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RESUMEN

La talidomida es un farmaco conocido por su potencial teratogénico en tejidos en diferenciacion, sin
embargo, su mecanismo de accién ain no esta determinado. Aunque existen reportes sobre su actividad
mutagénica en Salmonella y médula ésea de raton, la induccién de alteraciones en la estructura
secundaria de DNA y la unién del residuo glutaramido de la talidomida al DNA de ratas embrionarias,
su potencial mutagénico ha sido muy discutido. En 2001, Ashby, e al obtuvieron resultados negativos
para mutagénesis en linea somatica bajo diferentes formas de exposiciéon y bioensayos con
concentraciones cercanas a las maximas solubles. Trabajos anteriores de nuestro grupo han mostrado
que concentraciones altas pueden enmascarar la respuesta genotdxica de ciertas sustancias. Calabrese y
Baldwin (2003) han detectado que para algunos compuestos, sus efectos a altas y bajas concentraciones
pueden ser inversos probablemente porque su actividad sobre las enzimas y los inhibidores metabdlicos
pueden resultar en una respuesta estimulante de ciertos procesos bioldgicos. Resultados preliminares
obtenidos por nuestro grupo acerca del efecto de bajas concentraciones de la talidomida en Drosophila
melanogaster indican actividad mutagénica en linea somatica. Hasta ahora, poco se sabe sobre los
efectos de la talidomida en la linea germinal, en la que la fertilidad puede ser un buen indicador del
efecto sobre estas células. El objetivo del presente trabajo es determinar si la exposicién a bajas
concentraciones de talidomida durante el desarrollo larvario afecta la fertilidad de organismos adultos
de Drosophila melanogaster. Para ello, larvas de 72+4hrs de la cepa silvestre Canto-S fueron tratadas
subcrénicamente con diluciones sucesivas de talidomida (0-625) en medio instantineo. En cada
concentracion se recobraron hembras virgenes y se cruzaron son machos tratados y no tratados en tres
esquemas de cruza (TxNT; NTxT; TxT). Se utilizé agua destilada como diluyente y control negativo y
se corrié paralelamente un testigo de cruza con organismos no tratados (NTxNT). Se recobré la
primera generacion filial y se determind la fertilidad para cada concentracion de cada sistema de cruza.

Para realizar comparaciones entre cruzas, se utilizé el indice de fertilidad corregido al indice de



fertilidad del control negativo de agua destilada de cada cruza, como variable transformada. La
evaluacion estadistica consistié tanto en medidas de tendencia central como la media y medidas de
dispersion ‘como la varianza. Los resultados muestran curvas de fertilidad diferentes entre los distintos
sistemas de cruza pero siempre con una mayor fertilidad en las concentracionés mas bajas y una
fertilidad similar al control en la mas alta probada. Al parecer la fertilidad se encuentra afectada tanto
por un efecto materno como por dafio a material genético no ligado al sexo. La fertilidad de los
organismos tratados y los no tratados es diferente, evidenciando un efecto de la talidomida sobre la

linea germinal en bajas concentraciones.



I. INTRODUCCION

I.1 Talidomida
1.1.1 Antecedentes histéricos (ver Apéndice I)

La talidomida es una droga bien conocida por los efectos teratogénicos asociados predominantemente
en las extremidades (limbos). La talidomida fue sintetizada originalmente como sedante en 1954 por
una farmacéutica suiza y posteriormente la farmacéutica alemana Chemie Griinenthal retom¢é el
desarrollo del compuesto. En un inicio la talidomida parecia no tener efectos secundarios asociados, su
sobredosis causaba suefio prolongado pero no la muerte y la dosis letal 50 no pudo ser establecida en
ratén. A partir de 1956 la talidomida fue comercializada en la Repiiblica Federal de Alemania bajo el
nombre de Contergan, rapidamente fue comercializada en otras ciudades del Reino Unido y en paises

como en Australia, Nueva Zelanda, Francia, Canada y Brasil, entre muchos otros.

Después de numerosos estudios, en Alemania la talidomida fue asociada con el aumento de la tasa
de focomelia (acortamiento de las extremidades) si era consumida en las primeras etapas de embarazo,
por lo que fue retirada del mercado alemén en 1961, sin embargo, el uso de la talidomida en otros
paises tardé mas tiempo. Tan s6lo en Alemania se sabe que algunas tiendas ain vendian talidomida seis
meses después de la alerta, en Italia y Japon nueve meses después y en los Estados Unidos, sélo se
recuperaron alrededor de 2 toneladas de las cinco que la farmacéutica Wm. S. Merrell habia distribuido

como muestras médicas.

Para México existen pocos reportes de su venta y de casos de deformaciones limbicas asociados,
sin embargo, la publicaciéon LIFE del 17 de septiembre de 1962 reportdé la venta de talidomida en
México hasta esa fecha. Hoy en dia la talidomida se vende en México de manera controlada bajo el
nombre de Talizer por la compaiiia Serral en un envase de 50 tabletas de 100 mg que también la

elabora para el sector salud.



Es imposible determinar el impacto real de la talidomida, pues no se conoce la cantidad exacta de
compuesto que impactd a las poblaciones. Tan sélo en Alemania en 1960 Griinenthal manufacturé 14.6
toneladas de talidomida. Tampoco se conoce el nimero exacto de infantes focomélicos nacidos en el
mundo por talidomida y no se sabe si la talidomida indujo abortos tempranos que no fueron asociados
en ese tiempo con el uso de la talidomida. Se estima que alrededor de 10,000 a 12,000 nifios fueron

afectados en todo el mundo y de ellos sélo 5,000 sobrevivieron a la infancia.

La talidomida es una mezcla racémica de enantiomeros con actividades diferenciales. El
descubrimiento de esta actividad diferencial produjo que la evaluacién de nuevos farmacos involucrara
disefios para evidenciar la actividad diferencial de los enantiomeros de un firmaco quiral. Ademas,
permitio la creacion de nuevas areas de investigacion importantes en el disefio de farmacos, como la
sintesis enantioselectiva de compuestos y la investigacion en reacciones catalizadas quiralmente. En
2001, William S. Knowles, Ryoji Noyori y K. Barry Sharpless recibieron el Premio Nobel de Quimica

por sus trabajos sobre quiralidad.
1.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas'

La talidomida es un sélido blanco con peso molecular de 258.23g/mol, de baja solubilidad en agua (50-
1000% pg/ml (193-3872 uM) a 22°C y pH=7) y etanol, y un punto de ebullicién entre 269 y 271°C. La
talidomida C,3H,0N20; consiste en una estructura lipofilica muy susceptible a hidrélisis, compuesta por
dos anillos con un carbon asimétrico en el anillo glutaramido. La talidomida es una mezcla racémica de
enantiomeros S(-) y R(+) con actividades diferenciales que bajo condiciones fisiolégicas son
répidamente interconvertidos’. Otros nombres quimicos de la talidomida son: [2-(2,6-dioxo-piperidine-
3-yl)-iso-indole-1,3-dione], [(+/-)-N-(2,6-Dioxo-3-piperidinyl)phthalimide] y [e-(N-

phtalimido)glutarimido] (fig. 1).
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Fig. 1. Molécula de Talidomida

I.1.3 Farmacocinética®

Debido a su pobre solubilidad en agua la biodisponibilidad real de la talidomida es desconocida, sin
embargo, en el ser humano la biodisponibilidad de la talidomida es dependiente de la ingesta paralela
de alimentos y de la dosis. Se ha visto que con una dosis baja (100mg) la absorcion gastrointestinal es
lenta y su concentracion sanguinea maxima cercana a | pg/ml se alcanza entre las dos y las cuatro horgs
posteriores. La biodisponibilidad media por aplicacion oral es 40% mayor a la de aplicacion rectal. No

se ha determinado si la talidomida se une a proteinas plasmaticas.

Se han estimado mas de 100 metabolitos de talidomida derivados de hidrolisis espontinea no
enzimatica que pueden ser encontrados en el plasma’, estos metabolitos son especie-especifica, lo que
podria explicar parcialmente las acciones especie-especifica de la talidomida. Parman (1999) sugiere
que la hidrolisis de la talidomida genera radicales libres que causan dafio oxidativo en macromoléculas

celulares embrionarias®. Hasta ahora, no se ha encontrado metabolismo de la talidomida por citocromos

11



humanos P450, sin embargo, estudios recientes sugieren que la talidomida es bioactivada por la enzima

prostaglandina-H; sintetasa (PHS}?.

En el hombre, 40% de la talidomida administrada oralmente es excretada por via renal como
productos de hidrélisis y sélo cerca del 1% de la talidomida es excretada sin metabolizar en la orina. La
vida media (T % ) de la talidomida varia entre 3.0 y 14.6 hrs, aunque se ha reportado una vida media

significativamente mayor en tratamientos cronicos en pacientes con cancer de prostata.
I.1.4 Farmacodinamica®

El mecanismo de accién de la talidomida no esta totalmente estudiado pero se ha relacionado con

modulacién inmune, cambios en los niveles de citocina y la induccidn de antiangiogénesis.

Los efectos inmunomodulatorios de la talidomida han sido muy discutidos e incluyen la
disminucién de células T CD4-positivas circulantes y la estimulacion de células T CD8-positivas
produciendo una disminucién de la relacion CD4/CD8. Ademas, la talidomida parece producir un
cambio en la respuesta de células T Thl a Th2, i.e,, un cambio de una respuesta inmune altamente
citotoxica dominada por células T y disparada principalmente por Interferon-y a una respuesta inmune
mediada por anticuerpos e inducida principalmente por interleucina-4. La talidomida también modifica
varios receptores de integrinas y otros receptores membranales en leucocitos incluyendo el receptor
CD44 y la molécula de adhesion intracelular 1(ICAM-1) ademas de inhibir la quimiotaxis en

neutrofilos.

El efecto mas conocido de la talidomida es probablemente la produccién del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-¢). Se han sugerido varios mecanismos de inhibicion de TNF- « incluyendo la

degradacion acelerada del RNAm de TNF-c o por la union a la glicoproteina acida alfal que se sabe
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presenta actividad anti-TNF- a. Por otra parte, la talidomida parece bloquear la actividad del factor
critico de transcripcién involucrado en la respuesta inmune y el crecimiento celular NF-kB, que es
capaz de traslocarse al nicleo y regular muchos genes incluyendo el de TNF-c. La talidomida también

inhibe la produccién de IL-6 e IL-12 de monocitos, probablemente por el bloqueo de NF-kB.

Por otra parte, en 1994 se describié6 una fuerte actividad antiangiogénica en la angiogénesis
inducida por el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF; Vascular, Endotelial Growth Factor)

y por el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF; basic Fibroblast Growth Factor)’.

1.1.5 Genotoxicidad

1.1.5.1 Toxicidad '

La LDsg (dosis letal que produce la muerte del 50% de los organismos expuestos) de la talidomida
administrada de manera oral en rata es 113 mg/kg mientras que su LDs, por aplicacion sobre piel es de
1550 mg/kg. En ratén, la LDsp por administracién oral es 2000 mg/kg, mientras que la dosis letal mas

baja publicada (Ldlo) por aplicacién intraperitoneal es:<de LDLO 800 mg/kg.

1.1.5.2 Teratogénesis

No se han encontrado efectos teratogénicos en ratas, ratones, gatos y hamsteres'', sin embargo, los
efectos teratogénicos de la talidomida han podido ser inducidos en conejas prefiadas con dosis de 100-
300mgfkgfd”, macacos y po]los”, pero no parece existir relacion entre la cantidad de talidomida

ingerida y la severidad de la malformacion.
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En el hombre, se sabe que la talidomida induce focomelia con distintos grados de severidad
dependiendo de la susceptibilidad de los individuos y siempre que sea tomada en el periodo de
organogénesis embrionaria, entre los dias 21 y 40 de gestacion. En algunos casos una sola dosis de 100
mg parecia ser suficiente para causar focomelia severa, mientras en otros casos la misma dosis podia
producir sélo anormalidad media o no presentar ningin efecto en el producto, sin embargo, casi 100%

de mujeres expuestas a la talidomida durante este periodo de gestacion tuvieron bebés con defectos'”.

La talidomida produce malformaciones predominantemente en los limbos, sin embargo, casi
cualquier 6rgano puede ser afectado. El embrion humano presenta las primeras sefiales microscopicas
de futuros brazos a los diez dias de gestacion mientras que a los 42 dias son visibles a simple vista
(aunque el embrién es apenas de una pulgada de largo), el desarrollo de brazos ligeramente mas
temprano que el de piernas podria explicar la mayor frecuencia de focomelia con brazos afectados que
de piernas' pues en las etapas iniciales del embarazo, las mujeres desconocen su estado y por tanto el

consumo de sustancias y formacos no es controlado.

Un segundo gran grupo de 6rganos afectados son los oidos, ojos, nervios faciales, musculos
oculares y glandulas lagrimales. Newmann (1992)'® reporté que los érganos internos mas cominmente
afectados son el corazén, rifiones y los tractos urinario, digestivo y genital. El porcentaje de mortalidad
temprana de bebés afectados es alrededor de 40% y se debe principalmente a malformaciones internas
severas'’. Por otra parte, es posible que aquellos infantes cuyas madres consumieron talidomida y no
presentaron malformaciones al nacimiento, presenten problemas de salud significativos en la edad
adulta por malformaciones sutiles en érganos internos no detectadas al nacimiento'®, ademas no se
conoce el niimero de abortos tempranos que la talidomida pudo inducir pues pudieron ocurrir antes de

que la mujer se enterara que estaba embarazada.



De manera general, la teratogenicidad de la talidomida puede resultar en focomelia, malformacién
de crianeo, microftalmia, anoftalmia, deformidades o ausencia del pabellon auditivo y atresia de canales
externos con baja posiciéon de orejas, nariz ancha, paladar hendido, malformaciones en sistema
respiratorio, anomalias cardiovasculares, malformaciones de tracto gastrointestinal, ausencia de ducto

biliar, tracto urinario y anomalias en rifién'”.

Jason et al. 2 han sugerido que el estrés oxidativo de la hidrélisis de la talidomida contribuye a su
potencial teratogénico, sin embargo, el mecanismo exacto por el cual la talidomida induce efectos

teratogénicos aun no se encuentra resuelto.

1.1.5.3 Mutagénesis

Los efectos mutagénicos de la talidomida han sido muy discutidos. M.K. Jensen et al (1965), C.E.
Benda et al (1963), G. Giacomello et al (1964), J.D. Amirkhanian (1970) y C. Roux et al. (1971)
indican evidencia de mutagenicidad de la talidomida®. Mackenzie (1983) reporté que la talidomida es
mutagénica en Salmonella y médula ésea de ratén. Huang y McBride (1990)*? han reportado que la
talidomida puede inducir alteracién in vivo en la estructura secundaria de ADN de embriones de ratas y
que el anillo glutaramido de la talidomida es capaz de unirse al ADN de embriones de ratas™.
Asimismo, existen algunos reportes de hijos de padres focomélicos por talidomida que presentan

3 = b 4
malformaciones sugiriendo un efecto transgeneracional™.

En contra parte, Read ** sefial6 que si la talidomida tenia efectos mutagénicos no tenian por que ser
afectados predominantemente los limbos. Ashby et al (1997)*® corrié una bateria de pruebas de 32
bioensayos con talidomida obteniendo resultados negativos. Anteriormente existian siete publicaciones

que negaban la induccion de mutaciones por talidomida. Con base en esta bateria de pruebas se han
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publicado diversos articulos que rechazan la actividad mutagénica de la talidomida (p.e., Smithells,

1998).

1.1.5.4 Reprotoxicidad

Existen algunos reportes que sefialan la ausencia de reprotoxicidad de la talidomida en pollos®’ y en
conejos®®, sin embargo, las metodologias son poco claras y los tratamientos son aplicados a organismos
adultos con génadas formadas. La fertilidad en conejos ha sido evaluada en dosis altas. En la actualidad
no existen reportes donde los tratamientos sean aplicados a organismos con células gonadales

indiferenciadas para evaluar reprotoxicidad.

1.1.6 Usos terapéuticos actuales

En 1965 el médico israeli Jacob Sheskin reporté la eficiencia c'inica de la talidomida en el tratamiento
de una complicacién inflamatoria de la lepra (eritema nodosum leprosum; ENL). En 1967, la
Organizacién Mundial de la Salud confirmé estos resultados en un estudio clinico de doble ciego. En

1997, la FDA aprobé la talidomida en el tratamiento de ENL.

Actualmente la talidomida es utilizada principalmente para el tratamiento de ENL, enfermedad de
Behcet, sindrome inflamatorio intestinal (SII), artritis reumatoide, sarcoidosis, tlceras aptosas en

infecciones de VIH y lupus eritematoso sistémico, entre otras patologias.

Diversos tipos de cancer, sarcoma de Kaposi, carcinomas renales, cancer de prostata, melanomas
malignos, cancer de seno, cancer de ovario, cancer hepatocelulares, mesoteliomas malignos y tumores

neuroendocrinos metastaticos entre otros, han sido tratados con éxito con talidomida. D’amato (1994)
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sugiere que los resultados positivos en el tratamiento de procesos cancerosos se hallan relacionados a
su efecto antiangiogénico, sin embargo, su mecanismo de accién aun es desconocido. Por otra parte, en
el uso clinico se aprovechan sus propiedades anestésicas, antipiréticas e hipnéticas para mitigar el dolor

en enfermos de SIDA, lepra y diversos tipos de cancer”.

Muchas asociaciones integradas por personas afectadas por talidomida de todo el mundo han
rechazado el regreso de la talidomida con fines terapéuticos, ya que si bien ha resultado eficaz en el
tratamiento de diversas enfermedades, en paises en desarrollo como Brasil la baja informacién y pobre
supervision de los sistemas de salud en el uso de la talidomida en casos de tratamiento de pacientes
leprosos ha causado y hoy en dia sigue originando, un alto nimero de nacimientos con las

malformaciones tipicas de la talidomida™.

1.2 Drosophila melanogaster

I.2.1 Ubicacién taxonémica

El género Drosophila (Orden Diptera; Familia Drosophilidae) es el mas estudiado desde el punto de

vista genético y citolégico’'. Sophophora es uno de los ocho subgéneros (Hitodrosophila, Pholadoris,

Dorsilopha, Phloridosa, Siphlodora, Sordophila, Sophophora, y Drosophila) en los que se divide el

género Drosophila, a su vez este subgénero es dividido en cuatro grupos: obscura, saltans, willistoni, y
melanogaster *>. Drosophila melanogaster (fig. 2), perteneciente al grupo melanogaster y subgrupo
melanogaster es una de las 900 especies descritas para el género y es el organismo multicelular con
mayor cantidad de informacién genética disponible®®. Drosophila melanogaster significa afin (phila) al
rocio (drose) de vientre (gaster) negro (melano) y es conocida cominmente como mosca del vinagre,
sin embargo es llamada conjuntamente con Ceratitis capitata (Familia Tephritidae) como mosca de la

fruta.
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Fig. 2. Drosophila melanogaster

1.2.2 Antecedentes historicos

Thomas Hunt Morgan en 1910 seleccioné a Drosophila melanogaster para sus trabajos sobre herencia,
encontrd una mosca mutante de ojos blancos iniciando asi el estudio de la genética de Drosophila junto
con sus estudiantes A.H. Sturtevant, C.B. Bridges y H.J. Miiller en el “Fly Room™ de la Universidad

de Columbia (fig. 3) *.

En 1911, Morgan propuso que los genes para ojos blancos, cuerpo amarillo y alas miniatura en
Drosophila se hallaban ligados al cromosoma X, y en 1912 determin6 que no existian
entrecruzamientos meidticos en el macho de Drosophila, obteniendo el Premio Nobel en 1933 por
aportar evidencias de la teoria cromosomica de la herencia. Sturtevant en 1913 construy6 el primer
mapa genético y demostré que los genes se hallaban arreglados en forma lineal. Bridges en 1914
descubrié la no disyuncién meidtica en Drasaphfla” y Miiller en 1918 introdujo el uso de

balanceadores, cromosomas portadores de inversiones que permiten el mantenimiento estable de
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mutaciones letales en heterocigosis; actualmente ésta técnica sélo es compartida por el nematodo

Caenorabditis elegans y ain no es posible desarrollarla en ratén.

Fig. 3. (A) Bridges (izq.) y Sturtevant (de.r) en 1920. (B) Morgan en 1917.
(C)“Flyroom” en la Universidad de Columbia Fotos: (Rubin, 2000)

T. S. Painter de la Universidad de Texas obtuvo en 1934 el primer mapa fisico de genes basado en
cromosomas politénicos que incluia la localizacién cromosémica de varios genes, los cromosomas
politénicos podian ser facilmente vistos al microscopio porque después de numerosas rondas de
replicacion, los cromosomas se mantienen alineados y pueden identificarse bandas citolégicas, sin
embargo, en 1935 y 1938 Bridges publicé los mapas citogenéticos de cromosomas politénicos que
asignaban genes a secciones y bandas especificas que aun en la actualidad son utilizados. Ahora
sabemos que estos mapas son a menudo lo suficientemente exactos para localizar genes dentro de un

intervalo menor a 100kb®.

Desde entonces y hasta la reciente publicaciéon de su genoma completo en marzo del 2000,
Drosophila melanogaster ha desempefiado un papel esencial en el desarrollo de las neurociencias, la
biologia del desarrollo, la evolucion, y la ecologia, entre otras areas cientificas, pero fundamentalmente

ha producido un avance exponencial en el desarrollo de la genética y la toxicologia genética.



1.2.3 Caracteristicas importantes como modelo biolégico

D. melanogaster es un organismo eucarionte con dimorfismo sexual claro en el adulto, de progenie
numerosa y con un ciclo de vida corto de diez dias a 25°C, lo cual permite un répido analisis de gran

cantidad de progenie y distinguir entre tratamientos crénicos, agudos y fraccionados’.

D. melanogaster posee solo cuatro cromosomas, totalmente mapeados y secuenciados y muestra
politenia en todos los tejidos larvarios. Su genoma mide 180Mb, de los cuales un tercio es
heterocromatina, que consiste principalmente en secuencias cortas y simples de elementos repetidos de
algunas megabases, ocasionalmente interrumpidos por elementos transponibles insertados y arreglos en
tandem de genes de RNAr. Se estima que las 120Mb de eucromatina contienen 13,601 genes® y estan
comprendidos en dos largos autosomas y el cromosoma X; el par cuatro y el cromosoma Y son

pequeiios y contienen sélo alrededor de 1Mb de eucromatina.

D. melanogaster presenta sistemas enzimaticos dependientes del citocromo P-450 y del sistema de
citocromo oxidasa, similares a las contenidas en la fraccién S9 del higado de mamiferos®® *' que
permiten la bioactivacion de promutigenos. Ademads, el costo de su mantenimiento es moderado y

sencillo en espacios reducidos y actualmente se dispone de numerosos arreglos genéticos y

cromosomicos en diversos bancos de moscas alrededor del mundo.

1.2.4 Ciclo de vida®

Drosophila melanogaster, como todo insecto holometabolo, presenta las etapas de huevo, larva,
pupa y adulto en su ciclo de vida (fig. 4) de alrededor de 10 dias de duracién, pasando de huevo a

adulto, a través de tres estadios larvarios (primero, segundo y tercer instar) cuya tltima etapa entrara al
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proceso de pupacion en el que se produce la histolisis de todos los tejidos larvarios —excepto linea
germinal- y la diferenciacion y organizacion de nuevos tejidos a partir de discos imagales, paquetes
celulares determinados desde la emergencia de la larva y que durante las etapas larvarias presentaran
una proliferacion acelerada (sin politenia) hasta poco después de iniciar la pupacion (24hrs en el caso
del ala), momento en el cual empieza la diferenciacion para dar origen a las diferentes estructuras del
adulto o imago. Existen diversos discos imagales para las respectivas estructuras del imago como ojos,

antenas, alas, patas, labium, labrum, halterios y genitales entre otros.

Macho
Huevo
4
Pupa »
Larva 1er estadio
al }g‘_hw
Propupa TR il
Larva 2do estadio
- g - %
e 3 1M 2
Larva 3er estadio

Fig. 4. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.
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1.3 Toxicologia Genética

De manera natural todos los seres vivos estamos expuestos a numerosos agentes fisicos, quimicos y
biolégicos. Las catastrofes naturales y el desarrollo de nuevas tecnologias, industrias y productos que
marcaron la rdpida industrializacién en el siglo XX han provocado que los seres vivos estemos en
contacto no sélo con mayores concentraciones de sustancias quimicas sino también ante nuevas
sustancias y mezclas quimicas extrafias a los seres vivos, xenobi6ticas®. Actualmente, se utilizan en la
industria mundial numerosas sustancias quimicas diferentes, un nimero importante de ellas son
utilizadas en productos de consumo humano directo, como los farmacos o los conservadores de
alimentos. Tan sélo en México, se generan al afio 8 millones de toneladas de residuos considerados por

la legislacion mexicana como peligrosos ™.

Con frecuencia, estas sustancias son potencialmente toxicas y pueden alterar a corto, mediano o
largo plazo los sistemas fisiologicos, bioquimicos e inclusive genéticos de los seres vivos, causando
enfermedades o la muerte, Se considera que cuando las sustancias alteran la expresién, composicién o

arreglo del genoma de un individuo, tienen actividad genotéxica.

La toxicologia es la disciplina cientifica que estudia el dafio real y potencial de ciertas
sustancias quimicas a los seres vivos y a los ecosistemas, su relacién con la exposicién y los
mecanismos de accién, diagnosis, prevenci6n y tratamiento®, y busca obtener la informacién necesaria

para definir los limites de seguridad de la exposicién a los diversos agentes quimicos®®.

La toxicologia genética o genotoxicologia es la disciplina cientifica que estudia las
interacciones entre los factores ambientales fisicos y quimicos y la expresion, composicion y arreglo

del genoma de los seres vivos, su relacioén con la exposicién y sus mecanismos de accion, y los efectos
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genéticos derivados de la exposicion, sus consecuencias a nivel de patologia, su diagnosis, prevencion

y tratamiento.

1.3.1 Antecedentes histéricos

La existencia de la Toxicologia como disciplina cientifica esta ligada con el alquimista Philippus
Aureolus Theophrastus Bombastus von Hohenheim-Paracelsus (1493-1541) quien consideraba que la
experimentacion es esencial en la evaluacién de respuestas quimicas, que las propiedades téxicas y
terapéuticas de una sustancia son muchas veces indistinguibles, excepto por la dosis, y que uno podria
encontrar especificidad en los efectos toxicos de las sustancias quimicas®’, "dosis sola facit venenum"
(la dosis hace al veneno). Sin embargo, la historia de la toxicologia genética esta fuertemente ligada al

desarrollo de la genética.

En 1865, los trabajos de Gregorio Mendel sobre patrones de herencia dieron inicio a la
genética. A principios del siglo XX, con el redescubrimiento en 1905 de las teorias mendelianas por
Hugo de Vries en Holanda, Carl Correns en Alemania y Erich von Tschermak-Seysenegg en Austria,
quedd claro que todos los organismos poseian factores transmitidos por herencia, probablemente
localizados en los cromosomas. A partir de entonces se intent6 hallar las causas de los cambios en las
particulas hereditarias. Hugo de Vries acuii6 el término mutacion en 1901 para nombrar a los cambios
morfolégicos de plantas del género Oenothera y sugirié en 1904 que los rayos-X, recién descubiertos

(1895), eran capaces de alterar los factores hereditarios.

Herman Miiller definié las mutaciones como cambios en la cantidad, calidad y arreglo de los
genes —término acufiado en 1909 por W. Johannsen— y demostro la induccién de alteraciones genéticas

por rayos X en Drosophila melanogaster en 1927. Stadler reportd que los rayos-X eran mutagénicos en
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plantas y pocos afios después en 1912, demostré la mutagenicidad de la luz ultravioleta®®, iniciandose
la investigacién sobre mutagénesis de radiaciones. Aunque algunos reportes aparecian en la literatura
cientifica acerca de la posibilidad de mutagénesis quimica, no se establecié como area de interés
genético sino hasta 1942 con los trabajos de Charlotte Auerbach y J.M. Robson® sobre la induccién de
mutaciones en Drosophila melanogaster por el gas mostaza, el descubrimiento de aberraciones
cromosémicas inducidas por uretano por Oehlkers™ en Alemania, y el descubrimiento de Rapoport’' de
la mutagenicidad del 6xido de etileno, ethylenimina, epiclorohidrina, diazometano, dietil sulfato,

glicidol y otras muchas sustancias.

Auerbach® divide la historia de la genotoxicologia en cinco periodos:
1900-1927: Origen de los conceptos de mutacién y tasas de mutacién; formulacién de las preguntas
basicas acerca de su naturaleza y el desarrollo de métodos para medirlas
1928-1940: Desarrollo de un concepto refinado de mutacién y descubrimiento de la mutagénesis de
rayos-X
1941-1953: Conocimiento de la mutagénesis quimica y el desarrollo de nuevos métodos de anélisis
para evaluar mutacién usando microorganismos.
1954-1965: Descubrimiento de la estructura del ADN, integraciéon de la bioquimica al concepto de
mutacién y crecimiento de la importancia de los procesos celulares en la mutagénesis

1966-al presente: Expansion de la caracterizacion molecular de la mutacion.

A partir de 1969, con la fundacién de la Environmental Mutagen Society (EMS) por A.
Hollaender, J. Lederberg, J. Crow, J. Neel, W. Russell, H. Malling, F. J. de Serres, y M. Meselson entre
otros, se inicid una carrera para probar la mutagenicidad de cientos de sustancias quimicas. Aunque la
mutageénesis quimica consolido a la toxicologia genética, hoy en dia conocemos mecanismos indirectos

de genoxoticidad como la peroxidacién lipidica y los aductos proteicos mediante los cuales ciertos
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grupos quimicos producen dafio genot6xico, aunque no interaccionan con el material genético
directamente™ y también, la participacién de mecanismos epigenéticos que interfieren en su regulacién
y expresién como la acetilacion histonica®, la metilacién del ADN™, los sitios especificos de uni6n a

ADN como homeodominios, y los dominios “Zinc-fingers”, entre otros>®.

1.3.2 Agentes genotoxicos

Actualmente la toxicologia genética se encarga de detectar las alteraciones genéticas producidas por
agentes genotdxicos, tanto en células de la linea somatica como de la germinal, asi como en células
indiferenciadas y a partir de ello definir sus efectos sobre la integridad genética y hereditaria de los

seres vivos.

Un agente genotéxico puede producir diferentes eventos genéticos terminales (transicién,
transversion, pérdida, inversidn, translocacion, duplicacién, rompimiento de cromosomas, no
disyuncion, recombinacién de cromatidas hermanas, etc.) que pueden modificar los procesos celulares
de regulaciéon genética y afectar la division y organizacidén celular ocasionando mutagénesis,

teratogénesis o carcinogénesis®’, dependiendo del linaje de las células afectadas.

Un mutageno es aquel agente capaz de ocasionar alteraciones genéticas heredables en células
germinales®. Un teratégeno es aquel agente capaz de producir alteraciones en los planos de desarrollo
embrionarios por eventos mutagénicos o epigenéticos en linea somatica que interfieren con la
expresion del material genético. Un carcindgeno es aquel agente capaz de alterar los mecanismos
normales de division celular en distintas estirpes celulares somaticas que desencadenan el desarrollo de
carcinomas, leucemias, sarcomas, etc. Se ha demostrado que la mutagénesis somatica —entre otros

. y ; 59
mecanismos- juega un papel importante en el desarrollo de los procesos cancerosos™ .
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Algunas sustancias genotoxicas son en realidad inertes para los seres vivos y es a través del
metabolismo eucarionte que son bioactivadas o biotransformadas a metabolitos activos capaces de
interactuar con diversas macromoléculas celulares como las proteinas o los acidos nucleicos. Estas
sustancias son llamadas progenot6xicos®. Algunos compuestos o moléculas que alteren la
permeabilidad de las membranas celulares, actien como acarreadores membranales, o modifiquen la
estructura quimica de una sustancia son capaces de facilitar la produccion de dafio por otro agente
genotoxico. Este tipo de sustancias, aunque inertes para los seres vivos, actian sinérgicamente con
sustancias genot6xicas para producir dafio genético® y por el tipo de actividad se denominan co-

mutagenos, co-teratogenos y co-carcindgenos.

1.3.3 Factores relacionados con la genotoxicidad de una sustancia® (fig. 5)

La genotoxicidad de una sustancia esta determinada por muiltiples factores.como son:
e Su naturaleza fisicoquimica, lo que determina su estabilidad, dispersion, distribucién (aire,

agua, suelo o alimentos)

. Su persistencia y permanencia en el ambiente

® Su presencia como una sustancia individual o formando mezclas complejas

° La via o modo de exposicién al compuesto (aire, oral, piel o parenteral)

. La intensidad de la exposicion: concentracion o dosis, cantidad y duracién de la
exposicion

o Las condiciones inherentes al organismo expuesto como son: especie, edad, etapa del

ciclo de vida, sexo, raza, constitucién genética, caracteristicas metabdlicas, estado nutricional y de

salud, entre otras.
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Los procesos de absorcion, la produccion de metabolitos por bioactivacion, la

acumulacién en érganos, la excrecion, la distribucién y la disponibilidad sistémica del compuesto

durante su farmacocinética

Recurso

La produccion inmediata de una respuesta o una respuesta retrasada

—>{ Quimico }——

Distribucién
aire

agua

suelo
alimento

Ruta de
Exposicion

Propiedades

—— Ruta:

aire

oral
dermal
parenteral

—Exposicion:

Dosis:

concentracion

cantidad

rango

de forma individual o en
mezclas

absorbido en particulas

Edad Inmediata
Raza Retardada
Género

Susceptibilidad

Estado de salud

Fig. 5 Algunos factores criticos que influencian la interaccién entre los organismos y una sustancia quimica

1.3.4 Sistemas de Prueba usados en Toxicologia Genética

La toxicologia genética ha desarrollado pruebas y métodos de evaluacion para identificar de forma

sencilla, rapida, confiable y a bajo costo a agentes quimicos potencialmente mutagénicos, teratogénicos

o carcinogénicos, antes de que la integridad del genoma de los seres vivos y la salud humana se vean

afectadas. Paulatinamente, la mayor disponibilidad tecnolégica y cientifica ha favorecido el uso de

pruebas que involucran a diferentes organismos para evaluar genotoxicidad .
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Un sistema de prueba es una metodologia estandarizada para evaluar determinados eventos
genéticos terminales®. Ademas del bajo costo, corta duracién del bioensayo, facil evaluacion, facil
manejo y tamafio de muestra suficiente, es necesario que los sistemas de prueba sean sensibles y las
respuestas evaluadas, altamente reproducibles. La sensibilidad se refiere a la capacidad del sistema para
detectar con facilidad y exactitud estadistica un efecto inducido. La reproducibilidad est4 relacionada

con la precision estadistica en la respuesta de un sistema en y entre grupos de investigacion.

Los sistemas de prueba pueden ser utilizados en hilera o en baterias de prueba para evaluar
genotéxicos. La aproximacion en hilera consiste en el uso de una sola prueba que debe ser rapida,
confiable y barata, este disefio es utilizado para probar gran nimero de sustancias a la vez. Sélo
aquellos agentes que produzcan respuestas positivas, seran evaluados posteriormente con pruebas mas
especificas y costosas. El empleo de una bateria de pruebas implica el uso de diferentes sistemas de
prueba para evaluar una -o pocas- sustancias en varias concentraciones. Un agente serd no genotdxico
cuando sea inactivo en todos los sistemas de prueba de la bateria®. En contraparte, aquel que produzca
una respuesta positiva en cualquier bioensayo empleado en la bateria serd considerado como posible

s+ G5
genotoxico .

La seleccion de la bateria de pruebas que se va a utilizar debe hacerse, tomando en
consideracion los siguientes puntos:
1) Las pruebas seleccionadas deben incluir diversos tipos de organismos, tanto procariontes como
eucariontes.
2) La combinacion de las pruebas debe detectar mas de un tipo de dafio genético que mida diferentes
mecanismos de genotoxicidad.
3) Deben incluirse pruebas in vivo e in vitro.

4) Las pruebas in vitro deben detectar metabolitos activos derivados de bioactivacion.

28



5) Los sistemas de pruebas considerados en una bateria deben ser de bajo costo, corta duracién, facil
evaluacién y manejo, alta sensibilidad y reproducibilidad y producir progenie numerosa.
6) El disefio de una bateria de pruebas debe considerar y cubrir lo mas ampliamente posible todos los

factores que intervienen en la genotoxicidad de una sustancia.

Aunque en la actualidad existen numerosos sistemas de prueba en diferentes modelos
biolégicos, solamente se utilizan unos pocos para evaluar agentes quimicos ambientales. Algunas de
los sistemas de prueba mas utilizados en las baterias y requeridos por los organismos reguladores

. . 661672
internacionales®® ¢ son:

« Prueba de aductos a proteinas. Procedimiento in vitro/in vive que detecta y cuantifica la
cantidad de aductos unidos covalentemente a hemoglobina y albiimina.

« Prueba de aductos a ADN. Procedimiento in vitro/in vivo que detecta y cuantifica la cantidad
de aductos unidos covalentemente al ADN.

. Ensayo cometa. Procedimiento in vitro/in vivo que permite la identificacién de dafio al ADN
causado por clastégenos como rompimientos, sitios alcali-labiles, entrecruzamientos y sitios de
reparacion por escision incompleta.

« Prueba de mutacion de locus especifico HPRT. Técnica in vivo que detecta mutaciones
puntuales, corrimiento de marcos de lectura y pequeifias deleciones al medir la frecuencia de linfocitos-
T resistentes a analogos purinicos deficientes de la enzima HPRT que cataliza la conversion a analogos
purinicos como la 6-tioguanina, que tienen efectos citotoxicos.

« Prueba de aberraciones cromosémicas en linfocitos. Metodologia que permite evaluar
aberraciones cromosomicas numeéricas y estructurales en linfocitos de sangre periférica en organismos

expuestos a clastégenos y aneuploidégenos.
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« Prueba de micronicleos. Evalia la frecuencia de linfocitos o células epiteliales exfoliadas con
micronticleos causados por la exposicién a clastégenos y aneuploidogenos.

« Prueba de intercambio de cromatidas hermanas (SCE). Evalia en cromosomas metaféasicos
de linfocitos de sangre periférica la modificacién en la frecuencia de intercambio de ADN asociada a la
exposicion a clastégenos y recombinégenos entre los productos de réplica en loci homélogos.

« Prueba de Ames. Permite la deteccion de mutagenos cuantificando el niimero de reversiones de
mutaciones en Sa/monella his-.

« Prueba de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo en Drosophila (SLRLT). Técnica in
vivo que permite la expresion de genes letales recesivos del cromosoma X de machos expuestos a
mutagenos. Las mutaciones letales se muestran como un desbalance en la proporcién de sexos de la

progenie.

1.3.5 Prueba de esterilidad en Drosophila melanogaster

La prueba de esterilidad en Drosophila melanogaster es uno de las primeros bioensayos utilizados al
evaluar un posible agente genotoxico y nos ayuda a organizar baterias de pruebas genéticas posteriores

pues es un buen indicador de dafio en linea germinal.

En esta pruebaas, grupos de machos adultos son alimentados con las concentraciones
seleccionadas del compuesto a probar durante un periodo definido de tiempo. Al término de éste, los
machos de cada concentracién son cruzados con hembras virgenes en una relacién 2:1 en frascos con
medio de cultivo fresco. Después de uno o dos dias, dependiendo del procedimiento adoptado, los
machos son separados de las hembras que se regresan al mismo frasco (o a medio fresco) durante
cuatro o cinco dias y después son eliminadas. Los machos tratados que fueron separados son cruzados

con nuevas hembras virgenes en la misma proporcion y puestos en un frasco con medio fresco para dar
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seguimiento por camadas. Este cultivo se deja seguir hasta el dia 10 6 14, cuando los progenitores son

eliminados.

La reduccién de fertilidad o la esterilidad completa inducida por ciertas concentraciones de un
compuesto puede ser analizada determinando la progenie de los diferentes frascos y calculando indices
de fertilidad con base en una corrida control que no recibié el compuesto a evaluar, pero donde las
moscas control son sometidas a los mismos procedimientos experimentales. Si al término de esta
prueba se detecta reduccién en la fertilidad o esterilidad completa se efectiian otro tipo de pruebas
como la Prueba de induccién de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo en Drosophila
melanogaster para determinar si la pérdida de fertilidad deriva de un origen genético o de los efectos

toxicos del compuesto *.

1.4 Importancia de las bajas dosis

1.4.1 Modelo Clasico Dosis-respuesta

El alquimista aleman considerado padre de la toxicologia, Paracelsius, atribuy6 a las dosis altas la
cualidad téxica de una sustancia, “la dosis hace al veneno”, hasta hoy muchos estudios para determinar

el nivel seguro de exposicién de diversas sustancias quimicas se han realizado sobre esta premisa.

Los sistemas bioldgicos generalmente se ajustan a un modelo normal Gaussiano en el que la
media, mediana y moda coinciden y la probabilidad delimitada por un intervalo de 1 desviacion
estandar alrededor de la media es de 64%, dos desviaciones 95% y tres de 99% aproximadamente. Esta
respuesta esta enmarcada en un esquema similar al de Townsend y Luckey’ donde la mayoria de los
organismos en una poblacién natural se encuentran sanos y su desviacion esta relacionada con las dosis

extremas (ausencia o presencia) de la sustancia en el ambiente (fig. 6).
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Fig. 6 Distribucion normal de una poblacion biolégica respecto a la presencia de
una sustancia.

Segin los modelos toxicolégicos, cuando una poblacién normal es expuesta a un estimulo quimico,
su respuesta poblacional esta relacionada de manera directamente proporcional a la dosis, de tal manera
que a mayor dosis corresponde un mayor efecto (fig 7). La relacion entre el grado de respuesta de un
sistema bioldgico y la cantidad de toxico administrado asume una forma que ocurre consistentemente y
por ello es considerada clasica y fundamental como una relacién dosis-respuesta ’'. Esta relacién
implica una etapa lineal de correlacion directa y proporcional de relacién y cuya pendiente dependera
de la prontitud de la respuesta respecto a la dosis. A partir de esta relacién generalmente se hacen
varias determinaciones, como estimar la dosis toxica media (DTM) que sera aquella dosis en la cual se
presenta 50% de la respuesta, en el caso de que la repuesta sea evaluada por la sobrevivencia de los
organismos expuestos, entonces la DTM correspondera a la Dosis Letal Media (LDsg) que a su vez
depende de la concentracién letal media (LCsp), i.e., aquella dosis (y concentracién respectivamente) en
la cual sobrevive sélo la mitad de los organismos expuestos. Los modelos toxicolégicos asumen que el
tramo recto de una respuesta toxicolégica debe encontrarse entre 16 y 847 por ciento, que
corresponden a los limites del intervalo generado por una desviacion estandar (indicados por puntos en

la fig. 7).
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El modelo clasico de dosis-respuesta es recurrentemente asumido en la evaluacién de la toxicologia
de una sustancia y las determinaciones generalmente se realizan con base en la determinacion de la
LDsp como lo expone Rodriguez Amaiz ‘el criterio toxicolégico mas frecuentemente empleado es la
concentracién letal media (...) y a partir de ella se seleccionan dos o tres concentraciones mas con el
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objeto de obtener la curva dosis-respuesta™’”, cuando no en la disolucién maxima de la sustancia.

100%

Respuesta

50%

Fig . 7 Modelo Clasico de curva dosis-repuesta

Tedricamente, la evaluacion de la toxicidad de una sustancia deberia cubrir un espectro amplio de
dosis y concentraciones, incluyendo dosis y concentraciones altas, que son necesarias para comparar la
toxicidad de diversos compuestos con base en la mortalidad que provocan en los organismos expuestos,

hasta muy bajas dosis y concentraciones, que tienen como finalidad establecer el potencial genotéxico
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de los compuestos en rangos de concentracién mas similares a la exposicién que puede ocurrir en la
naturaleza. Asi que el uso de la LDsy como criterio para determinar concentraciones experimentales es
obsoleto pues concentraciones o dosis en las que sélo sobrevive la mitad de la poblacién expuesta no
pueden ser de ninguna manera concentraciones realmente bajas y las respuestas obtenidas de dicha
practica tienen una minima o nula aplicabilidad para establecer el riesgo de exposicién a

concentraciones y dosis no letales.

Ademas, es comiin la extrapolacién entre dosis-respuesta y respuesta-dosis para estimar el nivel de
exposiciéon seguro de sustancias en dosis altas con base en la supuesta relacion lineal directa y
proporcional de la respuesta. No es extrafio que la existencia de una relacion funcional entre dos
variables a menudo se interprete de manera mecanica como una relacion proporcional causa-efecto,
cuando no siempre existe. Asi la extrapolacién realizada para bajas y altas dosis (0 concentraciones)
con base en la supuesta tendencia lineal de la respuesta debe interpretarse con mayor precaucion, pues
al construir la recta promedio por regresion lineal no se toma en cuenta que la ecuacién resultante no es
puntual sino se encuentra asociada —en el mejor de los casos cuando se han eliminado los factores de
confusion— a una desviacion de regresion, formando un intervalo de confianza alrededor de la recta
estimada y su anchura es mayor mientras mas distante se encuentre el punto a extrapolar de los valores
medios de la recta, i.e., la precisién de la prediccién disminuye para los valores alejados de aquellos
con los que construimos la recta promedio, esto ilustra los peligros de tratar de extrapolar los resultados
de un experimento a valores lejanos de los observados; asi, aunque el fenémeno mantenga la misma

tendencia nuestras predicciones seran poco precisas’ .

Ademas, algunos grupos han sugerido que para algunos xenobidticos la relacion dosis-respuesta a

bajas dosis o concentraciones no se comporta de manera lineal como la radiacién’, y que el modelo



clasico no considera respuestas umbrales’®, por lo que la prediccién de la respuesta en concentraciones

bajas puede ser no sélo poco precisa sino errénea.

1.4.2 Umbrales .

Unumbral  es aquella concentracién o dosis debajo de la cual no existe respuesta’’. Por
debajo del umbral, la sustancia quimica estd presente y puede interactuar con su molécula blanco pero
no induce consecuencias, sin embargo, conforme la concentracion se acerca a ella se empiezan a
presentar respuestas del sistema’®. Las respuestas umbrales contraponen al modelo clsico de
toxicologia en el cual el aumento en la respuesta va relacionado al aumento en el estimulo de manera

gradual y no de manera stibita en una concentracion o rango de concentraciones.

Aparentemente la existencia de umbrales esta relacionada con la saturacion de rutas metabolicas
y mecanismos de defensa y desintox.cacion. La toxicidad de una sustancia es un proceso dinamico que
incluye la absorcion del agente del exterior del organismo, su distribucién a varios tejidos mediante
reacciones reversibles o irreversibles que son realizadas por componentes celulares o moleculares y
finalmente la excrecién fuera del cuerpo. Tales procesos farmacocinéticos son generalmente lineales
solo dentro de un determinado rango. Asi, la variacién en los procesos farmacocinéticos puede ser la
base conceptual para entender coémo los umbrales metabdlicos permiten un incremento

desproporcionado en la toxicidad en ciertos rangos de concentraciones.

Ademas, un organismo, esta compuesto de un gran nimero de células y posee mecanismos de
defensa eficientes que hacen que aunque los organismos estan expuestos a concentraciones continuas
de genotdxicos, no todas las moléculas que entran en contacto con nuestro cuerpo pueden causar dafio

genotdxico, sino sé6lo una parte de ellas en un momento especifico, asi, los umbrales estan

35



influenciados por la probabilidad de ocurrencia de procesos estocasticos’”” y su deteccién en
concentraciones bajas de un compuesto es menos probable si la frecuencia espontinea del evento

genético terminal es alta, pues esto dificultara la estimacion de incrementos pequefios o

Las respuestas umbrales se han detectado en las respuestas a rangos de concentraciones y dosis

bajas de diversos compuestos a excepcién de mutigenos y carcinégenos”® .

A pesar de que la existencia de umbrales en las relaciones dosis respuesta se halla bien
documentada para muchos tipos de efectos toxicologicos, su existencia ha sido discutida desde
mediados del siglo pasado por la falta de este tipo de respuestas en mutagenos y carcinégenos, y hasta

hoy la biisqueda de estos umbrales ha cobrado importancia.sz.

La presencia de respuestas umbrales en carcindgenos quimicos ha sido rechazada porque en
teoria, in vitro una sola molécula de un compuesto genotéxico es capaz de ocasionar un evento de
mutacién que desencadene un proceso canceroso. Un umbral biolégico indica un comportamiento
discontinuo en la relacién lineal dosis-respuesta en concentraciones bajas de un compuesto. Si cada
umbral fuera especifico para cada sustancia individual y se debiera a la ocurrencia de varios procesos
estocasticos, entonces seriamos incapaces de establecer la presencia de cocarcindgenos y comutagenos

ambientales.

Ademas, la ocurrencia espontanea de casos en personas no expuestas a factores de riesgo y la no
presencia de casos de cancer en algunas personas expuestas de manera crénica a sustancias
genotdxicas, hacen evidente que si el desarrollo de procesos carcinogénicos estuvieran relacionados
con umbrales, estos serian umbrales aleatorios y no podria existir una exposicion totalmente segura

. 8
para todos los organismos expuestos™.
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1.4.3 Hormesis

Paralelamente a la gran controversia acerca del tipo de modelo que explica la respuesta a bajas
concentraciones, un modelo lineal o la existencia de umbrales, ha surgido una hipétesis que sugiere que

el comportamiento fundamental en este rango de concentraciones es la hormesis.

En 1877, Hugo Schulz observé que bajas concentraciones de algunos téxicos como el cloruro
de mercurio, iodo, bromo, 4cido arsénico, acido crémico, acido salicilico y acido férmico estimulaban
la respiracién y crecimiento de levaduras, pero concentraciones mayores las inhibian. Resultados

similares fueron obtenidos por Rudolph Amdt promulgando la Ley de Amdt-Schulz:

“Un estimulo ligero acelera la actividad vital, uno medio la promueve, uno fuerte la inhibe y uno muy

fuerte la extingue”

Pocos afios mas tarde en 1887 y 1888, el bacteriélogo Hueppe publicé sus resultados reportando
el mismo fenémeno, y no fue sino hasta 1943 cuando el fenémeno observado por Schulz fue llamado

hormesis por Southam y Ehrlich.

La hormesis es definida como la produccién de efectos benéficos en una poblacién a bajas
exposiciones (inclusive por debajo de la NOAEL) y efectos adversos a exposiciones altas de una
sustancia quimica dada, o mas generalmente, los efectos producidos a altas exposiciones son inversos o
aparentemente inversos de aquellos producidos a bajas exposiciones de una sustancia quimica
resultando en un comportamiento dosis-respuesta en forma de U (o J) o U invertida dependiendo del

evento medido® (fig. 8), por ejemplo, recobrar una sobrevivencia mayor en los organismos expuestos a
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Respuesta

bajas concentraciones de un xenobiético que a altas concentraciones es toxico, que la que se recobra en

organismos testigo (no expuestos).
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Fig. 8. Curva Hormética

Desafortunadamente el concepto de la estimulacion a bajas dosis por sustancias toxicas fue mal
interpretado y derivé en la practica homeopatica, segin C.D. Holland® la intensa hostilidad entre los
médicos y los practicantes de homeopatia y la falta de un mecanismo biolégico que explicara este
fenémeno fueron algunas razones para que la comunidad cientifica olvidara la hormesis, sin embargo,
este fendmeno continué siendo reportado por muchos investigadores en décadas posteriores. Una
bisqueda realizada por Calabrese y Baldwin en 4,000 reportes arrojoé que existen aproximadamente 350
publicaciones en diferentes modelos y sistemas de prueba que contienen una respuesta hormética en sus
resultados, aunque ésta no es identificada como tal por sus autores respectivos®®. El fenémeno de
hormesis parece ser ubicuo respecto a especies, sustancias quimicas y eventos terminales, ya que dichas
publicaciones incluyen sistemas de prueba en animales, bacterias, hongos, humanos, plantas y

protozoarios; sustancias quimicas como el alcohol y sus metabolitos, antibidticos, fungicidas,
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herbicidas, hidrocaburos, insecticidas, metales y pesticidas entre otros, y eventos terminales como
crecimiento, longevidad, metabolismo, reproduccién, sobrevivencia y otros varios; incluso podrian
existir mecanismos horméticos en el comportamiento a bajas dosis de carcinégenos para los cuales no

se ha detectado la presencia de umbrales®’.

Diversos mecanismos han sido propuestos para explicar la existencia de la hormesis, desde una
alteracion inicial de la homeostasis que provoca una sobrecompensacion como un esfuerzo para
reestablecer los parametros bioldgicos de equilibrio propuesta por Stebbind®, hasta la medicién de
variables no controladas o variaciones inherentes al sistema. Calabrese y Baldwin han propuesto
algunos mecanismos enzimaticos que podrian estar relacionados con el desarrollo de respuestas

herméticas, como la inactivacion de sustancias quimicas inhibidoras de procesos bioldgicos — como el

cianuro, que mezclado con trazas de iones de metales pesados incrementa la actividad de un gran
numero de enzimas resultando en un proceso estimulatorio; la reaccion entre el xenobidtico y alguno de
los reactantes en una via metabolica puede resultar en la produccién ligeramente aumentada o
disminuida de la enzima involucrada en la ruta que alterara el funcionamiento de otras rutas
metabdlicas; el reemplazamiento de un i6n metalico activador por un inhibidor como el mercurio puede
promover la actividad enzimatica de ciertos procesos biolégicos—. Por otra parte, se ha demostrado
que la estimulacién con bajas dosis de cadmio (por debajo de la NOAEL) puede inducir la expresion de
genes que producen proteinas protectoras como las metalotioneinas o las proteinas protectoras de
temperatura HSP (Heat Shock Proteins)®’. Lo cierto es que a pesar de la existencia de respuestas no
explicadas por los modelos lineales o de umbrales, los fenémenos biolégicos que las producen no han
sido establecidos. Incluso para Wayne B. Jonas®’, muchas respuestas “normales” en la relacién dosis-

respuesta podrian deberse a la combinacién de efectos horméticos y toxicos sobre diferentes receptores
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celulares y quizas en diferentes niveles del flujo de informacién dentro de la célula (nicleo, aparato de

Golgi, membrana celular, etc.).

Segin C.D.Holland”' los mecanismos biolégicos y quimicos por los cuales la respuesta
estimulante ocurre deben diferir de un agente quimico a otro, sin embargo, para Calabrese y Baldwin el
efecto de ciertos quimicos en las enzimas y los inhibidores metabdlicos pueden resultar en una
respuesta estimulante de ciertos procesos biolégicos y dada la ubicuidad y la importancia de ciertas .
rutas metabdlicas en el mantenimiento de la homeostasis, los mecanismos por los cuales se dispara una
respuesta hormética no deben ser muy diferentes entre compuestos ni entre modelos, incluso para
Calabrese’® en el marco de la seleccién natural; la hormesis podria ser una manifestacién particular del

concepto de adaptacion biolégica a ambientes de estrés.

Mientras algunos autores han rechazado la existencia de los mecanismos horméticos a bajas
concentraciones bajo el supuesto de que dosis altas de una sustancia aplicada a un organismo puede
incluir concentraciones bajas de la sustancia en diferentes tejidos o células del mismo dependiendo del
tiempo de administracion y vias de excrecién de la sustancia, por lo que los efectos de estimulacion
deberian de ser observados también en altas dosis en organos o lineas celulares especificos, otros
aceptan su existencia pero sugieren la aplicacion no indiscriminada de explicaciones horméticas pues
podria ser arriesgado para el establecimiento de las concentraciones de riesgo humano®, de cualquier
manera, es evidente la falta de comportamiento lineal de la respuesta a bajas dosis y el modelo de

umbrales no explica la existencia de respuestas mayores al control en bajas dosis.

. 04 Z 4 2 -
Calabrese y Baldwin®, han identificado numerosos estudios que involucran eventos
reproductivos terminales que exhiben evidencia de hormesis, como el aumento en la sintesis de ADN

en células de embriones de pollo estimuladas con metales pesados. Estos estudios involucran diversos
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mas comunes en ellos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Estudios que muestran evidencia de respuestas horméticas a bajas

. i )
concentraciones sobre eventos reproductivos”

Agente Modelo Evento Genético Referencias
Terminal
METALES PESADOS
Cadmio Daphnia (Crustaceo) Niimero de neonatos Bodar (1998)
Carpa Produccion de huevos Pickering y Gast (1972)
Poliquetos Fecundidad Reish y Carr (1978)
Ratén Nimero de implantes Daston (1991)
Numero de fetos vivos Daston (1991)
Cobre Poliquetos Fecundidad Reish y Carr (1978)
Hydra (Cnidario) Produccién de gemas Stebbing y  Pomroy
(1977)
Mercurio Poliquetos Fecundidad Reish y Carr (1978)
Zinc Poliquetos Fecundidad Reish y Carr (1978)
Plomo Poliquetos Fecundidad Reish y Carr (1978)
Hydra (Cnidario) Produccion de gemas Browne y Davis (1977)
PESTICIDAS
Azimfosmetil Afidos Niimero de descendientes | Founk y McClanahan
(1970), Gordon y
McEwen (1984), Ritcey
(1982) Lowery y Sears
(1986)
Dieldrin Grana Produccion de huevos Hodjat (1971)
Mosquito Nimero de foliculos | Sutherlan (1967)
basales
DDT Mosquito Niumero de foliculos | Sutherlan (1967)
basales
Acaros Produccion de huevos Heuck (1952)
Niimero de descendientes | Kuenen (1958) y
Rodriguez (1957)
Carbaryl Orugas Produccion de huevos Essac (1972)
Lombriz Produccion de huevos Ball y Su (1979)
Carbufuran Lombriz Produccion de huevos Ball y Su (1979)
Dimetoato Acaros Produccién de huevos Folker y Hansen (1996)
Fluoruro de sodio Escarabajos Produccién de huevos Johansson (1947)
Dicol Tisandpteros de citricos | Niimero de descendientes | Morse y Zarch (1991)
Esfenvalerato Tisanopteros de citricos | Numero de descendientes | Morse y Zarch (1991)
Formetanato Tisanopteros de citricos | Numero de descendientes | Morse y Zarch (1991)
Malation Tisanopteros de citricos | Numero de descendientes | Morse y Zarch (1991)
VARIOS
BRDU Ratén Numero de implantes Daston (1991)
Nimero de fetos vivos Daston (1991)
DPH Ratén Niimero de implant Daston (1991)
Niimero de fetos vivos Daston (1991)
Azul de Tripano Ratén Nimero de implantes Daston (1991)

Numero de fetos vivos

Daston (1991)

modelos como insectos, peces y roedores entre otros y los metales pesados y pesticidas son los agentes
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II. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

Existen reportes experimentales que indican la actividad mutagénica de la talidomida y recientemente
se reportaron algunos casos de hijos de padres focomélicos (por exposicion a la talidomida durante su
gestacién) que presentan malformaciones limbicas’®, sin embargo, los efectos mutagénicos de la
talidomida han sido muy discutidos. En 1997 un equipo multidisciplinario comandado por Ashby et al
%7 corrié una bateria de pruebas con talidomida que incluia 32 bioensayos obteniendo resultados
negativos, sin embargo, todos los sistemas de prueba utilizados involucraron células de la linea

somatica, ninguno es transgeneracional y las concentraciones utilizadas en este estudio se determinaron

a partir de la disolucién méaxima.

Trabajos anteriores de nuestro grupo han mostrado que concentraciones altas pueden
enmascarar la respuesta genot6xica de algunas sustancias. El rango de concentraciones de talidomida
probados hasta ahora se halla alrededor del limite de solubilidad y no incluye concentraciones
realmente bajas por lo que es probable que esto no haya permitido evidenciar su potencial genotoxico.
Resultados preliminares de nuestro grupo sobre la curva dosis-respuesta a bajas concentraciones
indican la existencia de actividad genotéxica de la talidomida en células somaticas en Drosophila
melanogaster *®, sin embargo, no se conoce el efecto de estas concentraciones sobre células de la linea

germinal ni si éstas son capaces de traspasar generaciones.

Los pocos estudios™ realizados hasta hora sobre la fertilidad de organismos expuestos a
talidomida son confusos en sus metodologias e involucran organismos en estado adulto (con génadas
diferenciadas) pero ninguno evalla la fertilidad de organismos expuestos a talidomida antes de la

diferenciacion de células germinales y de una generacion sexual a la siguiente. Tampoco existen
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referencias sobre la fertilidad de mujeres expuestas a la talidomida durante su desarrollo embrionario,

ni de la fertilidad de hombres o mujeres adultos expuestos a la talidomida.

Asi, a pesar de la reincorporacion de la talidomida al mercado para tratar diversas patologias, su
mecanismo de accién ain se desconoce, no existen estudios transgeneracionales con talidomida que

involucren linea germinal y su curva dosis-respuesta a bajas dosis ain no esta resuelta.

El presente trabajo forma parte de una bateria de pruebas en Drosophila melanogaster
realizadas con concentraciones bajas de talidomida en el Laboratorio de Genética de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de México y que involucra entre otros, los siguientes
bioensayos:

Prueba de Fertilidad

Prueba de Mutacion y Recombinacion Somatica

Curva de Tiempo para Mutacién y Recombinacién Somatica
Prueba de Teratogénesis

Prueba de Letales Recesivos Ligados al Sexo

Prueba de Pérdida Parcial y No Disyuncién de Cromosomas Sexuales (Clastogenia).

Asi, el presente trabajo incluye la primera prueba de dicha bateria y su objetivo es determinar si la

exposicién a bajas concentraciones de talidomida durante el desarrollo larvario altera la fertilidad del

adulto de Drosophila melanogaster.
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II. 1 Hipotesis

Si la talidomida interfiere con la diferenciacion de células y tejidos, entonces las larvas de D.
melanogaster expuestas a talidomida durante el proceso de maduracién de las génadas y/o de las
células de la linea germinal, mostraran indices de fertilidad diferentes a los de las moscas testigo. En
contraparte, si la talidomida no tiene un efecto sobre linea germinal como los estudios realizados hasta

ahora por otros grupos suponen, entonces las moscas tratadas con talidomida no mostraran indices de

fertilidad diferentes a los de las moscas testigo.
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III. MATERIALES Y METODOS (fig. 9)

La parte experimental del presente trabajo fue realizada en su totalidad en el Laboratorio de Genética
de la Facultad de Ciencias de la UNAM y apoyado por el Banco de Moscas de la misma institucién én

la donacién de las cepas utilizadas.

III.1 Manejo de las cepas

El medio de cultivo utilizado para el mantenimiento de las moscas fue medio de cultivo estandar para

Drosophila®.

Las moscas utilizadas en los experimentos fueron organismos de la cepa silvestre Canton-S

libres de contaminacion y mantenidas a temperatura controlada de 25°C y 60% de humedad relativa.

El anestésico utilizado para la manipulacién de las moscas fue éter etilico aplicado por
aproximadamente 10 segundos en cada ocasién y una vez analizado, ningin organismo fue liberado al

ambiente.

I11.2 Preparacion de cruza y sincronizacion de cultivos

A partir de frascos con cultivos maduros de la cepa Canton-S de Drosophila melanogaster se
seleccionaron hembras virgenes por sexado y aislamiento de hembras recién emergidas por periodos de
5 h y mediante la identificacién de meconio segiin Ramos (1993). Estas hembras fueron cruzadas con

machos de la misma cepa a razén 2:1 (50 9:25 33).
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Después de un periodo de maduracién de cruza de tres dias, las moscas de la cruza fueron
transvasadas a frascos con medio fresco enriquecido con levadura para estimular la ovoposicién. Se
dejaron durante un periodo de 8 h al término del cual la cruza fue desechada y los frascos con huevos
se conservaron en condiciones estandar. De esta manera se sincroniza la edad de los organismos que se

utilizaran en los experimentos.

II1. 3 Tratamiento

Tres dias después, las larvas, ahora de 72+4 h de edad fueron extraidas por flotacién utilizando una
solucién concentrada de sacarosa segin la técnica de Néthinger'®' evitando la manipulacién directa y la

exposicion a temperaturas extremas.

Las larvas extraidas fueron tratadas subcrénicamente durante 48 h con soluciones frescas de
talidomida (ICN Biomedicals, Ohio, CAS [158753]) preparadas por diluciones sucesivas a partir de
una solucidn inicial a 625um (16.13mg/100ml). Las concentraciones probadas fueron: 0.14, 0.15, 0.61,
2.4, 625 pm, las cuales se seleccionaron a partir de experimentos previos, ademas nuestra
concentracién mas alta corresponde con la mas baja probada por Ashby et al’%’(0.625, 1.25, 2.5y 5
mM). Las soluciones se mezclaron con el alimento en una proporcion 3.5 ml por lgr de medio
instantaneo para moscas (Carolina, Biological Supply). Como testigo negativo y disolvente se utilizé
agua destilada (0 pm). Las larvas permanecieron en este medio hasta completar su desarrollo y emerger

como adultos. Se realizaron 5 repeticiones.



II1.4 Colecta de Adultos y Preparacion de Cruzas

Los adultos recobrados de estos tratamientos fueron colectados y cuantificados determinando los

indices de sobrevivencia y sexual.

Indice de Sobrevivencia [Xi] = Hembras [X;] + Machos [X;]

Hembras [X0] + Machos [X0]

Indice Sexual de Hembras Xl = Hembras [X;]

Hembras [X;] + Machos [Xj]

donde [X;] representa a cada una de las concentraciones experimentales (0.14, 0.15, 0.61, 2.4, 625um)

y [Xo] al testigo negativo de agua destilada (Oum).

De estos adultos recobrados se aislaron hembras virgenes y machos para ser cruzados con
machos y hembras virgenes no tratados, respectivamente. Los organismos no tratados son moscas de
que no fueron sometidas al tratamiento pero provienen de la misma sincronizacion. Se realizaron

cuatro tipos de cruzas por cada concentracion (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Esquemas de cruzas realizadas.

Machos
No Tratados Tratados
A ekt NTXNT NTXT
&
8
§
o of
Tratadas TxNT TxT

Los sistemas de cruza (50 29:25 33') fueron puestos a ovopositar en medio de cultivo fresco

durante 72hrs, posteriormente las cruzas fueron resembradas en medio fresco durante otras 72 hrs para

incrementar el tamafio de muestra. Al término de las 144 h totales de colecta de huevos, los

progenitores fueron sacrificados por sobreeterizacion y ambas siembras se dejaron seguir hasta

completar su desarrollo.

El desarrollo experimental consistié en 7 repeticiones independientes involucrando el uso de

mas de 74,000 organismos.

I11.5 Evaluacion

Los adultos (F) fueron colectados, sacrificados por sobreeterizacion y cuantificados, determinando por

concentracion el indice de fertilidad total y por sexos para cada tipo cruza segiin Ramos (1993).
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indice de Fertilidad [X;] (IF[X)]) = Hembras Fy [X;] + Machos F; [Xi] ,

Hembras P [Xj]

Indice de fertilidad para cada sexo de la progenie,

indice de Fertilidad Hembras = __Hembras F; [Xi]

Hembras P [X;]

Indice de Fertilidad Machos = Machos F; [Xi]

Hembras P [X]]

y se corrigieron (IFCx) con su respectivo control [0mM] para poder comparar entre las diferentes

Cruzas:

IFCx = IF[X]

IF [Xo]

Para descartar un efecto de manipulacién se compararon los IF [X,] de cada cruza con el de la

cruza de organismos no expuestos N1 xN'T.
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Se compararon los IFCx de las cruzas TxNT, NTxT, TxT en las diferentes concentraciones y
cruzas mediante Prueba de Bartlett y Andlisis de Varianza las cuales se llevaron a cabo con el software:
Statistica’98 Edition (StatSoft, Inc. 1998. Statistica for Windows) y SPSS V.11.0.0 (Lead Tools

Technologies. 2001. SPSS for Windows)
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IV. RESULTADOS

IV.1 Sobrevivencia de organismos tratados (P)

Los indices de sobrevivencia (Cuadro 3) (IS) promedio (de cinco repeticiones) de las moscas tratadas

con talidomida fueron similares entre las diferentes concentraciones (ANOVA, p>0.05) (Cuadro 4).

Cuadro 3. Indices de sobrevivencia (IS) de las moscas
tratadas con talidomida

Concentracién Indice de n Error
[um] Sobrevivencia | (repeticiones) | Estindar

Prom. (ES)

0 1.000 § 0.000

0.14 0.757 5 0.092
0.15 0.728 5 0.111

0.61 0.740 5 0.102

24 0.737 5 0.141

625 0.915 2 0.184

Cuadro 4. Analisis de Varianza (ANOVA) para los

IS de cada concentracién.

Cuadrados F p
medios
Entre Grupos 0.0598 1.1561 [0.3630
Dentro de Grupos 0.0517
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Con excepcién de la concentracién mas alta, en todas las concentraciones [0.14 - 2.4 uM] el IS
se halla alrededor del 70%, mientras que en 625 uM el IS fue semejante al de las moscas control (IS

=0.915) (fig. 10). Ademas, los errores estandar en las diferentes concentraciones no varian

considerablemente.

1.200 4

0.800 -
£ 0.600 -
0.400

0.200 4

0.000 T T -
0.0001 0.001 0.01 0.1 1
log Concentracion [um]

Fig. 10 Indice de Sobrevivencia (IS) de las moscas tratadas

Los indices sexuales (ISx) promedio (de cinco repeticiones) (Cuadro 5) de hembras y machos
tratados con talidomida fueron similares en las diferentes concentraciones (ANOVA, p>0.05) (Cuadro

6) aunque a partir de la menor concentracion, la proporcioén de sexos es contraria a la del testigo (fig.

11)
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Cuadro 5. Indices Sexuales (ISex) de las moscas tratadas con talidomida

Concentracién | Isx. Prom. n ES Isx Isx. n ES Isx
[pm] Hembras | Hembras | Hembras | Prom. Machos Machos
Machos

0 0.504 5 0.022 0.496 S 0.022

0.14 0.479 5 0.015 0.521 5 0.015
0.15 0.496 5 0.012 0.504 5 0.012

0.61 0.496 5 0.019 0.504 5 0.019

2.4 0.495 5 0.011 0.505 5 0.011

625 0.459 5 0.019 0.541 5 0.019

Cuadro 6. Analisis de Varianza (ANOVA) para los ISx de

cada concentracion.

g.l. |Cuadrados| F p
medios

Entre Grupos 3 0.000508 | 0.635 | 0.675
Dentro de Grupos | 21 0.0008
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Fig. 11 indices Sexual de moscas tratadas
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La comparacion de los IF de los controles de concentracion de cada cruza [0.00] um y el control de

cruza NTxNT (Cuadre 7) no arroj6 diferencias significativas (ANOVA, p>0.05) (Cuadro 8, fig. 12).

Cuadro 7. indices de Fertilidad (IF) de los

controles de concentracion de las diferentes cruzas

y de la cruza control

Tipo de [Fert. Prom. Error
Cruza Estandar

(ES)
NTxNT 14.028 17 1.559
TXNT [Xo] 14.100 7] 3912
NTxT [Xo] 13.318 7 2.886
TxT [Xo] 12324 Tl 2273
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Cuadro 8. Analisis de Varianza (ANOVA) para el IF de los

controles de concentracion de las diferentes cruzas y de la

cruza control
gl Cuadrados F P
Medios
Entre Grupos 3 5.607 0.101 0.958
Dentro de
Grupos 34 55.026
- #- Controles no tratados#® Tx NTX%-NTxT &4 TxT—
20
14.028 14.100
LF. f L) 13318
12.324
10
5
0 T T T T 1
0
Tipo de Cruza

Fig. 12. Comparacion de controles experimentales con el control de cruza
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Los IFCx de las diferentes cruzas se muestran en €l Cuadro 9 .

,Cuadro 9. Promedios de Indices de Fertilidad Corregidos (IFCx),
Indices de fertilidad (IF), Error Estandar (ES) y Tamaiio de muestra
(N)para 7 repeticiones de moscas tratadas con talidomida nF 1 (tamafio

total)= 74.266
Concentracién NTXNT TXNT NTXT TXT
0 TFCx 1.000 1.000 1.000
i3 14.0282953 14.101 13.318 12.324
ES 0 0 0

N 8925 1199 4444 4010

0.14 TFCX 1.516 0.893 1.209
IF 21.379 11.893 14.894

ES 0.437 0.073 0.127

N 4086 3972 3995

0.153 TFCX 1.572 1.068 0.773
IF 22.1720709 14.223 9527

ES 0.70320477 0.259 0.117

IN 1010 3406 2444

0.61 TFCX 1.543 0.827 0.945
1F 21.759 11.014 11.651

ES 0.571 0.136 0.108

N 4237 3869 3406

24 IFCX 1.312 1.050 0.815
IF 18.496 13.982 10.044

ES 0.264 0.085 0.083

IN 4348 4261 3084

625 TFCX 1.049 1.032 0.968
IF 14.797 13.747 11.928

ES 0.199 0.118 0.111

n 2646 2726 2198

IV.2.1 Cruza TxNT

En esta cruza, donde las hembras recibieron el tratamiento de talidomida, el IFCx fue mayor en las
concentraciones mas bajas , siendo en 0.153 pm, 0.572 veces mayor que el testigo; y el menor, con
respecto al control lo presenté la concentracion mas alta (625um), tal que en este punto el IFCx es sélo

0.04937 veces mayor que el del control.

58



Para determinar si existian diferencias en las desviaciones obtenidas en cada concentracion, se
aplico la prueba de homoscesticidad de Barttlet, la cual confirm6 diferencias significativas entre las
varianzas de cada concentracion (P. Bartlett, B/C= 9.248, p Xi? (B/C)=0.055, p<0.05). La obtencion y

comparacion de los IFCx para cada sexo de la progenie muestra curvas similares (fig. 13).

18 — - "~ “IFCxTotal & Hembras ~ * - Machos

N

0.6

0.4 +— e —

024+———

0 T T
0.0001 0.001 0.01 0.1 |
log Concentracién [um]

Fig. 13 IFCx por sexo de la progenie par ala cruza I'xNT
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IV.2.2 Cruza NTxT

La cruza donde los machos fueron tratados con talidomida presenta una tendencia muy diferente a la

cruza anterior donde las hembras fueron las tratadas (TxN'T).

El IFCx resulté menor en las concentraciones 0.14um y 0.61pm, de tal manera que el rango de

mayor variacion en los [FCx se localiz6 nuevamente en las concentraciones mas bajas. Al igual que en

la cruza anterior, en la concentracion mas alta (625 pum) el IFCx se encuentra muy cercano al del

control y es s6lo 0.032 veces mayor que éste.

Los ES disminuyeron conforme aumentd la concentracion y la prueba de homoscesticidad de

Barttlet arroj6 diferencias significativas entre las varianzas del IFCx de cada concentracion (P. Bartlett,

B/C= 11.358, p Xi’* (B/C)=0.23, p<0.05).

18 == =[FCxTotal —#®-Hemb — - Mach
1.6 4—— = — -
14 —_— - —
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St T e o et s . o ], et . i e i o O
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—"s\q. e e e =
& Sa é:{"
o S ; SNl o T
061 - —
0.4
0.2
0 T T .
0.0001 0.001 0.01 0.1 1

Fig. 14 [FCx por sexo de la progenie par ala cruza NTxT btk
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En las concentraciones mas bajas los cambios en el IFCx van acompaiiados por fluctuaciones en el
ES peculiares, el [FCx de 0.14uM fue menor al del control y mostré un error estandar bajo, mientras

que el IFCx de 0.15uM fue mayor al control y presenté un error estandar mayor.

La obtencion y comparacion de los IFCx para cada sexo de la progenie muestra curvas similares

(fig. 14).

IV.2.3 Cruza TxT

En este sistema de cruza donde ambos progenitores fueron tratados con talidomida, las dos
concentraciones menores (0.14 y 0.153uM) mostraron la mayores variaciones en el IFCx respecto al
control al presentar el mayor y menor IFCx respectivamente, estas variaciones junto con los ES
encontrados hicieron posible que el analisis de varianza detectara diferencias significativas entre la

concentracion mas baja y el control (ANOVA, p<0.1; Tukey HSD, p<0.1) (Cuadro 10 ).

Cuadro 10. Analisis de Varianza (ANOVA) para el IFCx de las

concentraciones de la cruza TxT

gl Cuadrados Medios F P
Entre Grupos 5 0.140 222 0.077
Dentro de Grupos 30 0.063

De nuevo, el [FCx de la concentracion mas alta (625uM) es muy cercano al control (sélo 0.032

veces menor que él). La comparacion de los [FCx para cada sexo de nuevo muestra curvas similares.
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En esta cruza se recobraron los ES menores y mas homogéneos, la Prueba de homoscedasticidad de

Barttlet no arrojo6 diferencias significativas (P. Bartlett, B/C= 1.240, p Xi’(B/C)=0.871, p>0.05).

——~—-[FCx Total — ®-- Hcmbras — %~ - Machos

0.6

04

021

La curva

0.001 0.01 0.1 log Concentracién [ph]

Fig. 15 IFCx por sexo de la progenie par ala cruza TxT

de respuesta concentracion- efecto fue diferente de los otros dos sistemas y mostr6 una

correlacion negativa con la cruza anterior (NTxT) (Kendall tau b=-0.600, p<0.1) (fig. 15)
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IV. 2.4 Comparacion entre cruzas
La comparacion de las varianzas entre cruzas mediante la prueba de Bartlett arrojo diferencias

significativas (P. Bartlett, p<0.05) por lo que no pudo aplicarse el analisis de varianza, sin embargo, las
curvas de las tres cruzas se observan diferentes.
De manera consistente en los tres sistemas de cruza, el IFCx no fue lineal (fig. 16).y es en las

concentraciones mas bajas en las que se recobraron las mayores variaciones del IFCx respecto al

control, asi como las mayores fluctuaciones de las varianzas (fig. 17). En todas ellas, la concentracion

mas alta mostro6 los [IFCx mas cercanos al control y ES bajos.
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Fig. 16 IFCx de los diferentes sistemas de cruza
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V. DISCUSION

La méaxima eliminacion posible de factores de confusion es indispensable en el desarrollo de cualquier
protocolo experimental. El efecto de la metodologia sobre la variable de respuesta debe ser
determinado a través del uso de controles en los que se presenten practicamente las mismas
condiciones de manipulacién, pero en los que el posible factor causal no esté presente. De manera que

los cambios observados en aquellos organismos expuestos al factor causal puedan ser atribuidos a éste.

Por otro lado, el uso de tratamientos enérgicos puede seleccionar excesivamente a los
organismos, lo que reduce la posibilidad de extender las conclusiones derivadas de estos estudios al

resto de la poblacion.

En nuestro caso, la obtencion de los indices de sobrevivencia y sexual de las moscas tratadas,
como indicadores de la fraccidén sobreviviente de la poblacién expuesta y la presencia de controles de
cruza que descarten el efecto de la manipulacién como origen de las variaciones es importante debido a
que se prueban concentraciones bajas del compuesto. Los indices de sobrevivencia obtenidos de los
organismos tratados con concentraciones bajas de talidlomida no muestran una muerte excesiva de

organismos y tampoco una seleccién enérgica de los mismos.

El indice de fertilidad poblacional (IFCx) es un biomarcador integral dependiente de factores
como citotoxicidad, metabolismo y dafio en material genético entre otros y que se distribuye de manera
estadisticamente normal. En poblaciones expuestas a un estimulo que produce una determinada
seleccion (reflejada en el IS), se espera que la distribucion del IFCx de esta poblacién seleccionada

103

muestre desviaciones de los valores caracteristicos de los organismos no expuestos a ese estimulo .

Entre los factores que pueden estar involucrados en la desviacion se encuentran organismos en los que
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las rutas metabdlicas pueden estar modificadas, ya sea para una mayor o una menor eficiencia
(presencia de rutas metabolicas de desintoxicacion o inactivacién o ausencia de rutas de activacion del
compuesto). Por otro lado, no siempre un IS similar entre los organismos experimentales y los
controles indicara la falta de seleccion pues si bien el nimero de sobrevivientes puede mantenerse
constante entre las concentraciones experimentales y el control, la composicién de los organismos
sobrevivientes puede ser genéticamente distinta. Asi, el IS es una primera aproximacién de la seleccién

que sufre la poblacién expuesta y la cual influira en el IFCx.

La ausencia de diferencias significativas entre el IF de los controles [Xo] de cada cruza y la

cruza control descartan un efecto de la manipulacién de los organismos.

Por otra parte, la existencia de curvas diferentes del IFCx en cada uno de los sistemas de cruza
hace evidente que el sistema no es sblo capaz de responder a las diferentes concentraciones de
talidomida sino que también logra discriminar el efecto del sexo del progenitor tratado. La diferencia
entre la curva TxNT y NTxT muestra que la fertilidad se ve afectada por el sexo del progenitor tratado.
El sistema de cruzas y el evaluar el IFCx como variable de respuesta permite discriminar un efecto
materno de un dafio a cromosomas. La curva de TxT lleva por el disefio el efecto sumado de tratar a

ambos progenitores y es poco similar con las dos cruzas anteriores.

Aunque las varianzas no permitieron establecer diferencias significativas entre el IFCx de las
diferentes concentraciones en las cruzas TxNT y NTxT, el comportamiento del IFCx es diferente entre
cada concentracién, mostrando mayor variabilidad en las concentraciones mas bajas; el IFCx tiende a

ser similar al del control (IFCx=1) conforme la concentracién de talidomida aumenta.
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Este comportamiento es semejante al de las respuestas horméticas observadas por Calabrese y
Baldwin (2003) en cuanto a una potenciacién en la expresion de una funcién bioldgica particular en
concentraciones bajas. Segiin Calabrese'™, a diferencia de la respuesta en concentraciones mayores,
donde la curva dosis respuesta presenta linearidad y una respuesta positiva puede facilmente doblar los
valores basales caracteristicos de los organismos, la variacién hormética fluctia sélo alrededor de 30 a
60% del valor del control, por lo que su deteccién requiere estudios verdaderamente controlados,
tamafios de muestra considerables y frecuencias espontaneas altas para poder diferenciar entre

variaciones debidas al error y variaciones asociadas al tratamiento.

En nuestro caso los IFCx obtenidos a bajas concentraciones quedan comprendidos en un
intervalo de variacién de 60% alrededor del control y gracias al tamafio de muestra y al disefio
experimental utilizado, fue posible encontrar diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo,
no se observaron efectos adversos en las concentraciones mayores, como lo suponen las teorias de la

hormesis, sino mas bien valores parecidos al control.

La talidomida ha sido estudiada en diversos organismos sin encontrar evidencias contundentes
de su actividad mutagénica (Cuadro 11'%). Debido a su baja solubilidad en agua, se han utilizado otros
solventes inclusive para obtener concentraciones altas (como Dimetil sulféxido , DMSQ), en un
esfuerzo por asociar algin tipo de actividad genotéxica con el conocido efecto en el desarrollo'®. En
este estudio se seleccioné la concentracién menor ensayada en Drosophila (625 puM) en la cual la
respuesta reportada es negativa, como la concentracién mas alta, seleccionando concentraciones

menores que abarcan tres ordenes de magnitud.
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Cuadro 11. Resultados de experimentos con talidomida para mutagénesis. Ashby, et al. 1997

Tipo de mezcla S9 utilizada
No | Higado Higado de Rata Conejo C nes | Resultad
Humano Higado Tejido Fetal
Inducidos | Inducidos No. Inducidos No. Inducidos
con con Inducidos Inducidos
Aroclor | Fenobarbital
Mutacién  génica S.| * ‘ 8-5000pg/placa -
Typhimurium (ensayo con * 8-5000ug/placa -
2 cepas y preincubacion)
Células CHO, Ab. Crom T t ¥ * . ~ ¥ 4.8-300 uM -
Linfocitos Humanos, Ab. [ * * 1-77.5 pg/ml; -
Crom 6.3-300 pM
Linfocitos Humanos, MN | * 50-2000 pg/ml -
Mutacién Génica L5178Y | * 31-250 -
X Linfocitos
Humanosg/mi
Mutacién Somatica | * 0.625-5mM -
en Drosophila
Neuroblastos de Grillo, | * * 10-3 M -
Ab. Crom
Ratones Hembra y Macho 2760-4400 -
(C57 y CBA), MN en mg/kg; 1250-
médula 6sea (BMMN) 2000mg/kg
Conejos Hembras, 250mg/kg -
BMMN
Sensibilizacion cutanea en 1-5% -
ratén
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Nuestros resultados no mostraron efectos evidentes sobre el IFCx de las moscas tratadas en esta
concentracién, sin embargo, hacia las concentraciones mas bajas el efecto del tratamiento con
talidomida fue evidente en el IFCx. Resulta interesante notar que si nuestro protocolo hubiera incluido
concentraciones cercanas a la mas alta probada y al limite de solubilidad, el IFCx recobrado seria
similar al de las moscas testigo, con lo que el efecto de la talidomida sobre el IFCx se clasificaria
erréneamente como negativo. La falta de actividad genotéxica de la talidomida en los protocolos
realizados por otros grupos podria deberse, de manera similar, al enmascaramiento de la respuesta

genotdxica.

Las concentraciones probadas en este trabajo derivan de experimentos anteriores de nuestro
grupo en los que se encontré actividad mutagénica (p < 0.05) en células somaticas de Drosophila

melanogaster.

En este trabajo, las concentraciones probadas se elaboraron por diluciones sucesivas, por lo que
estamos seguros de que la menor de las concentraciones contiene efectivamente menos talidomida que
la anterior y asi sucesivamente. Esta estrategia metodolégica es titil si se busca comprender el efecto de

bajas concentraciones.

Ademis, el comportamiento de los IFCx en las concentraciones bajas en todas y cada una de las
cruzas se presentaron también en los IFCx obtenidos por sexo para cada una de las progenies. Esta
ausencia de efecto descarta la posibilidad de que la actividad de la talidomida involucre genes ligados

al sexo.
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Ademés de la mayor variabilidad en los IFCx en las bajas concentraciones y los IFCx muy
cercanos al control en la concentracién maés alta, todas las cruzas coinciden en presentar mayor

dispersion en las concentraciones bajas, que tienden a disminuir en las concentraciones mas altas.

La dispersion de los datos en cada muestra alrededor de un promedio puede ser evaluada por
medidas de dispersion como el recorrido o rango, la amplitud, la varianza, la desviacién estandar y el
error estandar. El error estandar de la media, es un buen estimador de la dispersién poblacional'”’. Asi,
aunque las muestras provenientes de una poblacion pueden ser predecibles en un determinado
intervalo, no se espera que dos muestras aleatorias del mismo tamafio y provenientes de la misma

poblacién tengan la misma media muestral'®,

Basado en el disefio de un experimento, se espera que todas las categorias a evaluar presenten
errores estandar similares, pues se asume que si‘la metodologia es controlada y se evitan al maximo
errores de muestreo, factores de confusion y errores sistematicos, la variacion en cada categoria debe
estar dada por las caracteristicas del sistema de prueba de manera constante. La distribucién de una
variable como el IF en una poblacién bioldgica es estadisticamente normal por la presencia de
organismos genéticamente diferentes'® y su dispersién depende de la proporcién y caracteristicas de

los organismos.

Las alteraciones fisiologicas, bioquimicas y la expresion, composicion y arreglo del genoma de
un organismo producidas por cambios ambientales o por la exposicion a un xenobiético, son aleatorias
y tienen lugar independientemente de las consecuencias que dichos cambios puedan tener en la
adaptacion al ambiente y en la sobrevivencia y eficiencia reproductiva de un organismo'', sin
embargo, la seleccién por sobrevivencia de genotipos puede tener profundos cambios en la variabilidad

alélica de la poblacién''! y alterar drasticamente las frecuencias alélicas poblacionales en periodos de
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tiempo relativamente cortos' 2. El cambio de frecuencias alélicas puede resultar como consecuencia de
adaptaci6n a ambientes contaminados''®. La exposicién a ambientes contaminados o a xenobidticos
puede resultar en un aumento (mutaciones) o disminucion en la variacién genética, de tal manera que

se seleccionen loci importantes para la sobrevivencia de los organismos en ambientes contaminados' .

Si la exposicién a un xenobidtico modifica de tal manera el equilibrio fisiol6gico, bioquimico, y
genético funcional u homeostatico afectando la sobrevivencia de los organismos, la respuesta
poblacional tendera a homogenizarse y dependerd de las similitudes genéticas entre los organismos
sobrevivientes, por ejemplo, organismos genéticamente similares con respecto a las rutas metaboélicas

relacionadas con la desintoxicacion de un compuesto.

Por otra parte, si un estimulo produce alteraciones en los sistemas de los organismos pero no
afecta de manera vital su homeostasis, el efecto recuperado puede ser heterogéneo, aunque no
necesariamente ir4 acompafiado con algiin cambio detectable en el valor promedio de la variable de
interés, ya que la respuesta poblacional esta definida por el conjunto de acervos genéticos individuales
no seleccionados. Por ltimo, si la exposicién a un xenobidtico no altera los sistemas biologicos de un

organismo, la dispersion esperada de la varible de interés sera similar a la de organismos no expuestos.

Aunque el dafio ocasionado por la exposicién de organismos (in vivo) a un xenobidtico puede
ser a nivel molecular, bioquimico, celular o funcional, entre otros, los efectos pueden ser observados en
pardmetros que involucren mayores niveles de organizacién biolégica como deterioro reproductivo''®,
aumento en la tasa de mortalidad, cambios en las frecuencias alélicas y en los niveles de variabilidad
genética''®, que dificilmente pueden predecirse inicamente con el conocimiento de los mecanismos de

b : v 5 117
toxicidad de las sustancias quimicas que los producen” .
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A pesar de que los modelos estadisticos y toxicoldgicos clasicos suponen desviaciones
muestrales constantes, cuando todas las posibles causas de error metodolégicas han sido controladas y
la variacidn en los errores estandar persiste, debe buscarse la implicacién bioldgica de tales variaciones
antes que asumirlas como variaciones inherentes al sistema o descartar al estadistico muestral en
cuestién como el estimador adecuado para el parametro poblacional. El analisis estadistico de las
distribuciones asociadas con los estadisticos muestrales, nos permite hacer inferencias sobre un

parametro poblacional desconocido' ',

El analisis de varianza (ANOVA) evalua diferencias de las medias de grupos independientes,
sin embargo, no contrasta los valores de las medias directamente sino supone a las medias de cada
grupos incluidas en el intervalo de la varianza y compara entonces la posicion de los intervalos de los
diferentes grupos tomando el valor de la varianza entre grupos, i.e., si la varianza entre los grupos a
comparar es muy grande, pero la varianza dentro de cada grupos es pequefia, entonces los grupos estan
distribuidos en un gran intervalo pero quedan alejados unosv de los otros, por el contrario si la varianza
entre grupos es pequefia y la varianza dentro de grupos es grande entonces los intervalos de los
diferentes grupos quedaran sobrelapados y se dice que no existen diferencias significativas. Dado que
el ANOVA compara los intervalo de la varianza alrededor de las medias debe suponerse que cada
grupo sigue una distribucién normal y que la varianza entre cada grupo a comparar es igual, i.e., existe
homogeneidad de varianzas. Este dltimo supuesto es necesario pues el ANOVA considera solamente
un valor para la varianza dentro de grupos al suponerla similar. La homogeneidad de varianzas, u
homoscedasticidad es importante al realizar comparaciones pues si comparamos grupos con varianzas
diferentes mediante el ANOVA la explicacién del resultado del analisis puede ser incorrecta. La falta
de homogeneidad en las varianzas generalmente es asociada con un mal manejo de las metodologias y
vuelve inutil al analisis de varianza ANOV A para evaluar bajo estas situaciones, que generalmente son

tratadas con pruebas no paramétricas, sin embargo, no siempre la homogeneidad de varianzas est4 dada
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por errores en las metodologias. En nuestro caso ademas de que el tamafio de muestra y el nimero de
repeticiones son considerables, no existen diferencias significativas en los IS de los organismos
tratados, pero si en los IFCx de las diferentes concentraciones para cada cruza. La obtencién de

varianzas diferentes en la siguiente generacién de organismos vivos tiene un significado biolégico.

Pocas veces, los modelos toxicolégicos ponen atencion a la distribucién de las desviaciones,
pues son interpretadas como variaciones inherentes al sistema, esto es cierto en modelos fisicos o
matematicos, pero no necesariamente se aplica en la evaluacion de un biomarcador integral en un

modelo bioldgicos in vivo como es el caso del IF.

La existencia de pruebas estadisticas para la comparacion de datos cuantitativos numéricos con
escalas absolutas pero con varianzas diferentes es limitada, pues generalmente son tratados con pruebas
gruesas que convierten los puntajes simplemente en signos “+” o “-* como la prueba de la mediana o
en rangos como la prueba de Kruskall-Wallis, esto hace imposible evaluar la diferencia especifica entre
grupos aun cuando los datos estan en puntajes en escalas mayor a la ordinal y evaluar las interacciones

19 Ademas,

entre las variables independientes pues no existen pruebas no-paramétricas para probarlas
el uso de la prueba Kruskall-Wallis, cuando los supuestos del analisis de varianza no se cumplen es
injustificado y especialmente no aceptable cuando no hay homogeneidad de varianzas. Aunque
Kruskall-Wallis es menos sensible a la heterogeneidad en las varianzas que la distribucién F, también
asume una homoscedasticidad de los grupos a contrastar pues al comparar sus rangos de distribucién
supone que las distribuciones bésicas a partir de las cuales se derivan las muestras son idénticas en

forma; aunque no es indispensable que la forma de la distribucion sea normal, implica que la dispersién

de los datos de cada distribucién es similar'?’.
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En nuestro caso, no sélo la evaluacién de la respuesta promedio, sino la de la dispersion en el
IFCx en las diferentes concentraciones y cruzas es importante. La mayor dispersion en las
concentraciones bajas que se obtuvo en las cruzas realizadas es indicativa de que el sistema empleado
detecta la presencia de la talidomida, mientras que la disminucién de los ES hacia las concentraciones

mas altas muestra una mayor uniformidad en la respuesta de organismos genéticamente similares.

Por otra parte, la relacién entre el IFCx promedio y su dispersién, como en las dos
concentraciones mas bajas de la cruza NTxT son similares las presentados por organismo expuestos

justo por debajo o por encima de un umbral'?'.

La talidomida genera numerosos metabolitos por hidrélisis espontinea no enzimética que
produce radicales libres que interfieren con la expresién y regulaciéon del material genético. Es
conocido que las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas por la exposicién a xenobiéticos
pueden producir la oxidacién de bases en el ADN y aunque las células poseen sistemas de reparacién
del dafio oxidativo en el ADN, algunas lesiones pueden persistir durante la replicacion del ADN y

producir mutaciones en células de mamiferos'?. *

Los mecanismos indirectos de genotoxicidad incluyen la presencia de aductos a proteinas
involucradas en la reparacién de ADN (OGG1, XPD, Ni) y las involucradas en la oxidacién celular
como el glutatién123 . Kirsch et al'** suponen que, a diferencia de los mutagenos que interactiian con el
ADN, los mutagenos que no lo hacen muestran umbrales en sus curvas de respuesta concentracion -

efecto.

El comportamiento del IFCx de moscas expuestas a concentraciones bajas de talidomida parece

presentar una respuesta hormética, posiblemente relacionada con la activacién de vias metabdlicas
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protectoras de la oxidacién celular provocada por la hidrélisis de la talidomida al generar una

sobrecompensacién en las concentraciones bajas.

Los IFCx obtenidos en las concentraciones experimentales son diferentes de los de las moscas
testigo, por lo que concluimos que concentraciones bajas de la talidomida tienen un efecto sobre la
fertilidad de moscas (Drosophila melanogaster) que se refleja, tanto en el promedio como en la

dispersion de los datos.

La evaluacién de la fertilidad es un acercamiento al estudio en linea germinal, por lo que es
necesario que en estudios futuros se caracterice el efecto transgeneracional de la talidomida para
determinar si el efecto en la fertilidad es derivado de alteraciones en la diferenciacién gonadal
somatica, de citotoxicidad en las células de la linea germinal o de dafio a material genéticb, entre otros

posibles.

Finalmente, estamos convencidos que la evaluacién de riesgo de la talidomida y de otros
compuestos, debe incluir la caracterizacion de la curva concentracion-efecto en concentraciones
realmente bajas, utilizar tamafios de muestra considerables y no concluir sélo a partir de la
comparacién de los promedios de los biomarcadores evaluados, sino también involucrar otros
indicadores como la dispersién o la tendencia de la curva concentracién-efecto que reflejen la respuesta

diferencial de los organismos ante los estimulos del ambiente.

Asi, es necesario que antes de ampliar el uso de la talidomida para el tratamiento de otras
enfermedades se reevalue su genotoxicidad en concentraciones mas bajas, utilizando diversos

protocolos y sistemas de prueba.
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VI. CONCLUSIONES

El IFCx de moscas expuestas a concentraciones bajas no es lineal.

El IF de la concentracion mas alta no muestra diferencias con su control ni el de cruza y muestra

los menores errores estandar.

La alteracion de la fertilidad aparentemente no esta ligada a dafio a cromosomas sexuales en

Drosophila melanogaster.

La dispersion asociada a los IFCx disminuye conforme aumenta la concentracion de talidomida

probada.

La fertilidad esta asociada con el estado de las células germinales en el organismo y su alteracién
es un buen indicador de la existencia de actividad genotdxica transgeneracional.

La fertilidad de moscas expuestas en el estado larvario a talidomida es diferente de las moscas

testigo.
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Apéndice 1. Historia de la Talidomida

La talidomida fue sintetizada originalmente por una farmacéutica suiza interesada en producir un
sedante en 1954, pero fue descartada por no mostrar los efectos deseados en animales de laboratorio,
sin embargo, como la estructura de la molécula sugeria un posible efecto sedante, la firma quimica
alemana Chemie Griinenthal retomé el desarrollo del compuesto y lo probé como anticonvulsivo para
tratar epilepsia, si bien no preveia convulsiones trabajaba como hipnético, induciendo rapidamente
suefio profundo nocturno sin efectos secundarios y su sobredosis causaba suefio prolongado pero no la

muerte, ademas, parecia no ser téxica pues la LDsy no pudo ser establecida en ratén'>.

La talidomida fue comercializada inicialmente en 1956 bajo el nombre de Contergan® (fig. 17)
en la Repiblica Federal Alemania, Alemania Occidental. Para 1960 el Contergan® era la tableta
favorita del suefio en este pais, de costo moderado, disponible sin prescripcién médica y ampliamente
usada en casas, hospitales e instituciones mentales. Rapidamente, compaiiias farmacéuticas en otras
ciudades, empezaron a lanzar al mercado la talidomida bajo licencia de Griinenthal. Distillers
Biochemicals Ltd. lanzé al mercado del Reino Unido, Australia y Nueva Zelanda la talidomida bajo el
nombre de Distaval® en 1958, sin embargo, aunque fue autorizada sélo bajo prescripcion médica fue
ampliamente utilizada para tratar sintomas comunes del embarazo temprano. Desde Portugal, la
talidomida alcanzé canales de distribucién locales e internacionales como la compaiiia Softenon. En
Canada, la compaiiia Frank W. Horner Ltd de Montreal comercializ6 la talidomida bajo el nombre de
Talimol® y la filial canadiense de la Wm.S.Merrell Company de Cincinnati bajo el nombre de

Kevadon®.
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En septiembre de 1960, la Wm.S.Merrell Company solicité a la Oficina Federal de
Administracién de Medicamentos estadounidense (Federal Drugs Administration; FDA) su
autorizacién para vender Kevadon® en los Estados Unidos, si bien ain no existian reportes de efectos
colaterales de la talidomida, en los meses siguientes se publicaron algunos reportes en revistas médicas
alemanas que asociaban el uso prolongado de la talidomida con el desarrollo de neuritis periférica
irreversible, inflamacién de nervios caracterizada por el debilitamiento o la abolicién de los reflejos
osteotendinosos, atrofia muscular, reaccion de degeneracion completa o parcial, hipotonia, trastornos
de la motilidad y de la sensibilidad, dichos pacientes se quejaban de comezén en las manos,
alteraciones de los sentidos y finalmente de alteraciones motoras y atrofia del pulgar, por esto la
talidomida no fue aprobada para uso clinico en los Estados Unidos, tal decision fue tomada gracias a la
Dra. Helen Brooke Taussig de la Escuela de Medicina Johns Hopkins y la investigadora de la FDA
Dra. Frances Oldham Kelsey que alert6 acerca de la seguridad de la talidomida y que fue galardonada
con la French Chevalier Legion d'Honneur, el Premio Italiano Feltrinelli, la medalla de Honor
Presidencial de Peru, el Premio Elizabeth Blackwell y la Medalla de la Libertad de los Estados Unidos
entregada el 7 de Agosto de 1962 por el Presidente John F. Kennedy (fig. 18), por la prohibicién de la
liberacién de la talidomida en este pais, sin embargo, la farmacéutica Wm.S.Merrell Company habia

enviado en Abril muestras médicas a miles de médicos en los Estados Unidos.'*®

Fig. 18 Frances Oldham Kelsey recibiendo la medalla de la
libertad de manos del Presidente John F. Kennedy
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En poco tiempo, fueron comercializadas en otros paises preparaciones compuestas que combinaban
la talidomida con otras drogas para el tratamiento de diversas indicaciones como asma, hipertension,
migrafia, nerviosismo, neuralgia, e incluso fue combinada con aspirina para el tratamiento sintomatico
de gripes y catarros; algunos de estos preparados eran Asmaval®, Tensival®, Valgraine®, Valgis®,

Algosediv®, Peracon®, Expectorans®, Gripes® y Polygrippan®, entre otros.

La talidomida era ampliamente usada en hospitales para calmar a los nifios en estudios clinicos
como los electroencefalograficos, incluso, una forma liquida hecha especialmente para nifios llegé a ser
usada por nifieras de la Alemania Occidental. En Gran Bretafia, un anuncio enfatizaba la seguridad de
la talidomida con una fotografia de un bebé tomando una botella de medicina. Como antiemético
ayudaba a combatir las nauseas del embarazo y por supuesto la talidomida ofrecia a las mujeres
embarazadas noches sin malestares. Se estima que tan s6lo en Alemania en 1960 Griinenthal

manufacturé 14.6 toneladas de talidomida'?’.

En octubre de 1960, durante el Congreso Anual de Pediatria (Meeting Annual of the Pediatricians)
en Kassel, Republica Federal de Alemania, los médicos W. Kosenow y R.A. Pfeiffer del Instituto de
Genética Humana de Miinster presentaron el caso de dos infantes fuertemente deformados que
sospechaban se trataba de una nueva entidad clinica pues nunca habian visto esta combinacion de
anomalias en un infante'”®. Las fotografias y los rayos X mostraban que casi todos los huesos largos de
los brazos de los nifios no se habian desarrollado, sus brazos eran casi tan cortos como sus manos
extendidas. Sus piernas se hallaban menos afectadas pero mostraban signos similares de alteraciones en
el crecimiento. Ambos infantes presentaban un largo hemangioma —tumor de la piel que forma una
pequefia mancha punteada de un rojo vivo o violaceo— que se extendia desde la frente hacia la nariz y a
través del labio superior, ademas, uno de ellos presentaba estenosis duodenal, constriccién al principio

del intestino delgado. La deformidad de los limbos que presentaban los infantes era caracteristica de
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una malformacién congénita conocida como focomelia (del griego phoke: foca, y melos:limbo). La
focomelia es sumamente rara y generalmente afecta sélo un limbo. Kosenow y Pfeiffer reportaron que
no habian hallado incompatibilidad en los tipos sanguineos de los padres, anormalidades cromosémicas
en las células de ambos nifios, ni alguna indicacién hereditaria en la historia de ambas familias que

129" el médico pediatra suizo Guido

pudiera estar relacionada con tal condicién. Segun Taussig (1962)
Fanconi, que habia estado interesado en las deformidades congénitas declaré que tampoco habia visto

nunca infantes afectados de tal manera. Desafortunadamente la exposiciéon del caso no atrajo la

atencion de una gran audencia.

A lo largo de 1960, la incidencia de focomelia en Alemania Occidental habia aumentado, mientras
que en ese aflo se reportaron 27 casos en Miinster, 30 en Hamburgo y 19 en Bonn, en 1959 sélo se
presentaron alrededor de una docena de casos de focomelia en toda Alemania Occidental y en la década

anterior habian sido quizas 15 casos en todo Alemania Occidental'*.

Para abril de 1961, ya habia un numero suficiente de efectos reportados en Alemania Occidental y
la talidomida como otros farmacos fue recetada bajo prescripcion médica, sin embargo, ya era

suficientemente popular y continué siendo usada ampliamente en casas y hospitales de este pais.

En octubre de 1961, se iniciaron cuatro investigaciones diferentes en Kiel, Miinster, Bonn y

Hamburgo.

En el estudio realizado con 32 casos en la ciudad de Kiel y sus alrededores, H.R. Wiedemann
determiné un conjunto de malformaciones asociadas en estos nifios como enfermedades congénitas
cardiacas, microftalmia (desarrollo anormal del ojo y sus anexos), coloborna (fisura del ojo) y

malformaciones renales entre otras, ademas, encontré6 que las malformaciones seguian un patrén
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especifico aunque con diferentes grados de severidad. Las anomalidades de los huesos largos de los
brazos caracterizaban la mayoria de los casos, con las piernas involucradas en la mitad de estos. El
radio o ulna (huesos del antebrazo) o ambos estaban ausentes o malformados. En casos extremos el
humero (hueso del brazo superior) también se hallaba ausente. De manera general, ambos brazos
estaban afectados aunque no necesariamente de la misma manera. Cuando las piernas estaban
involucradas, los huesos de la cadera no estaban totalmente desarrollados. La dislocacién de la cadera y
la rotacion de la cabeza del fémur hacia fuera provocaban que los pies se encontraran deformados hacia
fuera. En los casos mas severos, los infantes no presentaban brazos ni piernas y generalmente morian

por no poder ponerse boca arriba en los cuneros o por neumonia debido a la falta de ejercicio.

En el estudio realizado en la ciudad de Miinster con 34 infantes, Pfeiffer y Kosenow no
encontraron evidencia de que la deformidad limbica fuera hereditaria y sefialaron que el hemangioma
~ facial era el rasgo mas caracteristico del sindrome, aunque la nariz aplanada también era comtin y en
algunos casos, la oreja se hallaba ausente con el canal auditivo situado anormalmente bajo, ademas,
muchos nifios mostraban parélisis facial y una gran variedad de malformaciones en dérganos internos
predominando el tracto digestivo y el aparato circulatorio, sin embargo, muchos de los nifios parecian
normalmente inteligentes. En este estudio, Pfeiffer y Kosenow concluyeron que el causante del dafio
era un agente ambiental desconocido que afectaba al embrion alrededor de la tercera y hasta la sexta
semana de embarazo, periodo en el cual la gran mayoria de las mujeres desconocian estar embarazadas.
Taussig '*' refiere que se pens6 entonces en un agente viral, una infeccion por rubéola o sarampion
durante este periodo critico resultaba en malformaciones severas pero no en el patrén de
malformaciones presentadas por los infantes afectados, que hasta este momento se habian presentado

todos solo en Alemania Occidental.
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El 8 de noviembre de 1961, Widukind Lenz, con base en el estudio realizado en Hamburgo
determin6 que el farmaco Contergan® era la causa del aumento de la focomelia, Lenz al igual que
otros investigadores habia realizado encuestas a los padres de infantes focomélicos y a los médicos que
atendieron estos embarazos preguntando por exposicién a rayos X, drogas, hormonas, detergentes,
comidas y conservadores de alimentos, anticonceptivos y pruebas de embarazo y todo aquello a lo que
la madre podia haber estado expuesta durante las primeras semanas de embarazo. Los resultados
mostraron que 20% de las mujeres habian tomado Contergan® durante el embarazo, sin embargo, en
una encuesta posterior al preguntar especificamente por el Contergan®, 50% de las mujeres report6 su

uso al considerarlo inocuo'2.

El 15 de noviembre de 1961, Lenz alert a la farmacéutica alemana Chemie Griinenthal que el
Contergan® era sospechoso de causar el catastréfico aumento de la focomelia y pidié sacarlo del

mercado.

El 20 de noviembre de 1961, durante la realizacién de un congreso de pediatria en la ciudad de
Dusseldorf, Alemania Federal, la comunidad médica se declaré alarmada por el misterioso incremento
en el nimero de nacimientos focomélicos y se propuso a la radiaciéon como causa de las deformaciones,
sin embargo, en esta reunién, W. Lenz declaré sospechar que una nueva droga usada en sedantes y
tabletas para dormir era la causante del “Sindrome de Wiedemann” como ¢l lo llamé, sin embargo, no
mencioné el nombre y sélo refirié haber avisado al fabricante. Taussig '>* menciona que esa noche un
médico aleman se acercé a Lenz y dijo “Podria decirme confidencialmente, ;es la droga Contergan?, le
pregunto porque mi esposa y yo tenemos un nifio con esas caracteristicas y mi esposa tomo
Contergan”. Antes de que el congreso concluyera la mayoria de los médicos sabian que Lenz

sospechaba del Contergan®.
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El 26 de noviembre, Griinenthal retiré la droga y todos los compuestos que la contenian del

mercado aleman.

El 28 de noviembre de 1961, el ministro de salud de Alemania Occidental emitié un cauteloso
comunicado que sefialaba al Contergan® como el principal sospechoso causante del incremento de la
focomelia. Los medios de comunicacion rapidamente alertaron a las mujeres embarazadas a no tomar

la droga. Para agosto de 1962, era ilegal poseer talidomida en Alemania Occidental'**.

El 27 de noviembre de 1961, W.G.McBride médico de New South Wales, Australia comunico a las
oficinas en Australia y Londres de la compaiiia Distillers Biochemicals Ltd. que el Distaval era
causante de focomelia. Entre abril y noviembre de 1961 McBride habia atendido seis partos de infantes
con focomelia severa. McBride se percaté que en las historias médicas de las madres se reportaba el

uso de Distaval® en todos los casos.

El 3 de diciembre de 1961, la compaiiia Distillers Biochemicals Ltd. retiré la droga del mercado
inglés. El 16 de diciembre del mismo afio apareci6 un reporte de. McBride en la revista The Lancet que

sefialaba

A.L. Speirs médico de Stirligshire, Escocia, revisé diez casos de focomelia que habia atendido en
los meses precedentes y concluyé que 8 de las 10 mujeres habian tomado Distaval ® durante su
embarazo temprano. De la misma manera, médicos de todo el mundo, Reino Unido, Kenia, Japén,
Suecia, Bélgica, Marruecos, Suiza, Israel, Pert, Canadé, Brasil, Australia, Nueva Zelanda y EUA entre

otros empezaron a reportar casos similares al Distaval como la causa de las anormalidades (fig.19).
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Para Diciembre de 1961, no habia duda de que la talidomida jugaba un papel importante en la
induccién de focomelia y se emitieron alertas en diarios, radio y television alemanas para que las

mujeres embarazadas no tomaran la droga,135

A pesar del retiro de la talidomida del mercado, el problema no habia terminado, muchas tabletas
de talidomida aun estaban en manos de consumidores desinformados y muchos infantes afectados atin
se encontraban en gestacién. Se estima que en Alemania la talidomida ain permanecia a la venta en

13 Ademss, la confusién por los nombres de las marcas

algunas tiendas seis meses después de la alerta
en los diferentes paises inhabilité el embargo, por ejemplo, las autoridades brasilefias incautaron 2.5
millones de pildoras seis meses después del retiro en Alemania, junto con 100 toneladas de talidomida
sin envasar'”’. En Italia y Japén la talidomida aiin permanecia en las tiendas nueves meses después de
su retiro en Alemania.'*® En los Estados Unidos de las mas de cinco toneladas que la Wm.S.Merrell
Company habia repartido como muestras médicas, mas de 2 toneladas no fueron recuperadas por lo que

el presidente de ese pais, John F. Kennedy, alerté a la poblaciéon norteamericana durante una

conferencia de prensa a revisar su botiquin en busca de talidomida.

Inmediatamente los médicos comenzaron a realizar estudios prospectivos preguntando a las
mujeres embarazadas acerca del consumo de talidomida para poder correlacionar el consumo de la
droga con el estado del bebé al final del embarazo. Taussig '*° cita el caso de un obstetra aleman que
realiz6 una encuesta a 65 mujeres embarazadas y sélo una reporté el consumo de talidomida, el médico
declaré que si ella tenia un bebé anormal él creeria en los estudios de Lenz, ella lo tuvo. W. von
Massenbach realizé un estudio con 350 mujeres embarazadas en Liibeek, y encontré que 13 habian
tomado Contergan®, 6 durante la segunda mitad del embarazo y 7 en los primeros cuatro meses y
medio, de estas, dos tuvieron bebés con focomelia, una tuvo un bebé con atresia anal y cuatro tuvieron

bebes normales. Una revision de los reportes clinicos de Dusseldorf hasta marzo de 1961 mostré que
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300 mujeres que no habian tomado Contergan® tenian bebés saludables, mientras la mitad de las que

habian reportado su consumo tenian bebés focomélicos.

Mientras tanto, Lenz realizaba estudios para conectar la presencia de focomelia con el periodo
exacto de consumo de la droga, para ello, consideraba el consumo de Contergan® con base en las
historias médicas de los hospitales o si las madres mostraban una copia de la prescripcién, esto era
dificil ya que antes de 1961 la talidomida era vendida sin prescripcién médica en Alemania Occidental
y porque las enfermeras de hospitales alemanes daban tabletas para dormir libremente a los pacientes.
En un caso, Lenz mencioné que la madre aseguraba no haber recibido Contergan® durante el embarazo
pero su bebé presentaba focomelia, Lenz entrevist al médico y éste insistié en haber recetado otro
sedante a la madre, ante tal insistencia, Lenz acudié a la farmacia y encontré que la receta tenia una
breve nota: “Drug not in stock. Contergan given instead” (Medicamento inexistente en bodega, se dié

Contergan en su lugar)'*.

Es imposible determinar el nimero exacto de infantes focomélicos nacidos en Alemania Occidental,
pero el brote fue devastador'*'. Los registros del Instituto de Genética Humana de Miinster muestran
tres casos de focomelia bilateral en 1959, 26 en 1960 y 96 en 1961. Se estima que alrededor de 10,000
a 12,000 nifios fueron afectados en todo el mundo y de ellos sélo 5,000 sobrevivieron a la infancia“z;
tan sdlo existen 6,000 casos reportados de malformaciones inducidas en la Republica Federal de
Alemania. Ademas, se estima que 40,000 personas desarrollaron neuritis periférica por el uso de la

143

talidomida ™, sin embargo, pese al gran numero de infantes afectados pudo haber un numero

considerable de abortos tempranos de los cuales no se tuvo referencia alguna.
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