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RESUMEN

Se valoraron los efectos genotéxicos del tamoxifen (TAM) y del 4-nitroquinolina 1-
oxido (4-NQO) utilizando el bioensayo de mutacién y recombinacién somdticos
(SMART) en el ala de la cruza estdndar de Drosophila melanogaster. El TAM es un
anti-estrégeno que se utiliza para el tratamiento y la prevencién del cdncer mamario
en humanos, pero causa carcinomas en el higado de roedores y en el endometrio de
humanos. El 4-NQO es un cancerigeno que produce aductos en el ADN similares a los
encontrados en los hepatocitos de ratas y en el endometrio de humanos tratados con
TAM. Como Drosophila carece de receptor de estrégeno (RE), el TAM no puede
ejercer ningln efecto por vias epigenéticas relacionadas con él. Se realizaron
experimentos crénicos donde se expusieron larvas de 72 horas a concentraciones del
TAM (0.66, 1.66, 3.33 mM) por arriba y por debajo de la dosis terapéutica (2.5 mM) y
del 4-NQO (2.5 y 5 mM). Como control positivo se empled la N-nitrosodimetilamina
(DMN) en dos concentraciones (1 y 2mM). Se analizaron alas de individuos con
fenotipo silvestre y con fenotipo serratia. Las concentraciones 1.66 y 3.33 mM del
TAM son genotéxicas, pero la respuesta a la dosis no es clara. Los eventos
genotdxicos causados por el TAM posiblemente se deben a la formacién de aductos
TAM-ADN. El andlisis de la tendencia hacia eventos mutagénicos y/o
recombinagénicos mostré al TAM como un agente mutagénico y al 4-NQO con una
importante actividad recombinagénica y mutagénica. Se concluye que la genotoxicidad
enel TAM y en el 4-NQO es diferente.
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INTRODUCCION

En “la actualidad, los seres vivos estamos expuestos a una  gran cantidad-de
compuestos y agentes quimicos que pueden tener efectos téxicos, genotéxicos o
cancerigenos y que se encuentran en el medio ambiente, en los alimentos y/o en los
medicamentos (Guzmdn Rincdn et al,, 1998).

Las mutaciones son los cambios que se presentan en la secuencia del ADN que codifica
- un geny la mayoria de éstas se reconocen debido a que el fenotipo del organismo se
modifica como resultado del cambio en la funcién, pérdida o aumento de la produccién
de “una ‘proteina o de sus isoformas. Las mutaciones pueden ser germinales o
somdticas, las primeras son aquéllas que se producen en las células sexuales (las
‘cuales dan lugar a los gametos), por lo que la mutacidn es transmitida a la siguiente
generacion (McClean, 1999a), en tanto que las segundas se presentan en las células
‘somdticas (que dan lugar a todos los demds tejidos) y no se transmiten a la siguiente
generacién. Si la mutacion ocurre en las células germinales, todas las células del
producto de la fertilizacién van a expresar la mutacién, que al manifestarse en etapas
tempranas del crecimiento, podria afectar el desarrollo del organismo. Si se presenta
en células somdticas puede ocasionar disfunciones o procesos malignos como el cdncer
(Dean, 1981).

De acuerdo con la teoria genética de la mutacién, los tumores cancerosos son
resultado de una serie de mutaciones somdticas que tienen lugar cuando uno o varios
proto-oncogenes, genes supresores de tumores y/o genes que reparan el ADN sufren
una mutacién. Todas las células hijas que deriven de ésta contendrdn la(s)
mutacidén(es) y el fenotipo podrd manifestarse como el crecimiento incontrolado de
células mutantes que dardn lugar a la formacién de tumores (McClean, 1999b). El
mecanismo de recombinacién que varios agentes quimicos /nducen en e/ ADN de
células somdticas, representa uno de /os pasos para el origen de algunos tipos de
canceres humanos (Graf et al, 1994).

Gracias a los primeros estudios de mutagénesis, la utilizacion de metodologias
experimentales con organismos especificos como modelos biolégicos se ha
diversificado e incluye sistemas de estudio /in vivo e in vitro para organismos de
diferente complejidad evolutiva. Estos sistemas de estudio pueden ser utilizados
como pre-monitores para la seleccién y el desarrollo de agentes quimicos seguros,
para el estudio de los mecanismos de accién de un compuesto y para la identificacién
de sus posibles efectos cancerigenos (Zijlstra, 1987).



El empleo de los diferentes sistemas bioldgicos para pruebas genotdxicas se ha
realizado: tomando .en cuenta el riesgo potencial que representa la exposicién a
agentes quimicos para el humano, por lo que se han buscado organismos que tengan un
metabolismo similar y en este sentido Drosophila melanogaster cumple con diferentes
ventajas para ser utilizada en dichos estudios (Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1992).



Orosophila melanogaster

Por varias décadas, Drosophila melanogaster ha jugado un papel esencial para el
desarrollo de la genética, especialmente en el estudio de los procesos que originan las
mutaciones. La gran cantidad de mutantes que han sido aislados y estudiados han
contribuido al conocimiento genético y molecular de los genes de la mosca de la fruta,
los cuales han sido mapeados y secuenciados totalmente (Adams et a/, 2000).

Las caracteristicas que tiene Orosophila melanogaster y que le permiten ser un
modelo ptimo para el desarrollo de sistemas que detectan la actividad genotéxica de
agentes quimicos son las siguientes: es un organismo eucarioto holometdbolo con un
ciclo que lleva aproximadamente 10 dias a una temperatura de 25° C para la
emergencia de los imagos o adultos (Figura 1). El ciclo se inicia con la ovoposicidn y el
desarrollo embrionario posterior a la fertilizacion del évulo se realiza en las
membranas del huevo. A las 24 horas los huevos se transforman en larvas que pasan
por tres estadios (estadio 1 = 1 dia; estadio 2 = 1 dia; y estadio 3 = 2 dias), donde la
ingestion del alimento es constante para luego transformarse en pupas. La pupacién se
realiza en el pupario, el cual es una cubierta quitinosa que se va endureciendo
paulatinamente. La organogénesis se lleva al cabo en este estadio que es el mds largo
de la metamorfosis (4 dias). El imago emerge rompiendo el extremo anterior del
pupario (Mitchell y Combes, 1984; Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1992).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster



Este organismo es fdcil de mantener en espacios reducidos, deja un gran nimero de
descendientes y los medios de cultivo no son costosos, por lo que permiten la
alimentacién de una cantidad considerable de individuos (Graf, et al., 1996).

Este diptero presenta dimorfismo sexual (Figura 2). La hembra suele ser mds grande
que el macho, el extremo del abdomen de la hembra es alargado y el del macho es
redondeado. El abdomen de la hembra tiene 7 segmentos, mientras que el del macho
tiene 5, ademds de que éstos tienen un peine sexual conformado por 10 cerdas
gruesas que se encuentran en la superficie distal del segmento tarsal basal de las
patas anteriores (Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1992).
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Fig. 2. A. Caracteristicas morfoldgicas de la hembra y el macho de Orosophila
melanogaster. B. Cromosomas metafdsicos (tomado de Rodriguez-Arnaiz y Ramos,
1992)

Debido a que es uno de los eucariotos mejor conocidos desde el punto de vista
genético, se cuenta con alrededor de 11500 cepas especificas con marcadores
genéticos adecuados, los cuales permiten detectar in vivo diversos tipos de
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mutaciones gemcas y cromosomlcas en las células germmales yen las: somcmcas En
este insecto es. fdcil de’rer‘mmar algunos - caracteres morfologlcos ‘que “estdn
genéticamente controlados; por otra parte es capaz de activar: pr'omu'ragenos y
procarcinégenos /n vivo gracias a la actividad de una familia de, enzumas involucradas
en la desintoxicacion celular (Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1992; Graf, et al,; 1996).

Se ha demostrado que Drosophila tiene enzimas de desintoxicacién similares a las
contenidas en la fraccién S9 del higado de mamiferos (Clark, 1982; Hallstrém et a/,
1982) ademds de que se encuentran presentes en mayor proporcién durante su fase
larvaria, Estas enzimas son dependientes de la familia de citocromos P450 (Mitchell y
Combes, 1984) y participan de manera importante en la reduccién-activacién de
promutdgenos y principalmente en el metabolismo de xenobiéticos (agentes quimicos
externos) que contienen dtomos de nitrégeno como las aminas metiladas,
nitrosaminas, hidrazinas y aminas aromaticas (Zijlstra, 1987). La linea Oregon flare
fue construida por Frolich y Wiirgler en 1989. Esta linea contiene los cromosomas 1y
2 de la linea Oregon R(R) que es resistente al DDT. Su cromosoma 2 porta la mutacién
dominante RsHZ)DDT localizada en la regién 43E (2-65) que provoca la sobre
expresién constitutiva de una proteina inductora de los genes CYPEA8 y CYPEAL del
cromosoma 1 y CYP6AZ del cromosoma 2. Ademds las células somdticas de Drosophila
ofrecen la posibilidad de desarrollar ensayos rdpidos y flexibies en duracién de
tiempo para detectar un amplio espectro de agentes téxicos (Graf et al, 1989).



SMART (Somatic Mutation and Recombination Tesf) Prueba de Mutacién y
Recombinacién Somdéticas

Estas pruebas de mutacion y recombinacién somdticas son ensayos genotdéxicos que se
desarrollaron en Orosophila melanogaster y son capaces de detectar mutaciones
causadas por eventos puntuales, deleciones, no-disyuncién y recombinacién mitética
(Figura 3) (Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1992; Graf et al, 1994, 1996:). Tanto las
mutaciones como la recombinacién somdtica son el resultado de los eventos que
ocurren en las células durante la morfogénesis de Drosophila y es muy importante el
hecho de que sélo se requiere de una generacién para su evaluacién.

+Imwh

- x d - :
¢ 4 No-disyuncién o J / J

Mutacion Puntual

Fig. 3. Eventos genéticos que llevan a la pérdida de heterocigosis y a la formacién de
manchas (tomado de Graf et al., 1984).



SMART se basa en métodos para produccién de larvas de edad especifica con
genotipos que permiten que el cambio mutacional inducido en una célula se manifieste
fenotipicamente en todas sus células hijas en una etapa posterior. Debido a que esta
prueba se basa en el principio de pérdida de heterocigosidad, al utilizar marcadores
genéticos adecuados, estos se van a expresar de manera homocigota recesiva y van a
formar clones (manchas) en la superficie externa de la mosca, permitiendo asi
visualizar fdcilmente el cambio genético inducido.

Dos sistemas de prueba han sido ampliamente estudiados: la prueba de manchas en las
alas y la prueba de manchas en los o jos. Ambas pruebas se basan en el hecho de que
durante el desarrolio embrionario temprano, grupos de células epiteliales forman los
llamados discos imagales que originardn dichas estructuras (Figura 4). En los dos
discos imagales que formardn el par de alas las células proliferan mitéticamente
durante el desarrollo larvario a ritmos de crecimiento especifico, de 50 a 100 células
al comienzo de la etapa larvaria, alcanzan una talla aproximada de 24 mil células en la
etapa de pupa y se diferencian durante esta etapa, dando origen a esas estructuras.
Por lo que al ocurrir una alteracién genética en una de las células de los discos
imagales, esta alteracidn estard presente en todas las células descendientes vy
formard un clon de células mutantes. Si las alteraciones causan un dafio visible en el
fenotipo, el clon de células mutantes puede detectarse como una mancha en el ala.
Debido a esto, la aparicién de manchas y su tamafio dependera del estadio larvario en
el que se induzca la alteracién con el agente quimico, por lo que a menor edad de la
larva, se obtendrd menor nimero de manchas, pero de mayor tamafio y viceversa
(Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1992; Graf et al,, 1994, 1996; Graf, 1995; Guzmdn Rincén
et al., 1998).

Fig. 4. Distribucién de los discos imagales en la larva de Drosophila melanogaster.

TESIS CON
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la a’ﬂli’za

La pr‘ueba de manchas en las alas se: bas caon de marcadores que

modifican el fenotipo de los fr'lcomas del:ala: Irvas transheterocigotas

para los marcadores mwh (multiple wing /1a/r) que pr-oducen tricomas mdltiples en cada

; célula. y fir (f/af'e) que produce tricomas en forma de flama o roseta (Graf et al,
'1984)

Ofr‘o de los aspectos importantes de SMART es que puede detectar xenobidticos, los
cuales requieren de una activacién metabélica. SMART ha sido utilizada para estudiar
la genotoxicidad de varios tipos de bebidas para el consumo humano (té, café, vino,
brandy) y, agentes contaminantes del aire (Delgado-Rodriguez et a/, 1999), asi como
en mds de 400 agentes quimicos (Graf, 1995; Frei et al, 1998).

La prueba de SMART representa una forma eficiente, rdpida y econémica de
determinar la actividad genotéxica de agentes quimicos simples y de mezclas
complejas, ya que es sensible a estos y como ya se ha mencionado, es capaz de
detectar mutacién y recombinacién somdtica /n vivo (Graf et al, 1996).



ANTECEDENTES

Tamoxifen (TAM)

Desde hace mds de 100 afios se empezé a relacionar el efecto de los estrégenos con
el cdncer de mama, por lo que cientificos ingleses del programa de fertilidad de ICT
Pharmaceutical Division (ahora Zeneca) comenzaron a investigar al respecto. A finales
de los afios 30 del siglo XX descubrieron potentes drogas estrogénicas de larga
actividad llamadas trifeniletilenos. A mediados de’ los arios 60, Harper y Walpole
(mencionado en Jordan, 1999a) descubrieron que el isémero ftrans de un
trifeniletileno (ICI (International Chemical Index) 46,474) era un compuesto con
gran actividad antiestrogénica en ratas y en primates, mientras que su isémero
geométrico cis (ICI 46,699) tenia una actividad estrogénica. Debido a las
investigaciones previas realizadas por Walpole sobre el cincer de mama y a este
descubrimiento, €l sugirié utilizar al ICI 46,474 (conocido actualmente como
Tamoxifen) para el tratamiento contra el céncer de mama (Jordan, 1999a). En 1971
se realizaron varios estudios clinicos utilizando al tamoxifen (TAM) para el
tratamiento de cdncer de mama y se empezaron a hacer los primeros estudios en
laboratorio como agente preventivo de éste (Jordan, 1999a).

En 1973, Nolvadex (marca comercial del TAM) fue aprobado por el " Committee on the
Safety of Medicines in the United Kingdom'" para el tratamiento del cdncer de mama
y en 1978 por la "Food and Drugs Administration' (FDA) en los Estados Unidos
(Barakat, 1999). En 1985, fue aprobado por la FDA como una terapia adjunta a la
quimioterapia en mujeres postmenopdusicas con cdncer de mama con células positivas
al estrdgeno. En 1989, la FDA permitié su empleo en mujeres premenopdusicas con
cdnceres avanzados con receptores de estrégeno positivos. En 1990, este
medicamento fue reconocido como terapia adjunta en pacientes pre vy
postmenopdusicos con cdncer de mama con ganglios negativos y receptores de
estrégeno positivos. En 1993, la FDA lo aprobd para el tratamiento de cdncer de
mama en hombres. El 30 de diciembre de 1997, la FDA certificé su uso para el
tratamiento de cdnceres avanzados en mujeres postmenopdusicas. Finalmente en
1998, fue aprobado para la reduccion del riesgo de cdncer de mama en mujeres pre y
postmenopdusicas de alto riesgo (Jordan, 1999a).

Metabolismo del TAM

Tamoxifen (citrato de tamoxifen) (Figura D) es una droga antiestrogénica no
esteroide que se ingiere oralmente en forma de pastilla en dosis de 20 a 40 mg/ dia.
Este se une al receptor de estrégenos nuclear blogueando la unién del estrégeno con
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su r'ecepfor' por' Io que reduce. y de'hene el cr‘ecnmlenfo de las: celulas cancerlgenas :

posmvas al esfrogeno en el tejido- mamario’ (Oncology Group, 1998 Bar‘aka'r et’al,”

2001), pero Tamblen puede actuar como esTr‘ogeno en ofr’os TeJldOS (CancerWeb
1998) : S

Fig. 5. Férmula estructural dél éifrafo de tamoxifen (Tamoxifen)

La primera ruta metabdlica del TAM descrita fue la hidroxilacién de éste que da lugar
al 4-hidroxiTAM, el cual ha mostrado tener una alta afinidad para unirse al receptor
del estrégeno y ser un potente antiestrégeno con propiedades antitumorales.
Originalmente se pensaba que el 4-hidroxiTAM era el principal metabolito del TAM
presente en los pacientes, pero Hugh Adam (mencionado en Jordan, 1999a) demostrs
que la forma AtdesmetilTAM es el principal metabolito encontrado en los humanos.
Tanto los metabolitos menores, metabolito-Y, metabolito-Z, como 4-hidroxi-A-
desmetilTAM contribuyen en la accidn antitumoral del TAM debido a que todos son
antiestrdgenos que inhiben la union del estradiol con el receptor de estrégeno (Figura
6) (Jordan, 1999a).

NN-Didesmetiltamaxifen Metabolita Y
(metabolito Z)

Fig. 6. Metabolitos del TAM encontrados en humanos (tomado de Jordan, 1999a).



A pesar deI 'gran éxito’ que el TAM ha tenido durante los dltimos 30 afos para el
__tratamiento y la'prevencidn del cdncer de mama, en la década pasada se empezaron a
asociar los. efecfos dvel TAM con el mcremenfo en la apamcnon de cataratas (Breast

Group 1998) También se empezaron a registrar las mfemccuones del TAM con el
apar'a'ro r‘eproducflvo femenino, por lo que se empezé a asociar con pequefios cambios

:"los’ ‘niveles de gonadotropinas, amenorrea, oligomenorrea, promocién del
cr‘ecnm|enfo de miomas en el dtero (Breast Health, 1998), hiperestimulacién en los
ovarios en mujeres premenopdusicas, lo que ocasionalmente lleva a la produccién de
quistes; formacion de pélipos, crecimiento (Jordan, 1999a) y desarrollo de cdncer de
endometrio (Cancer Center, 1994; Barakat, 1999 y Barakat et a/, 2001). Ademds,
estudios realizados en animales muestran un posible efecto en el desarrollo sexual,
por lo que se piensa que las mujeres con madres que tomaron TAM durante el
embarazo, presentan un mayor riesgo en desarrollar cdncer de vagina o cérvix y
pueden tener dificultades para procrear (Oncology Group, 1998).

Estudios realizados en mujeres y en animales muestran que el TAM puede inducir la
formacién de tumores secundarios en otros drganos del cuerpo, como en el higado
(causando toxicidades severas, hepatitis y necrosis) y, en el tracto gastrointestinal
(cdncer de colon y carcinomas gdstricos) (Cancer Center, 1994; Oncology Group,
1998), pero en ningln caso se ha reportado que incremente la cantidad de cdnceres de
tipo primario (Wilking et al, 1997), asi como hasta chora no hay evidencia
epidemioldgica que muestre un aumento de tumores en el higado de mujeres que estdn
tomando dicho compuesto (White, 1999).

Estudios realizados con diferentes cepas de ratas mostraron que la exposicién
constante al TAM incrementd la incidencia de tumores hepdticos y aparentemente
esto no ocurre a través del mecanismo basado en el receptor de estrégenos, ya que la
frecuencia de tumores fue ifa misma en machos y hembras (White, 1999). Se ha
reportado que la inhibicién quimica del citocromo CYP2B, impide la formacién de
aductos en el ADN causados por el TAM (Stiborovd et al/, 2002). Los resultados
sugieren que las células humanas tienen de forma significativa una menor capacidad
para la activacion del TAM que las células de roedores (Wogan, 1997).

Una de las vias propuestas para la activacién metabdlica del TAM incluye la oxidacién
del 4-hidroxiTAM. Beland y colaboradores (1999) compararon los aductos-ADN
formados por el 4-hidroxiTAM y el TAM en ratas y demostraron que el TAM forma
dos tipos de aductos en el higado, en tanto que el 4-hidroxiTAM no lo hace por lo que
sugieren que existe otra ruta metabdlica principal para la activacién del TAM.



TAM |nduce la for'macuon de aductos en el ADN de ratones (Cai y Wei, 1995) y es un
fuerte hepa'rocarcmogeno en ratas (Busch,1997). Su mayor metabolito genotéxico es
el alfa-C-hidroxiTAM que se forma a partir de la hidroxilacién del carbono alfa del
grupo e'rll d; 'TAM (Osborne et al, 1997). Los citocromos P450 hidroxilan al carbono
M y.en la posicidn alfa-etil el TAM se une covalentemente con el grupo
amlno exociclico de la desoxiguanosina del ADN (N?G Alquilacién). El grupo amino de la
- [desoxlgmm “es un sitio menor de alquilacién del ADN por N°A alquilacién (Wilking et

-al; 1997: Glatt et al, 1998; Carmichael e? al, 1999 Beland et al., 1999). En humanos,
esfe metabolito tiene una gran afinidad para unirse al receptor de estrégenos, unién
que es catalizada por los citocromos P450 que se expresan de forma constitutiva.

- Estudios realizados con lineas celulares de linfoblastos humanos, las cuales expresan
una actividad monooxigenasa elevada asociada con 5 diferentes isoenzimas de los
citocromos P450 (CYP1A1, CYP1A2, CYP2D6, CYP2EL o CYP3A4), y con células MCL-5
de humanos, las cuales expresan en cantidades elevadas diversas isoformas de
CYP450 (CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1l, CYP3A4) y de epoxi-hidrolasas, muestran que
para que el TAM sea genotdxico, éste requiere ser activado metabdlicamente por las
monooxigenasas las que generan diversos metabolitos epéxicos (Styles et al, 1994;
White, 1999). El TAM y/o sus metabolitos inducen la formacién de aberraciones
cromosdmicas estructurales y numéricas en ensayos in vitro (Styles et al, 1997) e
incrementa la formacion de micronticleos proporcionalmente a la dosis administrada
(Crofton et al., 1993).

TAM y el Cancer de Endometrio

Estudios realizados en mujeres con cdncer de endometrio avanzado y recurrente que
fueron tratadas con TAM mostraron una toxicidad minima (Quinn y Campbelil, 1989).
En 1989 se reporté por primera vez un incremento significativo en el nimero de
carcinomas en el endometrio en mujeres tratadas con TAM como terapia adjunta
(Wilking et al, 1997; O'Regan et al, 1998; Peters-Engl et a/, 1999). También se
observa que el uso de TAM en mujeres con alto riesgo de cdncer de mama incrementa
significativamente el riesgo de cdncer de endometrio con una tasa de probabilidades
de 1.52-2.3 veces que incrementa con el tiempo de uso (una tasa de probabilidades de
4.06 veces en mujeres tratadas por 5 o mds afios comparado con mujeres que no lo
toman). Ademds, la terapia de reemplazo con estrégenos, asociada con el empleo de
TAM, también eleva significativamente el riesgo de cdncer de endometrio (Bernstein
et al, 1999; Van Leeuwen et al, 1994). Otros estudios muestran que 54% de las
mujeres postmenopdusicas con cdncer de mama y en tratamiento con TAM presentan
un endometrio ensanchado y frecuentemente con irregularidades miltiples, sugiriendo
la presencia de quistes (Bertelli et a/, 1998). Varios estudios realizados en mujeres
que estdn tomando TAM indican de manera contundente que el TAM intensifica el

14



rlesgo de cancer de endometrio, predominantemente en mUJeres de 50 afios o mds

, (wme 1999)

. TAM Tlene un comportamiento de carcinogenicidad inusual.: En-ratas, induce la
forchnon de adenomas y carcinomas hepatocelulares, mientras que en ratones,
cricetos y seres humanos no los produce, aunque en el caso de las mujeres aumenta la
... probabilidad de tener cdncer de endometrio (Shibutani et a/, 2000a). También se ha

. observado que produce aductos en el ADN del higado de ratas (Wilking et al, 1997;
Glatt er al, 1998; Beland et a/, 1999; Carmichael et a/, 1999).

En mujeres tratadas con TAM como terapia adjunta, se observa que el riesgo de
cdncer de endometrio aumenta de 2 a 3 veces (Jordan, 1999b), pero la gran mayoria
de los cdnceres de endometrio descritos han ocurrido en mujeres postmenopdusicas y
los estudios que se han realizado para determinar la relacién que existe entre el TAM
y este tipo de cdncer apuntan hacia la estimulacién de un crecimiento incontrolado del
endometrio, preexistente al tratamiento con TAM. Esto se apoya en el hecho de que
no se habian reportado aductos de ADN en ninguna de las muestras estudiadas o si se
reportaban, no habia ninguna evidencia de que éstos se formaran como consecuencia
del uso del TAM (Carmichael et a/, 1999). En el estudio efectuado por Shibutani et
al, (2000a), se demuestra la presencia de aductos inducidos por el TAM en el ADN
del endometrio en el 50% de las mujeres tratadas, sugiriendo que el mecanismo
genotéxico del TAM es el responsable de la carcinogenicidad del endometrio.
Afortunadamente, el cdncer de endometrio encontrado en mujeres tratadas con TAM
ocasiona sintomas en una etapa temprana, por lo que se puede detectar y tratar a
tiempo.

Seglin Barakat et a/ (2001), el riesgo anual que presentan las mujeres (principalmente
postmenopdusicas) de desarrollar un cdncer de endometrio o de vagina (Oncology
Group, 1998) al ser tratadas con TAM es del 2%. Aunque algunos estudios muestran
que aparentemente la dosis no juega un papel importante (Jordan, 1999a), hay otros
estudios que muestran que el riesgo de desarrollar un cdncer de endometrio aumenta
6.4 veces con dosis diarias de 40 mg de TAM (Barakat et a/, 2001). Otras
investigaciones advierten que dosis diarias de 0.25 mg de TAM producen un mayor
crecimiento en el endometrio que dosis de 0.5 mg, por lo que se sugiere que el uso de
concentraciones superiores a los 0.25 mg no promueven el desarrollo de cdncer de
endometrio (O'Regan et al, 1998). De cualquier forma, el mayor riesgo se presenta
cuando se toma TAM por mds de 5 afios (Bergman et a/, 2000,;Barakat et a/, 2001).

Estudios realizados en ratas, a las que se les administré TAM por tres meses,
muestran una constante produccién de aductos en el ADN de hepatocitos que pueden
provocar carcinomas en el higado cuando el roedor se expone a la accién inductora de
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los citocromos P450upotr'el fenobarbital, Esfos resultados.son.
pueden tenerimportancia‘ para-lc ‘ _
periodos de tiempo y que. es‘ran expuesfas a mducfores de esta familia de ‘enzimas

(Carthew et al, 1995)

En 1998, Hukkanen et a/. demostraron que el endometrio humano tiene el potencial
para producir enzimas de los citocromos P450 que forman intermediarios a partir del
TAM. En el estudio realizado por Shibutani et a/ (2000b), se evidencia que hay
miltiples factores involucrados en el desarrollo del cdncer de endometrio, como la
produccién y la eliminacion del dafio en el ADN. Los resultados obtenidos por estos
autores seflalan que los aductos de TAM en el ADN del endometrio de mujeres en
tratamiento son eliminados pobre o moderadamente por el sistema de escisidn de
nucleétidos.

"Notley et al (2002) proponen que el TAM y su metabolito 4-hidroxiTAM incrementan
el cdncer de endometrio de 3 a 6 veces. El mecanismo que lo produce no es claro
(Philips, 2001), pero Smith y White (1998) proponen 2 hipétesis: 1) El TAM tiene un
efecto agonista parcial en el receptor de estrdgeno nuclear que estimula el desarrollo
de tumores en el endometrio o, 2) el cdncer encontrado en el endometrio es causado
por aductos TAM-ADN

El diptero Drosophila melanogaster no tiene receptor de estrdgeno, aunque cuenta
con un receptor nuclear esteroide, que es un heterodimero que incluye el receptor de
la ecdisona vy el receptor ultraespirdculo, homélogo al receptor retinoide X. Al
utilizar embriones de Drosophila transgénicos para el receptor de estrégeno en un
sistema reportero con la proteina fluorescente verde (GFP, por sus siglas en inglés
Green Fluorescent Protein), Thackray ef a/ (2000) demuestran que el TAM puede
ejercer su efecto antagdnico al estrégeno en las células de los discos imagales del
ojo, probando asi que algunos co-reguladores y factores de transcripcién basal en
Drosophifa son homdlogos a muchas proteinas de serialamiento de mamiferos. Sin
embargo, sin el receptor de estrdgens, TAM no puede ejercer ningin efecto
antagonista o agonista relacionado con éi. Por consiguiente, con lineas de Drosophila
no transgénicas para el receptor de estrégeno, ninguna via epigenética relacionada
con el estradiol o con este receptor puede influir en ensayos /n vivo o /n vitro (Wade
et al, 2001). Lo anterior nos permite asumir que cualquier evento genotéxico causado
por el TAM y que se demuestre a través de SMART en D. melanogaster seria
consecuencia de la formacién de aductos TAM-ADN.
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4-éxido ‘l-ni'rroquinolina (4-NQO)

El 4-6xido 1-nitroquinolina (4-NQO) (Figura 7) es un carcinégeno y fuerte mutdgeno
que causa dafios en el ADN similares a los que produce la luz UV (dimeros de
pirimidina), que son reparados por la escisién de nucleétidos en células humanas
normales. Su metabolismo produce el carcinégeno 4-hidroxiaminoquinolina-1-6xido que
introduce grupos quinolina en el ADN. Estos aductos se unen principalmente en N?G
(50-80%), en el carbono 8 de 6 y en N°A (Friedberg et a/, 1995) los cuales son
similares a los que origina el TAM (Jones et a/, 1989). El metabolismo xenobidtico
produce el cancerigeno 4-acetoxiaminoquinolina 1-xido que reacciona con el ADN y
forma 3 aductos de purina: 3-(desoxiguanosina-N2-il)-4-aminopurina 1-6xido (50-
80%), N-(desoxiguanosina-C8-il)-4-aminoquinolina 1-6xido y 3-(desoxiadenosina-N6-
il)-4-aminoquinolina 1-6xido (Mirzayans et al/, 1999). Este carcinégeno ha probado
ser genotdxico en la cruza estdndar de Drosophila melanogaster utilizando la prueba
SMART (Graf et al, 1989; Hayatsu et al, 1992; Negishi et al, 1994; Batiste-Alentorn

et al, 1995; Kaya et al, 2002).
NG,
N
E . 0“‘

Fig. 7. Férmula estructural del 4-6xido 1-nitroquinolina (4-NQO)

La A~nitrosodimetilamina (DMN) (Figura 8) es un promutdgeno que se puede uiilizar
como testigo positivo para confirmar la presencia de los citocromos P450 de forma
regulada, en la cruza estandar de SMART en el ala. La DMN es un agente indirecto,
por lo que requiere ser activado metabdlicamente y presenta una actividad
clastogénica resultado de su reaccidn con dtomos de nitrégeno en el ADN.

CHa

N—N—0
CHy”

Fig. 8. Férmula estructural de la A-nitrosodimetilamina (DMN).
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JUSTIFICACION

La presente investigacién forma parte de un proyecto realizado en el Laboratorio de
Genética Toxicoldgica de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la UNAM, en
donde ‘se valoré la genotoxicidad del TAM y del 4-NQO en las cruzas estdndar y de
bioactivacién elevada de Drosophila melanogaster con la prueba SMART en el ala.

Debido al uso amplio de este medicamento en la poblacidn humana se considerd
importante investigar acerca de su posible genotoxicidad para contribuir de esa
manera en la determinacién del o de los mecanismos que favorecen el riesgo de céncer
de endometrio en humanos. De forma similar en la que se determing la genotoxicidad
de los antidepresivos triciclicos en Drosophila (Van Schaik y Graf, 1991, 1993) que
posteriormente, por estudios epidemioldgicos, se correlacionaron positivamente con el
cdncer mamario (Sharpe et al, 2002), los resultados obtenidos en este ensayo
podrian ayudar a aclarar la controversia sobre la carcinogenicidad del TAM.

OBJETIVOS

e Evaluar el efecto genotéxico del TAM y del 4-NQO en la cruza estdndar de
Drosophila melanogaster, mediante la prueba SMART en el ala.

e Inferir con este ensayo /n vivo que si hay dafio en el ADN es independiente del
receptor de estrégeno y que seria consecuencia de la formacién de aductos
TAM-ADN.

e En caso de genotoxicidad positiva del TAM, compararla con la del 4-NQO que
es un carcindgeno que produce aductos con el ADN semejantes a los
reportados con el TAM.

HIPOTESIS

e Si el TAM no tiene efecto genotdxico entonces no habrd diferencia en la
proporcion de manchas que aparecen en el testigo negativo y en los
tratamientos experimentales (Ho).

e Siel TAM tiene efecto genotéxico entonces habrd al menos una diferencia en
la proporcion de manchas entre el testigo negativo y los tratamientos
experimentales (Ha).



MATERIALES Y METODOS

Reactivos
Citrato de TAM (TAM), CAS-54965-24-1, 4-6xido 1- nitroquinolina (4-NQO), CAS
56-57-5 de SIGMA, St. Louis, MO, EUA, (donados por Hansjoerg Frei del Institute
of Toxicology, Swiss Federal Institute of Technology, ETH, Zurich). A~
..:nitrosodimetilamina (DMN) CAS 62-75-9 y tween-80 CAS 9005-65-6 de SIGMA (St.
“Louis, MO, EUA). Etanol, Merck-Darmstadt, Alemania. Medio Carolina Instantdneo pH
5.6 para Drosophila spp., (Férmula 4-24, Carolina Biological Supply Co. Burlington,
EUA). El TAM y el 4-NQO fueron disueltos en una mezcla 1:1 de tween 80 3% : etanol
3%, mientras que el DMN fue disuelto en agua destilada.

Marcadores para la prueba de manchas en las alas

El marcador mwh, (multiple wing hairs) se localiza en el brazo izquierdo del

cromosoma 3 a 0.03 unidades de mapa. Es una mutacidn autosémica recesiva, en
condicién homocigota es viable, produce tricomas multiples en la celula en lugar de un
solo tricoma por célula que es el cardcter silvestre. :

El marcador flare’ (F/r’) se encuentra en el brazo izquierdo del cromosoma 3 a 38.8
unidades de mapa. Es una mutacion recesiva que produce tricomas malformados que
tienen forma de flama. Los tres alelos mutantes de F/r son letales en condicién
homocigota recesiva (Graf, et al, 1996). Debido a lo anterior, para mantener las
lineas heterocigotas de este cardcter, se tiene una inversién miltiple TM3 en ese
cromosoma. Adln cuando el cardcter en estado homocigético es letal, un grupo de
células somdticas del ala en las larvas puede expresar la homocigosis y sobrevivir.

El marcador 8c° o Serratiaque porta la inversién miltiple TM3, estd localizado en el
brazo derecho del cromosoma 3 a 92.5 unidades de mapa es una mutacién dominante
que produce alas con muescas en la punta, lo cual permite identificar la presencia del
marcador Fire.

Sistema de Cruzas

Se utilizaron dos lineas de Drosophila melanogaster para realizar la cruza estdndar.
Para ello se colectaron hembras virgenes 7r*/ TM3, B’ y machos mwh/ mwh. Con
esta cruza se obtienen dos tipos de progenie (Figura 9) que se pueden diferenciar
fenotipicamente en el estadio adulto por el tipo de alas: alas de tipo silvestre
(individuos con marcadores transheterocigdticos mwh Fir"'/mwh® fI°) y alas con
bordes discontinuos de tipo serratia (individuos heterocigotos balanceados mwh Fir’*/
mwh” FIr’ TM3, BdP). La cruza se realizé colocando a las hembras virgenes 7ir’/ TM3,
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Ba" y machos ;/nwh (cor r‘elacw 2:1 r'especflvamen're en frascos ' con ‘ho\]ue‘las“de

papa (Duenas et a/ 2002)

Fig. 9. a) Alas con fenotipo silvestre (MH). b) Alas con fenotipo serratia (BH)

Al pasar 8 horas los progenitores se trasvasaron a frascos con Medio Carolina
Instantdneo para conservar la cruza. A las 72 horas de haber colectado los huevos,
las larvas se separaron de la levadura activada agregando agua corriente a 25° C, con
una malla fina de metal. Las larvas se colocaron en tubos de ensayo con 1.5 mg de
medio Carolina instantdneo y 2 ml de la solucién correspondiente: TAM (0.66, 1.65 y
3.3 mM), DMN (1 y 2 mM) 4-NQO (25 y 5 mM). Las concentraciones de TAM
utilizadas estdn por arriba y por debajo de la dosis terapéutica en humanos, la cual es
de 20 mg diarios, que corresponde a 2.5 mM. Los testigos concurrentes se trataron
solamente con el solvente.

Las larvas completaron su desarrollo en este medio hasta la pupacion. Graf vy
colaboradores (1984) sugieren que la estrategia dptima para el monitoreo de
genotoxicidad debe empezar con exposiciones crdnicas a las 72 h de edad larvaria
hasta la pupacién. Para cada tratamiento se hicieron tres a cinco tubos de ensayo en
cada uno de los tres experimentos independientes, con un control estricto sobre los
factores externos (temperatura, humedad, medio) que pudieran afectar los
resultados.

Fijacién de los individuos y elaboracion de las preparaciones

Una vez que las moscas adultas emergieron, éstas se colocaron en frascos con etanol
70 %. Posteriormente, con ayuda del microscopio estereoscépico se disectaron, de
forma independiente, las alas de tipo silvestre y serratia, colocando 5 pares de alas
de hembras en la parte superior y 5 pares de alas de machos en la parte inferior de
los portaobjetos con la solucién de Faure (30 g de goma ardbiga, 20 ml de glicerol, 50
g hidrato de cloral y 50 ml de agua).
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Un nidmero aproximado de 55 individuos o repeticiones por tratamiento fueron
analizados (Frei y Wiirgler, 1995). Se analizaron las superficies dorsal y ventral de las
alas de las moscas bajo el microscopio a 400X. Cada mancha se registré tomando en
cuenta la seccidn del ala en la que se encontré (Figura 10), el nimero de células que la
formaban y el tipo de mancha (Graf et a/., 1984).

Fig. 10. Secciones del ala de Drosophila melanogaster.

Criterios de lectura

Existen tres tipos de manchas que se pueden observar separadamente: manchas
simples con fenotipo mwh, manchas simples con fenotipo Fir y manchas gemelas (clon
mwh adyacente a un clon fir) (Figura 11.) Los diferentes tipos de manchas se deben a
los diversos mecanismos genotdxicos como eventos mutacionales (mutacién puntual,
deleciones, tipos especificos de translocacidn), asi como recombinacién mitética entre
los dos marcadores y en ocasiones monosomia por no disyuncién parcial o total. Las
manchas simples son producidas por cualquiera de los eventos descritos mientras que
las manchas gemelas se deben exclusivamente a la recombinacién somética entre el
marcador f/r y el centrémero del cromosoma 3 (Graf et a/., 1984, 1996).

- - - . - - - e
- - k4 - A rl - ~
- - - P - ) . , P . . .
- - . - .
— ~— B L - P - . - - ’ ~ A ’ L3
~ e . - - - - , . - ¢
—~ . - P 5 - I3
- - - - . ,
. ~ ~ —_— S - - - y Id /o
-— —~— - R / - . s ’.
[ - S~ ) — — - _ - s P - . - / b
i — - . - PR - Vs - - - . I -
a b c

Fig. 11. Tipo de manchas en el ala. a) mwh, b) firy c) gemelas.
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Con el andlisis de los resultados en los dos distintos genotipos mwh Fire /mwh’ fir’.
(transheterocigotos con marcador MH) y mwh FIr*/ mwh' FIr’*TM3, Bd,
(heterocigotos con balanceador BH) se puede obtener una determinacién cuantitativa
relativa de la recombinacién somdtica provocada por las genotoxinas. Tanto los
eventos mutacionales como los recombinacionales en individuos MH dan lugar a la
formacién de manchas simples y gemelas. Mientras que en los individuos balanceados
heterocigéticamente (con el cromosoma balanceador 7#3), no ocurren eventos
recombinacionales, por lo que sélo los eventos mutacionales son los que dan lugar a las
manchas simples de tipo mwh (Graf, et al, 1996). De ahi que si se sustraen los
resultados obtenidos en los individuos con balanceador (BH) de aguéllos con marcador
(MH), se puede determinar la proporcion recombinagénica relativa (Spané et al,
2001).

Debido a que la mutacién mwh tiene una expresividad variable, es posible encontrar en
las moscas homocigdticas células que forman 2, 3 o mds tricomas. Ya que la
temperatura puede inducir la formacion de fenocopias en donde se observan 2
tricomas grandes, para evaluar la genotoxicidad sélo se consideran células mwh
formadas por tres o mds tricomas. Se considera que dos manchas son independientes
si éstas estdn separadas por 3 o mds hileras de tricomas normales. Existe una
correlacién entre el tiempo de induccién de un cambio genético en las células
somdticas y el tamafio de las manchas resultantes. Los eventos tempranos producen
menos manchas que preferentemente son de tamaio grande, en tanto que los eventos
tardios producen mds manchas que en su mayoria son pequefias (Graf et a/., 1984).

Evaluacién de los datos

Para el andlisis estadistico, las manchas son agrupadas en tres grupos: manchas
simples pequefias de una a 2 células (mwh o £/r), manchas simples grandes de 3 o mds
células (/mwh o fIr) y manchas gemelas con una drea mwh y con una drea f/r. Las
proporcién de cada tipo de mancha (simple o gemela) por mosca fueron comparadas
(tratamientos contra testigos) utilizando el programa de cémputo SMART, el cual se
basa en la prueba de distribucién binomial ji cuadrada, con una significancia de P <
0.05 (Frei y Wiirgler, 1988). Este andlisis permite decidir si los resultados obtenidos
tienen un diagndstico positivo, negativo, débil positivo o sin conclusién con base a las
siguientes dos hipétesis:

e La hipdtesis nula (Ho) asume que el tratamiento experimental no incrementa de
manera significativa la proporcién de las mutaciones espontdneas del testigo.

e La hipétesis alterna (Ha) considera a prior/ que un tratamiento determinado
incrementa la proporcién de mutacion por un cierto mdltiplo (m) de la
proporcidn obtenida en el testigo. Este factor de multiplicacién (m) indica
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cuantas veces debe incrementarse el nimero de eventos de los tratamientos
con respecto al testigo para considerar una respuesta positiva (Frei y
Wiirgler, 1988).

Debido a que las manchas pequefias son mds comunes que las manchas grandes y
gemelas, es necesario evaluar los datos de forma independiente para evitar la
sobreestimacién en la induccién de las manchas menos comunes. Por lo que para
considerar un incremento significativo en la proporcién de las manchas pequefias y
totales se utiliza un factor de multiplicacién m = 2; para las manchas grandes y
gemelas, el factor de multiplicacion es m = 5 (Frei y Wiirgler, 1988):

Por lo tanto:

1. Si se acepta la hipétesis nula (Ho) y se rechaza la hipdtesis alterna (Ha),
entonces el resultado es negativo.

2. Sise rechaza Ho y se acepta Ha, el resultado es positivo.

3. Si se acepta Ha cuando Ho es verdadera (es decir, cuando el resultado estd
muy cerca del drea de rechazo), el resultado es débil positivo.

4, Si se acepta Ha o Ho cuando es falsa o si se rechaza Ha o Ho cuando es
verdadera (este resultado se presenta cuando el tamafio de la muestra es muy
pequefio), el resultado es sin conclusion.

Cuando ciertos valores de SMART son débiles positivos o sin conclusidn, se discrimina
la variacién individual, utilizando SMART con la prueba de U no-paramétrica de Mann,
Whitney y Wilcoxon de dos colas (la cual evalda resultados significativos
estadisticamente por arriba y por debajo de los valores del testigo) como lo
recomiendan Frei y Wiirgler (1995). Con esta prueba se obtienen resultados
estadisticamente significativos o no significativos. Cuando éstos son significativos,
nos indican que el agente quimico es genotdxico, mientras que los resultados no
significativos pueden deberse a que el agente no es genotéxico y/ o no existen datos
suficientes para determinar la genotoxicidad.

La proporcién en la formacién de clones dependiente de la concentracién fue
determinada en las regresiones lineales para los fenotipos MH y BH, Las diferencias
entre las pendientes de las dos regresiones proporcioné una medida relativa de la
actividad recombinagénica a la genotoxicidad de los agentes quimicos (Spané et al,
2001).
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RESULTADOS

En las tablas 1, 2 y 3 se pueden observar las proporcién estadisticas de las manchas
inducidas (mdnchas pequefias y grandes simples, gemelas y totales) por los diferentes
genfes en ambos fenotipos: marcador transheterocigoto (MH) y balanceador
heferocngofo (BH) obtenidas con la prueba SMART. La evaluacién estadistica de los
resultados se realizé comparando los agentes con sus respectivos testigos.

’ Tabljail.“ Silgrhificv:’unciu estadistica de las manchas inducidas en el ala por el citrato de TAM en ambos fenotipos
" (marcador transheterocigoto mwh Flr’'/ mwh® fir’ (MH) y balanceador heterocigote mwh flIr*"/ mwh® fir** TM3, Bd°

. (BH) de la cruza estdndar.

Diagné distico de has por individ Frecuencia de ’lnducelén
: (No. de manchas)® Tamafia de clon (10° células por
No. de ] Clones promedio divisién celular’
Conunfruclnus i ndiv;i duos Manchas Manchas totales de los Sin Con
(mM) ~N) pequefias grandes Manchas Total de mwh clones correccién correccién
Q-2 (2 gemelas manchas {n) mwh de de tamafio?
células)* m células)® med m=2 (No. cel) tamafio? (2 x
=2 m=5 (/NC) (n/NC)
(Tween -OH) 0 56 0.89(50) 0.11(6) 0.05(3) 1.05(59) _ 59 1.56 4.3
MH TAM0.66 50 0.78(39)+¢ 0.18(9)- 0.02(1)- 0.98(49)- 49 1.78 4.0 -0.3
166 56 1.00(56)- 0.32(18) 0.04(2)- 1.36(76) 73 2.00 53 1.0
3.33 73 0.89(65)- 0.22(16) 0.04(3)- 1.15(84)+ 8z 1.93 4.6 0.3
(Tween -OH) O 37 0.43 (16) 0.03 (1) 0.46(17) 17 1.35 1.9
aHe TAM 0.66 60 0.33(20)- 0.02(1)- 0.35(21)- 21 1.38 14 -0.4
1.66 22 0.68(15)+ 0.00(0)- 0.68(15)- 15 1.13 2.8 0.9
3.33 42 0.83(35)¢ 0.12(5)- 0.95(40)+ 40 1.52 39 20

* Se aplicd SMART con la prueba de U (Mann-Whitney) para dos colas (» = » = 0.05), por lo tanto (+) son valores significativos estadisticamente que estdn por
arriba del testigo; () valores significativos estadisticamente por debajo del testigo; (-) valores no significativos estadisticamente.

¥ MH: alas con marcador transheterocigoto; BH: alas con balanceador heterocigota.

¢ Incluyendo las escasas manchas tipo fir’

¢ Proporcién de manchas por mosca dividida por el nimers de células inadas (48,800): Fr ia de formacidn estimada por célula y por divisién celular
en experimentos de exposicidn crénica (Frei y Wiirgler, 1995).

¢ Sélo las manchas mwh pueden ser observadas en las alas con genotipe mwh/TM3 heterocigoto debido a que el cromosoma balanceador 7443 no transmite
mutaciones fir.

Tabla 2. significancia estadistica de las manchas inducidas en el ala por el 4-NQO en ambos fenotipos (marcador - :
transheterocigoto mwh £Ir’'/ mwh' fIr’ (MH) y balanceador heferocngofo mwh f/f"'/ mwh’ f/r" TMJ Bds (BH) de Ia U
cruza estdndar. .

Dingnénlce estadistico de manchas por : o e de i";:g::‘;: cior;
individuo : S EE (1o’~* cétulaspor divisién
(No. de manchas)® -~ él Tamaiio N ' 'po
ones ) celular)
Concentraciones No. de totales promedio Con
Fenotipos® plp PR Maneh Maneh mwh de los Sin correccis
(N) pequeiias grandes Manchas Total de [ clones correccién de n
Q-2 2 gemelas manchas m mwh de .
células) células)® ms5 2 tamafiod tuzvnt:m
ma2 meS5 (/NC) g n/N):')(
. (Tween -OH) 0 56 0.89(50) 0.11(6) 0.05 (3) 1.05 (59) 59 1.56 43
MH 4-NQO 25 70 1.71{(120)« 1.59(111) 0.50{35)> 3.80(266)+ 250 2.69 14.7 10.3
5 68 | 1.76(120) | 2.00(136) | 0.84(57) | 4.60(313) 280 2.90 16.9 12.6
(Tween ~OH) 0 37 0.43(16) 0.03(1) 0.46(17) 17 1.35 19
BH* 4-NQO 25 18 0.83(15)+ 0.39(7)+ 1.22(22) 22 2.18 5.0 3.1
5 28 1.96(55) 1.14(32)« 3.1{87. 86 2.28 12.6 10.7

*Se aplicd SMART con la prueba de U (Mann-Whitney) para dos colas (» = » = 0.05), por lo tanto (+) son valores significativos estadisticamente que estdn por
arriba del testigo; (-) valores no significativos estadisticamente.

® MH: alas con marcador transheteracigoto; BH: alas con balanceador heterocigoto.

€ Incluyendo las has tipe Fr”

4Proporcién de manchas por mosca dividida por el nimera de células examinadas (48,800): Proporcidn de formacidn estimada por célula y por divisién celular
en experimentos de exposicidn crénica (Frei y Wirgler, 1995).

* Sdlo las manchas mwh pueden ser observadas en las alas con genotipo mwh/TM3 heterocigoto debido a que el er bal for TM3 no tr

mutaciones fir.
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Tabla 3. 5|gnlf|c;:nc1u esfudlsflcn de las munchas mducndas en el ala por el DMN en ombos fenoﬂpos (marcador
transheterocigoto ‘mwh f/r"/ nwh' f/r" (MH) y balanceador heterocigoto mw# flr"/ mwh'. f//"‘ TMJ . Bd®.(BH) de la
-cruza esfundur : : o

9 distico de h o ol Frecuencia de induccién
por individuo de clon (10°% células por
SRICI S (No. de manchas) ® Clones Tamaofio divisién celular)
: St 7 No. de Manch Manch totales promedio si Con
Fenotipos® | . individuos' | Manchas anchas . T de los n correccién
. s N peq gr otal de mwh clones correccién de
(1-2 2 gemelas manchas (n) mwh de tamaro?
célulasy células)® m=5 m=2 tamafio? @
m=2 m=5 (v/NC) N,
(Agua) 0 73 0.48(35) 0.10(7) 0.03(2) 0.60{44) 44 1.84 25
MH DMN 1 54 | 6.72(363) | 2.70(146% | 0.59(32) | _10.0(541)+ 517 2.11 393 36.8
2 11| 9.73(107) 17309y | 0.55(6) |_12.0(132) 121 172 451 42.7
(Agua) 0 55 0.33(18) 0.05(3) 0.38(21) 21 2.05 1.6
BH* DMN 1 32 4.47(143p 1.00(32)+ 5.47(175) 175 181 224 20.9
2 17 8.12(138)+ 1.06(18)+ 9.18(156) 153 157 369 35.4

* Se aplicé SMART con la prueba de U (Mann-Whitney) para dos colas {* = + = 0.05), por lo tanto (+) son valores significativos estadisticamente que estdn por
arriba del testigo: () valores no significativos estadisticamente.
b MH: alas con marcador transheterocigoto; BH: alas con balanceador heterocigoto.

¢ Incluyendo fas has tipo £ir'

¢Proporcién de manchas por mosca dividida por el nimero de células inadas (48,800): Fr ia de formacién estimada por célula y por divisidn celutar
en experimentos de exposicidn crénica (Frei y Wiirgler, 1995). .

¢ Sdlo las manchas mwh pueden ser observadas en las alas con genatipo mwh/TMJ heteracigoto debido a que el cr bal dor 7413 no tr

mutaciones fir.

Con base en la frecuencia de clones mwh, se calculd la frecuencna de formacnon de
clones por célula y divisién celular con y sin: cor'r'e ' (Tablas 1, 2 y '3). Estas
frecuencias de formacién de clones sin corregir. hllzar‘on _para . determinar la
actividad recombinagénica reflativa del TAM;: 4 QO y DMN Se calcularon las
regresiones lineales y basdndose en sus pend:e tes; se estimé el porcentaje de
recombinacién relativa de cada agente (Tabla 4)3”(Spano ef a/ 2001).

Table 4. Valores de regresidn de la frecuencia de |nduc::|o ;Vmufh por‘ ‘concentracién (mM) y porcentaje de

eventos recombinagénicos.

Genotipos : el i N :
Marcador i i Ein:] T Balanceador
Transheterocigoto Heterocigoto |- % Rec*
(MH) (BH)
Agentes
Ay By 2 A2 B2 2
TAM 0.009 | 0.181 | 0.240 -0.286 | 0.688 | 0.941 -2.80
4-NQO 1.333 2,52 | 0.881 -0.75 2.14 | 0.994 15.1
DMN 5.15 | 21.35 | 0.851 1066 | 17.70 | 0.989 17.1

Ayy A2, interseccidn en el eje y; B y B, pendientes: "¢, coeficiente de determinacidn
Porcentaje de eventos recombinagénices = (B, - 8;) / B, (Spand et g/, 2001).

En la figura 12 se muestra la proporcién de manchas por individuo obtenida después
de tratar de forma crdnica a larvas con TAM y 4-NQO. La distribucién de clones mwh
y de manchas gemelas por individuo se muestra en las figuras 13 (TAM y 4-NQO) y 15
(DMN), en tanto que la proporcién de manchas por individuo obtenida en los
tratamientos con DMN se muestra en la figura 14.
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Fig. 12. Frecuencias de manchas por individuo después de tratamientos crénicos con

diferentes concentraciones de TAM y 4-NQO. A) Fenotipo MH y B) Fenotipo BH.
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Fig 13. Distribucién de clones mwh y manchas gemelas por individuo después de
tratamientos cronicos con diferentes concentraciones de TAM y 4-NQO Clones mw#r:
A) fenotipo MH y B) fenotipo BH; Manchas gemelas: C) fenotipo MH.
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Fig 14. Frecuencias de manchas por individuo después de tratamientos crénicos con
diferentes concentraciones de DMN. A) Fenotipo MH y B) Fenotipo BH.
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Fig 15. Distribucién de clones mwh y manchas gemelas por individuo después de

tratamientos crdénicos con diferentes concentraciones de DMN. Clones mwh A)
fenotipo MH y B) fenotipo BH; Manchas gemelas: C) fenotipo MH.
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DISCUSION

Tamoxifen

Las 3 concentraciones de TAM (0.66, 1.66 y 3.33 mM) se compararon con su testigo
negativo el disolvente Tween-OH. Como los resultados arrojados por SMART fueron
débiles o sin conclusidn, se realizé la prueba de U no paramétrica de Mann-Whitney.
En la tabla 1 se observa que el TAM dio resultados estadisticamente significativos en
las proporciones de manchas grandes y totales por mosca en las dos concentraciones
mds altas en el fenotipo MH y en la concentracién mds alta en el fenotipo BH.

Como se puede ver en la Figura 12 (A) y (B), la mayoria de las manchas fueron
pequefias (de 1 a 2 células) para ambos fenotipos lo que nos indica que el cambio
genético inducido se llevé al cabo en una etapa tardia del desarrollo. En MH (Figura 12
A), la concentracién 0.66 mM tuvo una proporcién de manchas pequerias (0.78)
inferior a la del testigo (0.89) lo que se podria explicar considerando que a dosis muy
bajas, se han demostrado otros efectos del TAM, como la inhibicidn del estrés
oxidante que provoca la disminucién del cambio espontdneo (Bhimani ef a/, 1993) o la
induccién del metabolismo xenobiético (Moorthy et al, 1997). En MH la proporcidn de
manchas grandes fue significativamente superior a la del testige en las dos
concentraciones mds altas, lo cual incidié en la significancia para totales con estas dos
concentraciones. Por lo tanto estos resultados no indican una curva respuesta clara.
En BH (1.66 y 3.33 mM) los resultados que se obtuvieron son significativos para
manchas pequefias, pero sélo incidieron para una significancia en totales en la
concentracién 3.3 mM (Figura 12 B).

La distribucién de clones rmwh (en MH y BH) y gemelas (sélo en MH) se muestran en la
figura 13. El tamaiio de las clases representa el nimero de ciclos de divisién celular
que ocurrieron entre el tiempo de induccion del clon en las células de los discos
imagales en la larva y el comienzo de la diferenciacién del ala. Al comparar las
graficas A y B de la figura 13, se observa que existe cierta similitud en la
distribucidn, pero es posible distinguir clones mwh mds grandes en MH que en BH. El
tamafio de los clones mwh en las moscas BH siempre es mds pequefio que en las moscas
MH. Frei y colaboradores (Frei et al, 1992; Frei y Wiirgler, 1996) indican que esto
puede explicarse por aneuploidia parcial inducida que provoca una reduccidén en la
capacidad de proliferacién.

En la figura 13 C se muestra la distribucién de las manchas gemelas en donde la
mayoria tienen un tamafio de 5 a 16 células. Esto se debe bdsicamente a que el
marcador f/r generalmente no se expresa en clones pequefios y aunque en principio las
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manchas gemelas son afr'lbwdas exclusivamente a la recombinacién. Su proporcién de
recuperacuon es: _inadecuada para determinar la actividad recombinagénica de un
- agente qUImICO debldo a que manchas gemelas pequefias no pueden ser identificadas
fécilmente, udnendo ser confundidas con manchas pequefias simples mwh. Esto -
colncade' con lo. r‘epor"rado previamente, por‘ lo cual para tener una determinacién
, apr‘oplada, ‘ésta debe basarse en la proporcidn de clones mw# incluidos en las manchas
, s:mples y gemelas inducidas en moscas MH y BH (Spané e? a/, 2001). :

' AI calcular el porcenque de recombinacién del TAM, de acuerdo con la metodologia ya
descrita, se obtuvo un valor de -2.80, lo que siendo una medida relativa de la
recombinacién indica una tendencia a la presencia de eventos mutagénicos Gnicamente
con este agente quimico, lo cual se refuerza con la poca presencia de manchas
gemelas (Figura 13 C).

Debido a que Drosophila melanogaster no tiene receptor de estrégeno, no es posible
que el dafio producido en el ADN haya sido causado por ninguna via relacionada con
este receptor. Las caracteristicas lipofilicas del TAM y sus metabolitos indican que
éstos se pueden difundir dentro de la célula y alcanzar la cromatina nuclear (El-
kattan et al/, 2001), Por lo anterior, la genotoxicidad del TAM puede ser explicada
con base a la formacidn de aductos ADN-TAM y coincide con la hipétesis propuesta
por Smith y White (1998).

4-NQO

Al igual que en estudios anteriores (Graf et al, 1989; Hayatsu et a/, 1992; Negishi et
al, 1994; Batiste-Alentorn et a/,, 1995; Kaya et al, 2002), el andlisis con SMART dio
resultados con significancia estadistica para este agente. En la tabla 2 se aprecia que
existe una gran diferencia entre los resultados del testigo y los de ambas
concentraciones del 4-NQO en ambos fenotipos. Las proporciones obtenidas estdn
aumentadas significativamente y todos los resultados son significativos. Al comparar
las grdficas A y B de la Figura 12, se nota que hay mds manchas en las individuos MH
que en las moscas BH y que la mayoria fueron manchas pequefias, excepto en la
concentracion 5 mM para las individuos MH, donde la mayoria fueron manchas
grandes. La distribucién de clones mw#h mostradas en las grdficas A y B de la figura
13, muestra que la mayoria de las manchas estdn constituidas por 1 a 32 células en
ambos fenotipos y en la grédfica C, la mayor parte de las manchas gemelas obtenidas
con el 4-NQO estdn constituidas por 5 a 64 células lo cual contrasta con los clones
obtenidos con el TAM cuyo tamafio va de 5 a 16 células.

Estos resultados muestran de forma evidente que el 4-NQO es mds genotéxico que el
TAM, vy que las diferencias existentes en las proporciones de las manchas gemelas se
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deben a que el 4-NQO acttia a menor edad larvaria. Con el TAM no hubo una gran
produccién de manchas gemelas, mientras que con ambas concentraciones del 4-NQO
si las hubo, lo que nos indica ademds la presencia de actividad recombinagénica. Los
resultados logrados al calcular las regresiones del 4-NQO muestran que en la-cruza
estdndar éste presenta una tendencia de 17.1 % de recombinacién y 84.9% de
mutacién somdticas (Tabla 4). '

OMN

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos con las diferentes concentraciones
del testigo positivo y como era de esperarse fueron significativos estadisticamente.
En la Figura 14, es posible observar que la mayoria de las manchas fueron pequefias lo
cual era de esperarse ya que el DMN es un promutdgeno que tiene que ser activado
por el metabolismo xenobidtico. Al comparar estos resultados con los encontrados con
el TAM y el 4-NQO, se puede ver que la DMN tuvo mds manchas totales y mds
manchas pequefias que grandes, de la misma manera que Kawai (1998) y Rodriguez-
Arnciz et al, (1996) lo demostraron. En la figura 15, al comparar la distribucidn de
clones /mwh en las grdficas A y B, se aprecia que ésta es muy similar, pero con mayor
proporcién en MH y que la mayoria de las manchas son de una o dos células en ambos
fenotipos. También se ve que las manchas gemelas se distribuyen en clones de 2 a 32
c¢élulas, aunque la mayoria tiene un tamafio de 3-4 células para la concentracién 2 mM
y de 9-16 células para la concentracion 1 mM.

Los resultados obtenidos al calcular las regresiones lineales indican una tendencia de
82.9% de mutacién y 17.1% de recombinacién somdticas para el DMN (Tabla 4). Estos
resultados difieren con los descritos por Rodriguez-Arnaiz et al, (1996) quienes
obtuvieron 67% de recombinacién somdtica. Esto puede explicarse a que en el trabajo
realizado por Rodriguez-Arnaiz et al, (1996) las regresiones fueron hechas con
diferentes concentraciones (0, 0.25, 0.5 y 1 mM), mientras que en el presente trabajo
fueron mayores (O, 1 y 2 mM). Por otra parte, el tamafio de las muestras fue
diferente, ya que en este trabajo se examinaron 54 individuos MH y 32 individuos BH,
mientras que en el otro se analizaron 12 individuos MH y 21 individuos BH, lo cual pudo
influir en los resultados (Frei y Wiirgler, 1995). Debido a que el tamafio promedio de
clones mwh para el testigo agua es el mismo en ambos trabajos, se descarta la idea de
que otros factores no controlados hayan influido en los resultados con el DMN,
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este ensayo /n vivo en la cruza estdndar de Drosophila
melanogaster muestran que para el fenotipo MH, las concentraciones 1.66 y 3.33mM
y para el fenotipo BH, la concentracién 3.33 mM del TAM son estadisticamente
SlgnlflCGTlVClS confirmando asi la genotoxicidad de este agente quimico, aun cuando la
respues'ra con: r‘elacnon a la dosis no es clara.

'Amb_c\s"»‘(:gn‘;ghfraciones del 4-NQO en ambos fenotipos fueron estadisticamente
significativas.

El~dné|isi$ de la tendencia relativa hacia eventos recombinagénicos mostré al TAM -
como ‘un agente mutagénico y al 4-NQO con una importante actividad ~tanto’
recombinagénica como mutagénica. o

Debido a que Drosophila melanogaster no tiene receptor de estrdgeno, los eventos
genotéxicas causados por el TAM deben ser consecuencia de la formacién de aductos
TAM-ADN,

Este ensayo /n vivo con Drosophila melanogaster dio resultados estadisticamente
significativas para el TAM, lo cual es importante considerando que este modelo
biolégico ha mostrado tener algunos co-reguladores y factores de transcripcion
basales homélogos a las proteinas de sefialamiento de muchos mamiferos (Thackray et

al., 2000).

Se encontré la siguiente relacién genotéxica entre los agentes utilizados en este
ensayo: DMN > 4-NQO > TAM, en la que los resultados de genotoxicidad del TAM
difieren con los del 4-NQO, ya que este tiltimo es claramente genotéxico en todas las
concentraciones, en ambos fenotipos y con valores superiores.

Los resultados obtenidos en este bioensayo contribuyen a tener un mejor

entendimiento sobre la posible participacién del TAM por formacién de aductos TAM-
ADN para incrementar el cincer de endometrio.
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