995; Rueda M.A., 1994).

No se cuenta con reportes sobre teratogenicidad inducida por el misoprostol. Unicamente
Kolsonis - (1985) reporta resultados negativos en pruebas de mutagénesis, fetotoxicidad y
teratogéne'sis para ratas tratadas con dosis orales por encima de los 10,000 pg por kilogramo de
pesoy par;a conejos tratados con dosis por arriba de los 1000 pg por kilogramo de peso (Kotsonis

et al., 1985).
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INTRODUCCION.

Las prostaglandinas como metabolitos de los acidos grasos esenciales son importantes
mediadoras o reguladoras en diversos procesos bioquimicos humanos (Pérez et al., 1998; Wang y
Stocco, 1999; Narumiya et al., 1999), actian como hormonas locales o autocoides que modifican
eventos biolégicos cercanos a sus sitios de sintesis (Gurr y Harwood, 1991, Hernéndez et al.,
1996). Entre otras funciones destaca la de intervenir como elementos importantes en procesos de
traduccion de sefiales y de regulacion de la expresion génica de una gran cantidad de protelnas
(Wang y Stocco, 1899). Han sido encontradas tanto en vertebrados como en invertebrados y se

considera que cumplen funciones similares en ambos grupos (Stanley, 2000).

En D. melanogaster los estudios realizados para detectar la presencia de acidos grasos
sugirieron, en un principio, que tales compuestos no eran requeridos ni sintetizados por este
organismo, pero investigacionses posteriores han evidenciado su presencia y la de sus metabolitos,
aunque en cantidades muy pequefias (Stanley, 2000). Se ha reportado que homogenizados de
Drosophila pueden biosintetizar prostaglandinas y productos lipo-oxigenados, de modo que existe
la idea de que Drosophila, y tal vez otros dipteros, son capaces de biosintetizar &cidos grasos poli
- insaturados, aunque en niveles sumamente bajos, por lo que no hablan podido ser detectados a

través de los andalisis ordinarios (Stanley, 2000).

La regulacion génica promavida por las prostaglandinas puede efectuarse de dos maneras
distintas que, sin embargo, contienen un elemento comun: los receptores nucleares, mismos que
constituyen un vinculo directo entre las prostaglandinas y la respuesta transcripcional (De

Mendonca et al., 1999).

i
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Las prostaglandinas pueden actuar tanto intracelularmente como extracelularmente

uniéndose a un receptor nuclear.

En el primer caso, Aranda y Pascual (2001) han asociado a algunos receptores nucleares
con ligandos especlficos tales como acidos grasos, prostaglandinas o derivados del colesterol, que

pueden regular la expresién de genes cuando se unen al receptor.

O bien, las prostaglandinas pueden interactuar extracelularmente con receptores de la
membrana celular asociados a protelnas “G" para poder mostrar su efecto en las rutas bioquimicas

de regulacion de la expresion geénica (Stanley, 2000).

Estos receptores de superficie han sido identificados denotandose como: DP, EP, FP, IP y
TP; los que exhiben afinidad por las prostaglandinas PGD, PGE, PGF, PGl y tromboxanos,

respectivamente (Narurniya et al., 1999, Stanley, 2000).

De los anterlores, los receptores "EP" resultan particularmente importantes pues tienen
afinidad para unirse a las PGE, a las que pertenece la PGE, y de la cual es analogo el misoprostol.
Estos receptores se dividen en 4 subtipos dependiendo de la proteina “G” a la que se encuentren
acoplados. Narumiya et al. (1998) han demostrado que el misoprostol presenta afinidad por cada

uno de ellos.

Cuando la prositaglandina se acopla al receptor se forma un conjunto que puede influir en
la traduccion de sefiales y en la regulacion de la expresién génica al inducir el incremento o
disminucién de sustancias conocidas como segundos mensajeros, por ejemplo el calcio (Ca®)yel

AMP ciclico (Narumlya et al., 1999) ( Tabla 1).
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Tabla |. Receptores de membrana que exhiben afinidad por el misoprostol y sus efectos en fa
broduccién de segundos mensajeros. (Modificada de Narumiya et al., 1999).

TIPO SUBTIPO PROTEINA “G” SEGUNDO
MENSAJERO
EP EP1 No Identificada Ca ?* Incremento
EP2 Gs AMPc Incremento
e AMPc Disminucion
EP3 Gi
y/o incremento
EP4 Gs AMPc Incremento

Los segundos mensajeros; entonces, influyen en la accion de los receptores nucleares que
regulan la transcripcién mediante la unién a secuencias especlficas de ADN, las que, en general,
reciben el nombre de elementos de respuesta hormonal (HRE) y se encuentran formando parte de
segmentos reguladores de los genes blanco. Tembién pueden existir los llamados HRE negativos
que al unirse el receptcr correspondiente regulan la represién de la expresion de genes {(Aranda y
Pasbcual, 2001). Otra forma de modular la expresion génica por parte de los receptores nucleares
no ‘Iljrnpllcak una unién con un HRE, sino que se realiza a través de interferencias negativas o
,';;oéiﬁVas con la actividad de otros factores de transcripcion, a este modo de accién se le llama

'kcvorhunlcacién cruzada transcripcional (Aranda y Pascual, 2001).

Un receptor nuclear presenta una arquitectura modular con diferentes regiones: una region
_terminal variable con un radical NH, (A/B), un dominio de asociacién al ADN (DBD) o regién “C";
una regién de ligadura o vinculacién (D) y una regién “E” que contiene el dominio de unién con el

ligando (LBD) (Aranda y Pascual, 2001) (Figura 2).

1



. DOMINID DE ASOCIACION
CONEL LIGANDO

HZN——[ A/B c |o|

DOMINIO DE ASOCIACION ~
AL ADN

Figura 2. Representacidn esquernatica de un receptor nuclear y sus dominios funcionales: La
region amino - terminal A/B que contiene el dominio de activacion independiente del ligando. La
region C responsable del reconocimiento de secuencias especificas de ADN. La region D de
enlace. Y la region E con el dominio de asoclacién al liganda.

La regién A/B es también conocida como dominio modulador. La modificacion que
experimenta esta region con su fosforilacion puede afectar significativamente la actividad
transcripcional. La fosfcrilacion puede efectuarse por quinasas ciclo — dependientes y resulta muy
importante para la activacién del receptor, independientemente de si existe unién con el ligando o

no (Aranda y Pascual, 2001).

De cualquier manera, el requisito para que un receptor nuclear module una actividad
transcripcional es: realizar la union con su ligando especifico, o hien, experimentar una activacion

maediante los productos de una ruta de transduccion de sefiales.

Las quinasas ciclo dependientes (CDK), junto con otras proteinas como las MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinzse), caseina quinasa y quinasa “A®, que afectan la actividad de los
receptores nucleares a través de eventos de fosforilacion, son activadas por sefiales extracelulares

que se generan desde receptores de superfcie (Aranda y Pascual, 2001).

Dentro de este esquema general existe un tipo de receptores nucleares que son de

particular interés para los fines del presente trabajo: los receptores de activacién de proliferacion
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Arandd 'y Pascual,’ -

peclﬂcos de algunos elcosanoldes g

: écldos grasos y algunos mas de sus denvados

‘(Devchand y. Wahli 19'98 De Mendonca et al., 1989; Aranda y Pascual, 2001). Se ha observado (o

: que algunas prostaglandlnas se convierten en activadores efectivos a concentraclones"

mlcromolares (Devchand y Wahii, 1998)

Esto§ PPAR, en presencia de su ligando, se asacian a otro receptor nuclear formando un - .
heterodlrﬁero. Ei receplor nuclear al que se asocian se conoce como RXR o receptor para el acido
9 - cis retinoico (Devchand y Wahli, 1998). El RXR se asocia con frecuencia a muchos receptores -
y su funcion, al parecer, es la de incrementar la eficiencia en la unién al ADN vy la actividad

transcripcional (Aranda y Pascual, 2001).

La activaclbn de Ios heterodlmeros PPAR - RXR puede darse por la unién exclusiva del

evento p_q'ede' mover la actlvldad transcripcional, o blen regularla negativamente a través de
kreduélrkla ha Ildad del receptor para asoclarse con su ligando. incluso una fosforilacién mediada

"por uha en los receptores RXR puede alterar [as acciones de los receptores que se asocian

“con él como heterodlm-..ros (Aranda y Pascual, 2001).

Estos heterodimeros PPAR ~ RXR son receptores nucleares presentes en vertebrados,
pero el RXR tiene un homdlogo entre los artropodos y esta presente en Drosophila melanogaster, a
- 'este homdilogo se le canoce como receptor USP (Ultraespiraculo) (De Mendonca et al., 1999; Hall,

71999). Este y otros receptores estan involucrados en el proceso de regulacion de los eventos post
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Jgs embrionarlos mayore‘t que ocurren en Drosophlla, Incluyendo el paso de lawa a pupa, las mudas
entre cada estadlo larvarlo y la metamorfosls a traves de Ia hormona esteroldal ecdlsona (Hall

1999),

EI USP es requsrido como segundo factor que se asocia al receptor de ecdlsona EcR que i

|nduce la expreslén d "clerws genes cuando se asocla ‘a’su lgando A su vez el USP funclona

como companero et od[mer delf ceptor hormonal DfOSOphl/ 38 (DHRSB) (Ha!l 1999) Otro

Exlste otra clase de receptores nucleares en Drosophlla que parece no estar regulada por

; hormona . A est clase pe enecen receptores que no poseen dominios de unién para ligandos, o

bleh,‘re(:ept in Igando especlfco identificado. Pero al igual que los receptores hormonales

estén bioléglcamente uctlvos regulando la expresién génica en dlversos tejldos y ademds han
’ resultado Impllcados en una ‘gran variedad de procesos que tienen que ver con el desarrollo de

aste lnseclo (Grltzan et al., 2002; Adams et al., 2000).

En total se han identificado 21 receptores nucleares en Drosophila los cuales presentan
diferencias con respecto a los encontrados en vertebrados, pero también existen semejanzas
sorprendentesven cuanto a la estructura de los dominios para asociacién al DNA y al ligando en
receptores identificados, por un lado, en D. melanogaster y por otro, en humanos (Maglich et al.,
2001). Esta semefanza en estructura hace suponer la presencia de mecanismos de accion y
funciones similares. En un trabajo realizado por Gritzan y colaboradores (2002), se demostro que
receptores nucleares cle Drosophila melanogaster reprimieron la expresién de genes relacionados
con la produccion de Ia proteina AP-1 en cultivos de células de mamifero, mediante la interaccion
de los receptores nucleares con sefiales en cascada provocadas por fosforilacion con MAPKs

(Grizan et al., 2002),
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La lnvestlgaclén'en el campo de Ia regulacibn génlca Indica que los mecanismos de control

y regulaclén en la tran ducclén de senales no consisten en ensamblajes de pasos lineales, sino

més blen en partes de ﬂexibles redes de comunlcac:én La respuesta de una célula a la activacion

seﬂales puede ser modulada por otras sefiales y parametros lnherentes ala
mlsma célula. ta 'ks .como su estado de dlferenclaclén su actlvidad metabdlica u otros aspectos

que dependen del desarrollo de la célula (Gritzan et al., 2002).

: La reciente putlicacion del genoma casi completo de Drosophila melanogaster (Adams et
~-al, 2000) y los descubrimientos de las rutas biogulmicas fundamentale‘s de" este organismo,
revelan que las intrincadas redes biosintéticas son consistentes entre individuos tan distintos como
una mosca y un humano; esto reafirma a Drosophila en su lugar preponderante como modelo para
estudiar efectos nocivos de alteraciones en los procesos de replicacion, reparacion, traduccién y
metabolismo de drogas y toxinas. Esto puede llevar al esclarecimiento de los mecanismos de
; acclén de agentes comd los teratégenos, que causan alteraciones en humanos. Si se encuentra un
mecanismo general de acclén, como todo parece Indicarlo, la ciencia estara en poslbllldades de
plantear soluciones efectlvas para padeclmlentos anomalias, malformaciones etc, en beneficio de

' a humanldad
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INTRODUCCIGN

Bioensayos empleados en la detecclién de actividad teratogénica

Los estudios que se realizan actualmente en el campo de la toxicologla del desarrollo
estdn orientados hacia la prevencion de los dafnos que pueden sufrir los seres humanos durante el
desarrollo embrionarioc por contacto con agentes ambientales, pero actualmenté los Wdatos
disponibles para humanos son pocos y provienen del registro y documentacién de casos de aborto

. y del examen de productos concebidos, lo cual es insuficiente para evidenciar la Inﬂuencla de por
ejemplo, agentes terat-:génlcos ambientales (IPCS 1984). Ante la dificultad para Implementar el
o dlsu"lo de estudlos epldemlo!égicos que permitan identificar estos riesgos, se recurre al empleo de

modelos de experlmentacién con animales.

Los ex| erimen‘os con animales en toxicologia del desarrollo pueden ser dIvId|dos en dos
p

i 'grandes clases‘ estudios para probar compuestos o agentes con potencial desconocido y estudlos

['de segunda fase o ampllacnbn sobre efectos de agentes cuyo potenclal para causar

i malformaclones y o establecldo {IPCS 1984).

Hasta ahora - las especles mas umozadas han sldo ra!ones ratas hamsters y cone]os.

mienzo de Ia gestaclbn y su corta duraclén Ia )

semejanza con el ser humano en lo que respecta a

’ pracesos de desarrollo y toxicocinética’ (IPCS 1984).

Sln embargo se enfrerita'a prob‘lyemas‘cuar‘\do‘ se intentan elaborar disefios experimentales
para identificar y comprobar la accién de un campuesto quimico que se sospecha teratogénico, por
ejemplo: la deteccion de anomallas quimicamente inducidas y su diferenciacién con respecto a
defectos esporadicos ¢ue se presentan de manera natural puede resultar dificil ya que el tamaiio
de muestra necesario para detectar cambios significativos puede ser tan grande, que lo hara

inaplicable en clertas especies de animales. La razén es que las malformaciones ocurren con una

16
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frecuencia baja (O 1%) de manera natural y para detectar un klncremento de al menos 2 érdenes de

: admlnlsiraréh pues frecu ntemente se debe enfrentar la carencia de datos. Lo usual es trabajar al

menos con tres grupo! expenmentales y uno de control, en donde una dosis mlnlma no induzca un

resultado slgnlﬂ atl y la dosls mas alta provoque signos minimos de toxicidad materna (IPCS

1984)

- Alv elegir los periodos de dosificacién, deberan tomarse en cuenta los objetivos que persiga

= el estudlo Sé pueden4 usar periodos cortos de exposicibn para confirmar la acclén de un agente de

alto potenmal que puede inducir un efecto especifico en poco tiempo; o bien periodos largos para

cubnr un m yor numera de efectos potenciales para probar compuestos con accién no conocida.

.Ademés debe tamblen conslderarse el administrar las dosis durante las etapas criticas y sensuivas ’

- ,del desarrollo embrlonario (IPCS 1984)

d las‘ vlas de admlnistraclbn de los compuestos o agentes deberan

. conslderarse aquellas (|ue sean Iguales a las rutas por las cuales podria llegar el compuesto al ser

humano. aunque ave es esto represente menor control en la administracién de dosis precisas o

en la apllcacién ds estrés innecesario; factores que por si mismos podrian inducir toxicidad

embrionarla o fe!al (IPC:S 1984).

F’ostérlormente fos animales deberdn ser examinados para registrar el numero de
organlsmos vlvos y el nimero de muertes embrionarias y fetales. En los fetos viables se

ldentlfcaran sexo y malformaciones externas o internas en esqueleto y visceras. Otros aspectos a

,observar pueden ser: peso y anormalidades en fetos muertos, muerte embrionaria temprana o

) tardla y peso del feto al nacer (IPCS 1984).
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negatlva o

procesos ‘de extrapolaclén Pero cuando la respuesta es no concluyente deben disefiarse nuevos‘ )

estudlos para continuar con la Investlgacnbn

Los intentos per extrapolar los resuitados de experimentacién en animales a los ‘seres
humanos se encuentran con serias dificultades derivadas de los problemas mencionados
anteriormente. Sin embargo, actualmente, en el campo de la toxicologla del desarrollo no_ hay

substituto para los estudios de prueba con animales.

Para Lynch y colaboradores (1991), las pruebas teratologicas tradicionales con mamiferos
consumen mucho tiempo y dinero y ademas requieren de la pariicipacion de - personal

especiaimente entrenado. Mientras que existe una gran carencia de datos sobre la embriotoxicidad

y fetotoxicidad de muctios c':»o:mp‘uestos‘con los que el ser humano tiene contacto. Por esto sufge la

;Vneces!déd; de - desarrolla IStéﬁés de prusba mas sencillos y confiables que ayuden al

"lest.@arbl‘eélnilehto—d'e rlérldadesv:paré los_estudios “in vivo” en el campo de la toxicologia del

En esle contexto se propone a Drosophila como organismo que posee caracterlsticas que
Io convienen en un modelo de prueba eficaz. Estos dipteros son capaces de absorber, circular,
;;metabollzar y' excretar compuestos quimicos, ademas de que producen descendencia en gran

namgro. en periodos de tiempo muy cortos (Ramos et al.,, 1993; Mufioz, 1997; Lynch et al., 1981)
Los resultados de estudios preliminares con Drosophila han mostrado que al tratar el huevo

y las fases larvarias de este organismo con compuestos quimicos diversos se han obtenido

alteraciones especificas en las moscas adultas y que al someter a esta mosca a la exposicion de

18
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' .’ compuestos previamente Identlf cados como t6xicos para el desarrollo de mamlferos, se observa

una elevada lnducclén cle anormal!dades morfoléglcas en Ios adultos (Lynch et al 1991)

Lynch y sus colaboradores (1991) en su trabajo con Drosophila han aportado» una ampha

base de datos sobre malformaclones inducldas qulmicamente y hac n propk estas para formallzar

los criterios en cuanto a la elaboracién de bioensayos que Involucren el dso de este orgamsmo
para la deteccién del potencial teratogénico de compuestos qulmlcos Especlf camente proponen
centrar el andlisis en la identificacién de cerdas tipo “bent" y alas tipo *notch”, ya que son las
malformaciones que se presentan con mayor frecuencia en estudl‘os de toxicologla del desarrollo

con estos insectos.

Drosophila melanogagter.

a).- Generalidades.

Drosophila melanogaster, conocida : comunmente como “mosca del vinagre", es un ~
pequefio insecto diptero de unos 3 mm de longitud, originario del Africa central pero ahora
cosmopolita, que se encuentra en todo tipo de clima, altitud y latitud; se localiza especialmente en
las frutas suaves con indicios de fermentacion y en general, en alimentos con alto contenido de
acido arético (Ramos et al., 1993), Pertenece al género Drosophila, que agrupa a los subgéneros:
Hirtadrosophila, Pholacoris, Dorsilopha, Phloridosa, Sophophora y Drosophila (1942 Sturtevant). El
sutigénero Sophophora tiene siete grupos de especies, 'una de las cuales es Drosophila

melanogaster (1830 Meigen) (Roberts, 1998).

Desde el pumdnde vista genético, muy probablemente, es la especie eucarionte mas
estudiada. A partir de que en 1909, el Dr. T. H. Morgan introdujo el empleo de esta mosca en la
:Inves‘tirgacbn ’g‘enétlca, se le ha usado como modelo bioldgico en diversas disciplinas cientificas

(Ramos et al., 1993).
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en cl ciclo es huevo un d : arva de prlmer estadio un dla' de segundo. un dla y de tercero un

dla; pupa‘ .5a & dias (Figura 3) (Ramos et a 1993 Existe Una clara disti

.~ delas fases de su clclo, se obtiene una progenle numerosa over Ien e de una so a pareja y su

5 mantenlmlento requlere poco espaclo y es de costo reducido (Ramos et aI.,1993) Algunas otras i
‘carclcterfstlcas que se sieflalan como deseables en un sistema de prueba de esta naturaleza son:.
que sea capaz de detectar un amplio rango de eventos genéticos y que posea un potencial de
.blotransformaciOn de las sustancias a probar (Mufioz, 1997). Drosophila es capaz de trar;sformar
metabolicamente a los compuestos de manera similar a la activacion mediada por [a fraccién S9 '
del higado de mamiferos, es decir, ambos sistemas poseen complejos enziméticos semejantes
(Mufioz, 1997; Ramos et al., 1993). Ademas existen diferentes protocolos que permiten evaluar la

respuesta inducida durante las etapas de huevo y larva en estos organismos (Lynch et al., 1891).

Huevo
Larsa 1% Estado
Larva 2° Estadio

1da
1dia
1dia

Larva 3% Eslago

25-3des
Pupa

C€
‘
35.45das %@
Tamadgo de'Aiking A8 (1993)

Figura 3. Fases del ciclo de vida de Drosophila melanogaster y su duracién (‘l;omado de Wilkins

A.S. 1993)
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b).- Biologia de! Desarrollo,

El desarrollo de Drosophila involucra un periodo de embriogénesis que es completado
dentro del huevo, una secuencia de tres estados larvarios, propiamente de crecimiento y un

estadic final de metamorfosis dentre de |2 pupa para producir el adulto o imago.

Después de la copula, los espermatozoides quedan almacenados en la espermateca de ia
hembra. La fecundacion ocurre cuando los esgermatozoides penetran por el extremo anterior def
Ovulo a través de una abertura llamada micropilo (Ramos et al., 1993). La primera fase de la
embriogénesis consiste en una secuencia de divisiones celulares que convierten gradualmente al
huevo fecundado en una 'monocapa sincicial y luego en una monocapa celular o blastodermo, esto
ocurre aproximadamente 3.5 horas despugs de la fertilizacidn y marca el punto de la activacién
genomica cigotica a gran escala A esta etapa blastodérmica sigue upa serie de movimientos
celulares que constituyen el periodo de gastrulacidn. Eventos posleriores de morfogénesis y
diferenciacion dan origen al primer estadio de larva, la cual emerge del huevo de 22 a 24 horas

después de la fecundac on (Wilkins, 1993).

Las larvas son de color blanco y su cuerpo esta formado por 12 segmentos no aparentes:
un segmento de la cabeza, tres toracicos y ocho abdominales. La pared del cuerpo de la larva esta

formada por una cuticula externa y una epidermis celular irterna (Figura 4) (Wilkins, 1£93)

Figura 4 Diferentes estadios larvarios de Drosophila melanogaster
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En Ia Iarva 8 pn=sentan dos tlpos celulares princlpales; las células larvarlas y Ias |magales

- Imagales se distinguen de las Ia'ri/airiés, en que tenen un tamaﬁo menor, son dlploldes ‘conservan
su capacidad de division y estan determinadas genétlcamente, pero se dlferencian hasta que la
larva entra a la metamorfosis (Ramos et al., 1993). Estas células imagales estan arregladas en
grupos en sitios especificos del cuerpo de la larva y presentan, a su vez, dos tipos de grupos
celufares: los discos imagales y los nidos histoblasticos abdominales. Los discos imagales daran
origen a todas las estructuras externas de cabeza y térax, la placa genital y a la mayor parte de la
musculatura del imago. Los nidos histoblasticos abdominales generaran la superficie externa de los
segmentos abdominales: (excepto para el octavo segmento e! cual es formado en parte por el disco
genital) (Wllkins,l 1993). La figura § muestra la disposicion de los discos imagales en el cuerpo de la

larva y las estructuras a las que da origen en e! estado adulto.

Pata

@ Hatterio

,@ Genital

Figura 5. Disposicién de los discos imagales en la larva y estructuras a las que dan origen en el

imago.
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Después de aproximadamente 120 horas a partir de la fecundacion, ocurre la formacion del
pupario (Ashburner, 1989), que involucra un acortamiento del cuerpo de la larva y el
endurecimiento y oscurecimiento de la Gitima muda (Witkins, 1993; Ramos et al, 1993). Entre
cuiatro y seis horas después de formado el pupario ocurre la apolisis que consiste en la retraccion
de la epidermis desde la cuticula. Entre la formacidén del pupario y la apdlisis €l insecto es una
prepupa que se convierte en pupa después de la apdlisis (Figura 6) (Ashburner, 1989). Durante el
periodo pupal la mayaria de las células larvarias sufren histolisis y el adulto toma forma
gradualmente a medida que los discos imagales se diferencian. Esta secuencia de diferenciaciones
y cambios marfogenéticos es desencadenada por una hormona esteroidea llamada ecdisona. El
estado pupal toma de ties a cinco dias y termina cuando emerge el imago o adulto (Wilkins, 1993;

Ramos et al., 1993).

Figura 6. Pupas de Drosophila melanogaster

El imago emerce rompiendo el extremo anterior de! pupario. En un principio el cuerpo de la
mosca es alargado, despigmentado y con las alas totalmente plegadas. La expansion completa de
las alas ocurre aproximadamente una hora después de la salida del adulto y la pigmentacién
completa ocurre despuds de dos o tres horas. El imago inicia su actividad sexual a las 6 - 8 horas

después de haber emergido (Figura 7) (Ramos et al., 1993; Ashburner, 1988).
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Figura 7. Esquema de un imago (hembra) de Drosophila melanogaster

c.- Dimorfismo Sexual.

Ya que el reconocimiento del sexo de estos organismos es indispensable para la
realizacion del presente trabajo, cabe mencionar que para distinguir entre machos y hembras se
consideraron caracterlsticas sexuales secundarias distintivas de cada uno de ellos. En el caso de
Drosophila, el dimorfismo sexual es positivo hacia las hembras, que por lo general son de mayor
tamafio. En los machos, el abdomen termina en tres segmentos fusionados muy pigmentados,
mientras que en la hembra no se presenta esta fusién de segmentos y la coloracién de éstos es .

Unifo e En Ias hembras la terminacidn del abdomen es |igeramente puntlaguda y en posicibn: ) v

omoventra! en contrdste con.la del macho que es mas redondeada y tiene poslcién ventral
Figura 8) La placa genital de la hembra posee un ovoposilor mlentras que la del macho se
""yconforma de varias  piezas, generalmenle de color oscuro Otras estructuras que auxilian en ia

detumlnac«én de los sexos son los pelnes sexuales. presentes sélo en los machos, localizados en

'kla regién- basal del terso del primer par de patas Estos peines constan de una hilera de

aproximadamente 10 cerdas cortas y gruesas de color negro (Figura 9) (Ramos et al., 1993).

Tt‘l i(“l
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Figura 8. Dimorfismo Sexual en Drosophila melanogaster

Fémur

Peine sexual ——

Figura 9, Comparaclén entre el primer par de patas de hembras (A) y machos (B) en Drosophila
me/anogaster
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OBJETIVOS

o Objetivo General
Determinar el potencial teratogénico del misoprostol, -mediante su

evaluacion en un sistema de prueba in_vivo utilizando como modelo a

Drosophila melanogaster.

o QObjetivo Especifico

Evaluar la induccion de malformaciones en Drosophila 'mélanogaster

expuesta al Misoprostol.
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HIPOTESIS

Al ser una analogo de la PGE;,, el Misoprostol interferira con la regulacirbn
de la expresion génica durante el desarrollo de Dnosophilé, Vlo que Se
manifestara como un incremento en la frecuencia de malforméciones en

las moscas tratadas con e! compuesto.
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MATERIALES Y METODOS.

Compuestos Quimicos Utllizados.

Ei compuesto probado es el acido metil ester 11,16-hidroxi-16-metil--oxoprost-13-en-1-
oico, (misoprostol) (Index Merck CAS 59122-46-2) que es un- analogo sintético de fa
prostaglandina PGE, que forma esterecisébmeros aproxlmadamente en iguales proporciones. Su k
estructura quimica se muestra en la fi igura 10 (lndex Merck 1888). La dosis letal (LDSQ) en ratas es

de 40-62 mg/kg, en ratones es de 70 160 mg/kg. y Kotsonls (1985) repona 81-100 mg/kg y 27-138 )

mg/kg vla oral, respectlvamente

(b)

Figura 10. Esterecisdmeros del misoprostol, (a) forma S, (b) forma R

En este trabajo se utilizé la presentacion comercial elaborada por los laboratorios Searle,

de nombre Cytotec, en presentacion de 20 tabletas de 200 pg cada una.
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Manejo de organismos;.

a) Obtencién de las lajvas.

Tomando come base el ciclo de vida de Drosophila melanogaster, - se aplico el siguiente

disefio experimental:
Se colocaron hembras y machos de la cepa 'silvestréVCa‘mon-S para obtener Iarvas con

edad sincronizada de 72 % 4 horas, en frascos de un cuarto de lltro de capacidad conlenlendo

medio nutritivo estandar (Ramos et al., 1993).

b) Preparacién de las diluciones.

Para seleccionar la concentracion a probar se tomo como referencia el doble de la dosns )

diarla recomendada para una mujer adulta de aproxlmadamente 160"m de
peso, la cual es de 800 pg, (Hajaj et aI 1998 Hausknechr 1995 Y. Velazco ‘et al 2000) ‘se
consideré elevarla al doble debldo al rango méxlmo reportado i elv traba]o de Hajaj y

Iones congémtas Con esta
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c) Jratamiento.

Cuando las larvas alcanzaron el tercer estadio (72 + 4 hrs.), se procedié de acuerdo ala
técnica reportada por Ntthiger (1970) para separarlas del medio de cultivo por flotacién mediante
una solucidén concentrada de sacarosa al 20%. Las larvas se hicleron pasar por un embudo de
separacién y se recolectaron sobre una malla fina de nylon. Con ayuda de una espétula se
colacaron grupos de 100 a 150 iarvas en tubos ho}neopatlcos que contenian 0.6 g de medio
instant&neo "Carolina” adicionado con 3.5 mi de las diferentes concentraciones del compuesto a

: probar Para cada dlluclén lncluyendo el testigo negativo, se prepar6 un tubo y su repeticion,

Las Iarvas se e(pusieron de [manera subcrénica al compuesto adlclonado al medlo nutntlvo

del cual se aHme tar urante 48 horas aproximadamente, antes de comenzar a fase de pupa

- (120 hrs ) Los tubos Vse cubrieron con tapones de hule espuma y se almacenaron a temperatura de

-25°C para e ‘perar Ia ecloslén de los imagos.

En fechas posteriores se realizaron dos repetlclones del experlmento completo para
’ comprobar la reproducibilidad de los resultados Se obtuvo un tamaﬁo de muestra de 2941

organismos adultos recobrados.

d) Registro de Resultados.

Una vez obtenidos los adultos se colocaron en un dlsposltlvo eterizador Impregnado con

eter etilico, con el fin de sacrificarlos por exceso de nestesl Posterlormente fueron fijades con

una mezcla de tween 1% y alcohol etllico akl 70% en soluclén acgpsa en proporcién de 1:10.

Los adultos r]ados se revisaron con un mlcroscoplo estereoscopico Nikon a 40X. Se

7registro e“k numero tclal de orgamsmos recobrados asl como el sexo de éstos. Con esta

‘Informamén se obtuvc el lndice de sobrevlvencla (IS) y el indice sexual (ISX) para las series

: experlmentales y tastlgo .
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" De manera pamlela para evaluar el potenclal teratogénlco del mtsoprostol Ios organlsmos

. fueron anallzados morf::léglcamente reglstrando el numero y hpo de alteraciones presentes en;

_ojos, antenas aparato bucal cerdas alas extremldadesysegmentos
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RESULTADOS.

Durante ‘el anilisis de cada organismo se determiné que el tipo de malformacién mas -
frecuente y evidente, consistié en la aiteracién de las placas genital y anal dellas hembras y en-la -
‘ placa génital de lés machos. Debido a esto el conteo de crganismos con alteraciones se centré en
herbras que presentaron un pronunciado alargamiento del Gltimo segmento abdominal o placa
genital, combinado con una aperfura exagerada de la’placa anal, incluso con engrosamiento eVldéhte '
de las cerdas que rodean a esta estructura. Lo anterior en contraposicién al patron anatémico normal
apreciable como un dltimo segmento no alargado‘ guardando proporcién con el resto del cuerpo, una
placa anal cerrada descansando sobre la regién dorsal del segmento final abdominal con las cerdas
circundantes largas y delgadas (Flgura 11.a y b). Para el caso de los machos, fueron considerados
comno alterados aquellds que presentart;zn'uria vlsib|e elongacion del ditimo segmento abdominal

(placa genital), y una curvatur ‘ el mlsmo segimento en direccion del eje antero - posterior del

Individuo; ya que en Ia condlclén normal se observa el ultlmo segmento no elongado y con la

:} 'oriantaclbn de Ia placa genital hacla la reglon ventral del organismo (Figura 11 c y d).

Los Indices de sobrevivencia y los Indices sexuales fueron comparados con un analisis de
varianza y una posterior comparacion multiple de medias por el hétodo de Tukey (1953). Por su parte
la frecuencia de organismos alterados en los controles y en los lotes experimentales, fue comparada
usando las tablas para el minimo nimero de eventos significativos en una muestra binomial de

Kastenbaum y Bowman (1966), considerando el valor de P < 0.05 como indicador de significancia.

En'la tabla 1! y gréfica 1 se muestran los datos obtenidos en los experimentos para los Indices

de sobrevivencia (I8). El valor de 1.0 o del 100% fue obtenido a partir del conteo de organismos
‘ recuperados en los lotes testigo. En las concentraciones probadas el compuesto no mostré ser téxico
para los organismos expuestos. Al efectuar un analisis de varianza y la prueba de comparacién
"k'mﬂltlpl'e de medias de Tukey, las variaciones resultaron ser no significativas, es decir, pudiaron ocurrir

de manera aleatoria en los diferentes lotes experimentales.
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S
\\
Pteca Genital

Placa anal

Placa genital

Figura 11. Esquemas de los criterios morfoldgicos utilizados para la distincion entre

. - organismos normales y alterados. (a) hembra normal, (b) hembra alterada; (¢) macho
_normal, {(d) macho alterado

Con respecto a los Indices sexuales (ISX) presentados en la tabla !l y grafica 2, se observa

una mayor proporclon de machos, excepto para la concentracién de 0.05 ppm. Debido al hecho de

L que la condlclén normal en una poblacion natural de Drosophila melanogaster es presentar un mayor

: numero de hembras con respecto al de machos, se decidid efectuar también un analisis de varianza y

: = "i:’una comparaclén miltiple de medias (Prueba de Tukey) para tales datos a fin de determinar si las
dlfarenclas obtenidas gudiesen ser atribuidas a algun efecto del tratamiento aplicado. Sin embargo, ios
valores revelados por estos analisis indicaron que dichas variaciones pudieron darse al azar en estas
poblaciones tratadas, ya que los valores de las pruebas no alcanzaron los niveles de significancia

requeridos (P 2 0.05).

33




: -Aln cuandoV Ias'bruebas estadisticas no revelan resultados significativos, el cambio de'la
‘condlclén normal consls!ente en un numero menor de hembras, parecerfa sugerir que el compuesto. S

tiende a afectar en mayor grado a éstas. La alleraclén de la proporcion de sexos parece mostrar una, ‘

L tendencla simllar a Ia de las curvas de sobrevlvenma y malformaciones, en donde se alternan Ias

fdses de adaptaclén y respuesta pudléndose reconocer, quiza, concentraclones que representan

gumbrales para Dmsophl/a me/anogaster con respecto a la accién del férmaco

- concentraciones mas altas (0.5 y 2 0 ppm) En las ﬂg y 's 12 y 15 se muestran hembras recobradas
- en el tratamiento con 0.005 ppm de : donde se pueden observar las alteraciones presentes
en placas anal y genital. Y en Ias flgura y 15 se muestran diferentes machos recobrados en la
concentracion de 2.0 ppm de mlsoprostol en.- donde se puede apreciar la alteracion del Gltimo

segmento abdominal.,

Para comparar' la frecuéricla de alteraciones entre testigo y experimentales, se aplico la
prueba estadlstlca propuesta por Kastenbaum y Bowman (1966), la cual esta disefiada para detectar
un numero mlnlmo de «=ventos significativos, considerando que la aparicién de malformaciones en una

: poblaclén es'un sucesc- poco frecuente (Tabla V).

Los resultados fueron reveladores, pues en todos los casos en los lotes experimentales se
superd el nimero minimo de organismos malformados que la prueba predice en comparacion contra

ios organismos recuperados en los lotes testigo.
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SI comparamos Ios resultados de las gréf cas del Indice de sobrevivencia y la frecuencla de’

alteraciones (gréf ica 4). podemos observar que el comportamiento de la curva es muy similar en

ambas. Existe una tendencla a recobrar mas organismos a medida que aumenta la concentracion, a

excepclén de un punto de lnflexlon para la concentracién de 0.005 ppm. Y en la curva de alteraclones

éstas tlenden a presentarse con mayor frecuencia en las concentraciones mas bajas y luego hay un

lncremento slgn{ﬁcativo en la concentracién de 0.05 ppm. Posteriormente en las concentraciones mas

altas se muestra de nuevo la tendencia a recobrar cada vez mas organismos, mientras que la
frecuencia de alteraciones tiende a mantenerse constante, como si se hubiese alcanzado una dosis

que parece afectar cuando menos al 50% de los organismos recobrados.

Tal vez en el rango de concentracion de 0.005 a 0.05 ppm pudiese existir un umbral en donde
se muestra una respuasta sensible por parte de los organismos, tras la cual apareceria una fase de
adaptacion. Quiza la curva muestre estos cambios traducidos en crestas y valles cuando se amplie el

"' rango de concentraciones consideradas.
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Tabla ll.
indice de Scbrevivencia (!S) obtenido para organismos de la cepa
silvestre Canton-S en los tratamientos con misoprostol
{ Organismos recuperados por ote / Organismos recuperados en el testlgo)

CONCENTRACION PROMEDIO
[ppm] + DESV. EST.
0 1.0 £ 0.00

0.000005 111£0.17 o

0.00005 114+ 0.35

0.0005 1.25 £ 0.52

0.005 0.82 £ 0.07

0.05 113 £0.17

0.5 1.16 £ 0.15

2.0 1.45 £ 0.92

Anaélisis de Varianza: P = 0.936 > 0.05. Los efectos marcados no son significativos.
Prueba de Tukey: 0.895 < P < 1.0, como P > 0.05 entonces las diferencias marcadas no son significativas.

2.50

1.80

qeite = = =~ =@ 1TIL ..
PRI E Lo cRE T SOOI PRI P

indice de sobrevivencia

-
{1_13.---- ill
-

S RARERER P

idfaz

0.00
0.000001 0.00001 0.0001 0.001

1a (1S)

¢ tratada con mi

log (ppm]

Gréfica 1.Indlce de en la linea Cant

de D

a8

TRIS GOV

FALLA Db

CHIGEN




Tabla M. )
Iindice Sexual (ISX) obtenido para organismos de Ia cepa silvestre
Canton-S en lo3s tratamientos con misoprostol
( Total de organismos por sexo / Total de organismos por lote)

PROMEDIO
CONCENTRACION + DESV. EST.
lppm] HEMBRAS MACHOS | DESV. EST.
0 0.47 0.53 . +£0.09
0.000005 0.39 0.61 | 1022
0.00005 0.39 0.61 +0.23
0.0005 0.38 0.62 + 0.25
0.005 0.38 0.62 + 0.09
0.05 0.52 0.48 + 0.11
0.5 . 0.33 0.67 +0.27
2.0 0.46 0.54 + 0.03
Andlisis de Varianza: P = 0,799 > 0 05. Los efectos marcades no son significativos.
Prueba de Tukey: 0.799 < P < 1.0, como P > 0.05 entonces las diferencias marcadas no son significativas
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Gratica 2. Indice sexua) (I8X) oblenido en la Hnea Canton-s de Drosophila melanogaster \ralada con misaprostol.
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Tabla IV. %@
Frecuencia de Alteraciones obtenida para organismos de la
cepa silvestre Canton-$ en los tratamientos con misoprostol

( Total de organismos alterados / Total de organismos recuperados por lote)

CONCENTRACION PROMEDIO
fppm| + DESV. EST.

1] 0.33+0.11

0.000005 0.38 + 0.32

0.00005 0.36 + 0.31

0.0005 0.41 + 0.25

0.005 0.38 + 0.33

0.05 0.60 + 0.06

0.5 0.50 + 0.36

2.0 : 0.50 + 0.36

En todos los casos, en los [otes experimentales el niimero de organismos alterados rebaso el propuesto como el
minimo de sucesos significativos para un valor de probabllidad P = 0.05 en las Tablas de Kastenbaum y Bowman.

1.00

. Frecuencia de alteraciones

" 0.00

,»"DAOOOOM 5.0,00001. 70,0001 0.001 0.01 0.1 . 1 10
; . - . . log [ppm)
Grafica 3. F la de ait | (FA) con misoprostol en la linea C: de O h. I
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TABLAV
Total de Organismos analizados y alterados por lote

[o}
NUMERQ TOTAL DE ORGANISMOS PLACAS

CON‘imC'GN PORLOTE GENTALY | rrecuencia (SPEL":'E;, FRECUENCIA | TOTAL | FRECUENCIA
HEWBRAS | MACHOS { ToTAL | {HEMBRAS) o
0 ‘ 194 194 388 103 0.26 34 0.0 ’ _137‘v 033 |
oooosos |t | v | a7 | 12 | 0w 69 018 | 191 b.ss_‘k':
000005 ' 85| 0%
23¢9 0.41
183 0.38
221 - 0.60
lzoz‘ 050
201 080
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Indice de sobrevivencia y frecuencia de malforinaciones
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Gréfica 4. Comparacion entre el [ndice de sobrevivencia y la fr ia de i idos en la llnea Canton-S de Drosophila
lanog con misop I
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Figura 12. Aspecto de las placas genital y anal en (A) y (C) hembras no expuestas, (B) hembra
expuesta al misoprostol (0.005 ppm) y (D) hembra expuesta al misoprostol (2.0 ppm)
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0 286 mm

025 mm

(A) (8)

5 mm

(G (D)

Figura 13. (A) y (B) Detalle de la region final abdominal de hembras con placas anales y genitales
normales y alteradas, respectivamente, recuperadas en el tratamiento con 2.0 ppm de misoprostol.
(C) vy (D) Acercamientos de la region final abdominal de hembras con placas anales y genitales
normales y alteradas, respectivamente, recuperadas en el tratamiento con 0.005 ppm de
misoprostol.
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1 mm

(A) (B)

(c) (D)

Figura 14. Aspectos cle las placas genitales en (A) y (C) maches no expuestos y (B) y (D) machos
expuestos al misoprostol (2.0 ppm).
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0 25 mm

(A) (B)

25 mm

d5mm

(E)

Figura 15. (A )y (C ) Detalle de la region final abdominal de machos con placas anales y genitales

normales. ( B )y ( D ) Acercamientos de la regidn final abdominal de machos que presentan placas
““anales y genitales alteradas. ( E ) Acercamientos de regiones finales abdominales de machos con

placa anal y genital nonmales (izquierda) y placas alteradas (derecha). Todos recuperados en el
--tratamiento de 2.0 ppm de misoprostol.
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DISCUSION

Las venlajas que se obtienen al trabajar con Drosophila como modelo para pruebas
‘teratogénlcas son muy ampllas y a medida que se avanza en la implementacién de nuevos disefios

: expenmentales se avglnza también en el conocimiento de la multitud de factores que deben ser

,controlados para que lo's, estudlos logren alcanzar los objativos planteados.

Uno de Ios factores prioritarios a controlar en cualquier protocolo que involucre el uso de
5 Dmsophlla es ‘el’ de evltar someterla a estrés Innecesario, pues esto podria, por si-mismo, tener

: efectos adversos sobre el desarrollo del organlsmo (IPCS 1984).

En el 'prveseryxte‘-; Vtrbabé]ov'lasv medidas que se tomaron para evitar la influencia del estrés

- consistieron” en Eolocéf en kcbadaf\yllal un numero aproximado de larvas (entre 100 y 150) y no un

_numero exacto, pues ‘.st‘o’?lmpllcarla el conteo de ellas con manipulacion directa. También se
conslderd la-exposicion de los organismos a concentraciones bajas del compuesto, no solo para
simular una situacion die exposicion semejante en un embrién humano en desarrollo, sino para impedir

la introduccion de mayor estrés.

: Aun con estas precauciones no se puede eliminar totalmente el efecto de la manipulacién, ya
que ol método de separacion de larvas utilizado en este experimento (N6thiger 1970) implica un
cambio brusco de amblente, cuando las larvas de tercer estadio son separadas de! medio nutritivo en
el que han crecido, por medio del uso de una solucién concentrada de sacarosa. El método es muy

eficaz, sin embargo, podria resultar un evento estresante para las larvas.
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Muy probablernente las larvas respondieron a este evento desfavorable aumentando la
produccion de ciertas rnoléculas que participan en la regulacion de la respuesta celular ante el estado
de alerta (Paez 1988). Estas moléculas reciben el nombre de proteinas de estrés térmico o pro!elnas.
anti —~ estrés y su funcién principal es la de proteger a las células del efecto dafiino del estrés

- permitiéndoles su recuperacion y permanencia (Péez 1998).

. Sin embargo, el est‘rés provocadb por el manejo de las larvas no explica porqué la tasa de
sobrevivencia en los lotes experiméntalés fue maydr dqe la del Idfe festlgo. Como se ha mencionado,
la técnica de separacion de las larvas kpudo génerér uh clerto grado de estrés en ellas que las hizo
responder con la sintesis de protelnas anti ~ estrés, En Drosophila estas proteinas estan implicadas
en al menos dos funciones: una de ellas durante el desarrollo y/o la diferenciacion y la segunda en el
restablecimiento de la funcién celular después de un periodo de estrés (Paez 1998). Debido a que el
manejo de las larvas aslgngdas a la serle testigo y a las experimentales fue el mismo, ésta se puede

descartar como una explicaciéon probable.

En los lotes experimentales, probablemente, el contacto con el compuesto implicd un estimulo
sqﬁclent@ para inducir la expresion de protefnas anti-estrés, como ocurre durante la exposiclén a

- metales pésados, alcohioles y'ozros venenos metabdlicos (Paez 1998).

Puede suponerse que si las protelnas antl ~ estrés cumplen funciones importantes durante el
. desarrolio y la diferenciacion celular, en los lotes experimentales en donde hubo un incremento en su
produccion, légicamente se presentd una condicion favorable de presencia y disponibilidad de estas
moléculas para que los procesos bioquimicos durante el desarrolio se verificaran de manera 6ptima en

un mayor numero de organismos, situacion que modifico su capacidad para sobrevivir,
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Por olro' Iado, Ia pmeba'eStédlstlca dé Kas{enbaurh y Bowman revela un incremento en la

: frecuencla de malformzxclones en Ias placas genltal y anal de hembras y en la placa genital de machos

que reclbleron el tratamlento con misoprostol en sus dlferentes concentraciones, sin embargo, durante

el examen de los orgunlsmos ultos no se apreciaron otras malformaciones, ni siquiera las que

Lynch y colaboradores (1 991) proponen como las mas conslstentes y que aparecen constantemente

" en este tlpo de pruebas' Ias' erdas humerales tnpo “bent” y las alas tipo “notch” .

La poslble expllcaclén podria basarse, también, en los efectos de las protelnas antt —~ estrés
durante las prlmeras fases de ia diferenciacion celular de los discos imagales, que tiene lugar justo
' daspués de la formacion de la pupa, cuando se activan los genes especlficos de las estructuras del

adulto (Riddiford 1993).

La morfogénesis de la region termlnal de ia hembra comienza aproximadamente 6 horas
después de la formacién del pupario Involucréndo una >serle de complejos procesos celulares, que
finalmente completan el desarrolio de la regién terrﬁ]nal alas 52 horas después de la formacion del
pupario (Jurgens y Harlenstein 1993). En elr caso,dev ;65 machos, la morfogénesis de la regién terminal
comienza dentro de las primeras 10 horas despué$ de haberse formado el pupario y se completa 31
horas después de la formacion del ‘pupario (Jargens y Hartenstein 1993). En ambos casos, la
morfogénesis de la regién final abdominal se completa en las Ultimas horas de la fase de pupa,
cuando, muy probablernente, existe un patrén diferencial de disponibilidad de receptores de superficie
de las membranas d2 las células que estdn en proceso de diferenciacion. Quiza las células
involucradas en la formacion de las regiones finales abdominales en ambos sexos posean una mayor
disponibilidad de receptores apropiados para ia unién con el misoprostol, por lo que resultan

afectadas.
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“Una observacién que puede apoyar esta propuesta consiste en que se ha asociado a una

honnonka‘a'ntiv—‘ estrés Conogida como HSP80 con receptores de hormonas esteroides, mismas que se

¥ ';abe puéden activar o 1eprimir Ia expresién de clertos genes directamente por la union al receptor que
. Interacttia, a su vez, con el ADN (Riddiford 1993, Jargens y Hartenstein 1993). Por ejemplo, para la
: V'prci)géstlerona se demostré que en ausencia de la hormona, el receptor correspondiente se asocia con

,variés_brbte(nas'celqlareé, entre ellas la HSP90, que lo mantienen inactivo. Cuando se une a la

: progésferona el réceptclr se libera de Ia HSP90 y cambia a una forma capaz de unirse al ADN (Paez

' 1998).

El misoprostol al ser un anélbg} ‘de”una hormona esteroide: la PGE;, podria exhibir un
comportamiento parecido al de la progesterona.: Al prpdubirse gréndes cantidades de proteinas anti ~

estrés, éstas anutarian la accién de los re ores"q‘ue‘ podrian asociarse con el misoprostol, el cual al

irse acumulando en los tejidos de la iéwé

pera'rla |a tasa de sintesis de las protelnas uniéndose a

los receptores que hasta ese momento inﬂulrién en las actividades de la regulacion de la transcripcion

de genes.

Si tomamos en cuenta la inforracion sobre el papel de las prostaglandinas en la regulacién

génica (ver introduccién) y sabiendo que los receplores nucleares son elementos esenciales para que

se activen los ecanismos de regulacién inducidos por la asoclacion de estas moléculas, podrlamos,

‘,I,ncluso. formarnos una Idea del mecanismo de accién del misoprostol que esta provocando las

- alteraciones observadas en 1as regiones terminales de hembras y machos.

- Siel compuesio estd actuando extracelularmente, es muy probable que se esté uniendo a

‘v"reo?gptores de membrzna del tipo EP, que se asocian a su vez a protelnas “G" de distintos tipos
: (Ngrdmlya et al., 1999). Al unirse a! receptor se generarla una cascada de sefiales que inducirlan el

= Incremento o disminucion de sustancias que actian como segundos mensajeros, por ejemplo, el AMP

clclico (Narumiya et al., 1999). Los segundos mensajeros activarlan a proteinas como las MAPK's

48



(Milogen Activated Protein Kinase) 'qUe} a su vez‘écti&arlgn’, Ia,'reglén A/B de receptores nucleares

mediante su fosforilacién, promoviendo asl Ig ééd\lldad traﬁséﬂpclonal (Aranda y Pascual, 2001).

Si el misoprostol actua dlrectamente en el

receptor nuclear especifico para actlvar el proceso de_‘regulacién : dela. transcnpclén (Aranda y

ascual, 2001; Riddiford, 1993; JOrgensyHartenstein 1993)

Utilizando Ios elementos revisados hasta aqul que estan Snvolucrados en las posibles causas
de la modlﬂcaclén de la tasa de sobrevivencia y de Ias alteraciones presentes en los organismos,
podemos ahora plantear una posible explicacién para el hecho observado, en todos los lotes, de un

mayor nuimero de hemtras afectadas con respecto al de machos.

Dos factores 4:on]_ugados podrian originar este resultado. Por un lado la disponibilidad
diferencial de los receptores de superficie y el nimero de células presentes en los discos genitales
maduros de hembras y machos como parte del dimorfismo sexual. En los discos genitales de la
hembra existen aproximadamente 6500 células y en los del macho aproximadamente 8000 células
(Jurgens y Hartenstein 1993). Hemos sugerido que Ias células involucradas en la formacién de las dos
regiones finales abdominales (hembras y machos) podrian presentar una distribucién y presencia de
receptores apropiada para la accion del misoprostol, por lo que resultan afectadas; pero en el casc de

un numero menor de células, en la hembra, podria observarse un efecto mayor que en el caso de los
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machos que. por el cuntrarlo. presentan mas células, en donde podria observarse un_ efecto menor.

por causa de Ias células que no hubiesen sido afectadas. También podria sugerlrse que habré una

menor capacldad de dIvIlen en las células de las hembras y por lo tanto. une menor ca cldad de',j

reparaclén o de sustltu- ion ~de células dafiadas por el compuesto.

Flnalmente. Ia slmilltud entre las curvas de sobrevivencla y de frectiencia

. suglere la corroborack)n ‘del efecto protector celular lnducldo por Ias'protelnas ant

Intervalo de concentmclones que £ a de 0000005 a 00005 p.p.m., aumentan tanto Ia tasa de '

sobrevlvencla como Ia frecuenc!a de alteraclones El efecto protector estaria permitiendo que mas

organlsmos alcancen Ia fase adulta ¥ por lo tanto un mayor nimero de organismos son susceptibles
de sufrir alteracmnes e Incluso completar su desarrollo a pesar del dafio sufrido por cierto nimero de

celulas

Cuando la concentraclén del compuesto alcanza 0.005 p.p.m. en ambas curvas se muestra

una dismlnuclén senslhle en la tasa de sobrevivencia, aparejada también con una disminucién de la

: fret.uenbciaﬂde al aunque de magnitud menor. Esto lo que podria indicar es que cercano a

- este vva,loi; de concentracion se encuentra un umbral critico en cuanto a la respuesta que puede tener

- -el organismo en contra de los efectos adversos que este compuesto pueda causar.

Para las concentraciones mayores, de 0.05 a 2.0 p.p.m., nuevamente se observa el
incremento en la tasa e sobrevivencia y también en la frecuencia de alteraciones, aunque esta ditima
parece tender a estatilizarse para las dos concentraciones mayores (0.5 y 2.0 p.p.m.). Se puede
pensar que una vez superada la concentracién critica umbral, el organismo presenta una subsecuente
fase de adaptacion ante la exposicién a nuevas concentraciones gradualmente mayores. Tal vez el
efecto protector anti ~ estrés sea eficiente de nuevo y tenga la misma Influencia sobre los organismos,
modificando su capacidad para sobrevivir y permitiéndoles alcanzar la edad adulta adn cuando

presenten malformaciones evidentes.
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Los panoramas lnteresantes que se abren para estudlos posteriores pueden ser: el ampliar el

rango de concentraclones mas alla de 2. 0 p p.m.’ para apreciar si la tendencia de la frecuencia de

alteraciones ,realmente .se e' abliiza "sl'se,slgue incrementando, al igual que el Indice de

sobrevivencia; o el arripliar el rango de concenfréciones entre 0.0005 y 0.05 para apreciar con detalle

el comportamiento de ambas’ curvas ste intervalo, en donde se aprecia un posible umbral de

respuesta y dlsehar e erl etermlnen si los organismos obtenidos con malformaciones de

las placas genltales\snn fértiles o o, para estlrnar si la malformacion también involucra a drganos

Internos de los apar tos repr ctores de estos organismos.
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CONCLUSIONES

El misoprostol no afecta de manera significativa el Indice de sobrevivencia de las moscas

expuestas.

El misoprostol no modifica fa proporcién de sexos de las moscas 'expue'sta's

El misoprostol axhibe actividad teratogénica signifi

La actlvldad teratogénlca del mlsopros(ol compromete la diferenciacién de las placas genltal y

anal en hembras y genltal en machos :

La malformacié¢n en la diferenciacion de Ias pIacas genital y anal podrla serun ‘criterio

aplicable en la identificacion de poslbles teraté

La variacion en el Indice de sobrevlvencia recobrado en los diferentes niveles de tratamiento

es un estimador confiable de la variacion en la frecuencla de malformaciones.

EI modelo “in vivo" de Drosophila es util e,n' éi estudio de la Induccion de alteraciones durante |

el desarrolio.
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