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RESUMEN

En el ambiente existen una gran variedad de agentes y factores a los que los seres vivos estdn
expuestos, mismos que pueden provocar mutaciones, procesos relacionados con c(:ncer ola
inducclion de malformaciones durante el desarrollo. La Toxicologla Genética identifica fdcfores
capaces de interactuar con el material gensdtico de los organismos, esiudiay Iés‘ posibles
mecanismos asoclados con su actividad genotdxica con la finalidad de establecer los
mdrgenes de seguridad requeridos para la exposicién controlada de los seres vivos. :

El clorhidrato de sibutramina es un medicamento aprobado por la FAD a partir de 1999,
empleado en los tralamientos prolongados para la reduccién de peso. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto . teralogénico del clorhidrato  de sibutramina a través de la
prueba Drosophila Teratogenesis Test (DTT) en la cepa silvestre Canion-S de Drosophila
melanogaster.

Larvas de 72 4 horas cde edad fueron expuestas por alimentacién en medio instantdneo
Carolina, a un tralamiento - subcrénico mediante diluciones progresivas del compuesto,
considerando la dosis dicria recomendada para el hombre {10 mg). Posterior al tratamiento los
organisrmos recobrados en las series testigo como en las experimentales fueron fijados en
alcohol al 70% para su andlisis al microscopio. 3e registré el Indice de sobrevivencia, el Indice
sexual y la frecuencia de alteraciones. Los resultados mostraron un incremento en el nOmero de
organisrmos recobrados en las series lratadas, atiibuido al esiimulo que representa la exposicién
al clorhidrato de sibutramina; con respecto al indice sexual no se enconfraron diferencias
significativas y por Ultimo, en cuanio a la induccién de malformaciones se obtuve un
incremenio significativo en la frecuencia de alteraciones que comprometieron a las placas
genital v anal de hembras y placa genital de machos en los lotes experimentales.




INTRODUCCION

En la actudlidad, la contaminacién producida por el hombre ha generado una gran cclnﬂdod
de compuestos reactivos que estén presentes en la biosfera como resultado de los’ procesos :

industriales y de la combustién incompleta de las fuentes energéficas como el carbén’ y lc'f
gasolina, Como resultado de esta acﬂvfdcd los seres vivos estén expuestos a agemes qulm' ‘ osf:

amblientales pofenciolmenfe noclvos (Tyler, 1994)

Las consecuenclas de ia axposlcién a dlversos fac.tores han sido estudiadas princlpulmente en las
células geminales de diversos - orgonl mos, sin embargo con el fiempo se ha acumulado
informacién de su impacto .en las células somdlicas, haclendo evidente la importancia de la
deteccidén y el estudio de este tipo de procesos sobre todo para el hombre, ya que muchos de
ellos se relacionan con céncer o la induccién de malformaciones (Ames et al., 1973; Ames, 1983;
Moutschen, 1985). Enfre los factores implicados en la produccién de alteraciones congénitas, se
incluye también a los contaminantes amblentales con capacidad mutagénica y teralogénica,
ademds de ofros cuya accién se manifiesta en infertilidad, aborto y muerte fetal,

Gran parte de los agentes genoféxlco's son promutdgenos y/o procarcinégenos, por lo que al
entrar ai organismo sus gsnofoxinas son fransformadas, en érganos como el higado, el 1iién o
testiculo, 'q'de'rivados altamente recctivos capaces de unirse a macromoléculas (Vogel, 1991).

vl;c‘;Téxicéléglc Gensétlica es la disciplina clentifica que identifica factores capaces de

=" interactuar con el matericl genstico de los seres vivos, determina los mecanismos asociados con

g 1a actividad genotdxica y establece los margenes de seguridad requeridos para la exposiclén
controlada de los seres vivos, con base en la predicclén del riesgo asociado a la exposicién,
También estudia los mecanismos de ingreso. transformacién y excrecion de los téxicos, con la
finalidad de entender las causas que generan la diferente susceptibilidad, que existe en la
respuesta de los diferentes organisrmos y especies.

Para lograr este objetivo, se han desarrollado diferentes metodologias empleando modelos
biolégicos o sistemas de prueba, incluyendo sistemas in vivo e in vitro, asf como organismos de
diferente complejidad en la escala evolufiva, como: bacterias, levaduras, insectos, plantas y
mamiferos {(Dean, 1981), cuya respuesta en conjunto estima el posible impacto en los seres
humanos {Cassarett, 197&; Sorsa, 1982; Brusick,1987}) y a través de los cuales se han obtenido
durante los Oltimos 20 afos, datos importantes en lo referente al daiio ocasionado a la salud del
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hombre, lo cual de ofra rnunero sélo hubiera sido posible con la exposlcién acmdentul a eslcs
sustancilas(Cassarett, 1978; Brusick 1987 y 1988). Estos modelos son evaluodos con bcse en Su )
capaciclad de respuesta, de tal forma que sélo aquellos que resultcm sensibles y capcces de
discriminar entre los diferentes tipos de daiio, son ccepfczdos para uscuse de mcmerc ruﬂnario
(Tabla 1}. : i

Metabolismo

ta magnitud de la respuesta toxica en un organismo determinado depende del tipo de
exposicion (dosis, tiempo, ruta y via de ingreso) y de factores relacionados con las
caracteristicas del organismo, del medio amblente y de la sustancia misma (Albert, 1988).
Existen cliferentes rutas de Ingreso del toxico al organismo: ingeslién, respiracién, contacto, via
infravenosa, intraperitoneal, intramuscular y subcutdnea. Por ofro lado, con base en la
magnitud del periodo al cual son expuestos los organismos al téxico, con relacién a la duracion
de su ciclo de vida, y la dosis administrada, las exposiciones se ciasifican en: a) crénicas, b)
subcrénicas y c) agudas.

La absorcion, distribucién, biotransformacién y excrecién de los agentes genoldxicos, requiere
del transporte de sustancias a iravés de las diversas membranas celulares, por lo que deben
tenerse en cuenta los mecanismos mediante los cudles los compuestos pueden atravesarlas, asf
como las propiedades ﬁsicodufmlccs”de las moléculas vy de las membranas que afectan esta
transferencia, por ejempio: Iofncﬁo, formay grddo de lonizacién de las moléculas, a solubliidad
relativa en lipldos de las formcs lonizcdc: Y no Ionizoda, entre otras (Goodman et al., 1990)
(Figura 1).

La absorcién déscn‘be la veloycld‘cd‘con la que un compuesto abandona el sifio de entrada en
el organismo y depende de Io:'solublllddd dél compuesto, drea de transferencia, gradiente de
concen"lrar‘:lér.}, .cdéﬂcienie de iransferencia de las membranas y capas de células hasta llegar
al torrenté sanguineo. La distibucion también puede estar restringida por la unién del
compl)esto a proteinas plasmdticas, lo que limita su concentracidn en los tejidos y en el sitio de

’ accién. Debido a que la unidn de los compuestos con las proteinas plasmdticas puede ser

: p'éco especilfica, los compuestos con caracteristicas fisicoquimicas similares pueden competir
entré si-y con sustancias endégenas por los silios de unién. La exposicidn directa al compuesto
finaliza comdnmente con su biotransformacién y excrecién, pero también puede deberse a su



redistibucién desde el smo de qcclén a olros 1e]idos o smos (Goodman ef al., 1990 Tlmbrell -
1989). ‘ fo T :

membranas celulares
excrecién. Asl, la bioqu fo
menos liposolubles ‘increment xcrecion .y, disrhlnuye su volumen de dlsfnbuclén ‘Esta :
blotransformaclén reduce la'carga de squoncias extrancs y es cn’tica poro la supervlvenclo del ':‘:
organlsmo. : 7 g : : mr o

'Esios conjuntos de reacclones son catuhzodos por enzimas, que frcnsformcm a Ios compuestos
endégenos. Se d|st|nguen dos tipos de reacciones metabdlicas, Ios Ilomados de fase | y las de
E fcse [ Lcs reccclones de fase | convierten al compuesto original en un metabolito mds polar por
cién, reducclén o hidrélisls. Las reacciones de fase |, que también se denomlncnfl
ccciones de con]ugoclén o sintesis, requieren de la unidn del compuesto o de su metabolito -
L polqr, ‘con un sustrato enddégeno como glucuronato, sulfato, acetato o un aminodcido °
g L (‘(“:“ojo‘dmon’ et al., 1990; Timbrell, 1989; Vogel, 1991). Las células cuentan con dos sistemas de

ey enilmc:s que actian en la fase 1, las amino-oxigenasas y los citocromos P-450. Ambos sistemas se
- encuentron locdlizados en el reficulo endoplasmético liso del hepatocito (designado en
; centnfugoclones diferenciales como fraccion microsomal). Las. primeras oxidan aminas y

B cpmpuestos sulfurados y los segundos estan formados por dos protefnas diferentes, una tlene
'Vyfunc‘lén' de reductasa y la ofra es una hemoproteina con actividad de oxigenasa. El estudio de
:lors genes que codifican las enzimas que parlicipan - en la transformacién metabdlica de los
compuestos, sugiere que éstos evolucionaron como un mecanismo que elimina a los
consfiiuyentes téxicos de los alimentos, como fiavonas, terpenos, esteroides y alcaloides, asl

.- como a los téxicos ambientales (Goodman et al., 1990).

En algunos casos, la biolransformacién deriva en la bioactivacion del compuesto, es declr, se
producen metabolitos que son mas téxicos que la molécula original. En consecuencia, un
producto quimico pueda interactuar vy allerar el DNA dependiendo de sus propiedades
fisicoqulimicas, asf como de la intensidad, forma y duracién de la exposicién, la dote genética de
los organismos, sexo, edacl, hdbitos, salud, prefiez, exposicién a multiples factores y asociacidn con
otras enfermedades, entre otros factores (Ames, et al,, 1973; Clayson 1980 y Graf et al., 1984).



Tabla 1. Pruebas ernpleadas enla evc:luaclén genotéxlcd de diferentes xenobléticos (fomado
de Vega, 1985} .

Tipe de dafio EN CELUI.AS SOMATICAS EN CELULAS
investigado : <
sin V”’° BN In vive GERMINALES
R in vivo
1) Pruebios en cullivos de - 1) Microntcleos [MN} 1) Prueba de letales
células de mamileros dominantes y de
Aleraciones : i translocaciones

cromosémicas

heredables en Drosophiia

-Abernaciones cromosémicas 2} Andlisls clitogenético
S : - de las células de la 2) Prueba de letales
médula &sea dominantes en 1alén
- Int nblo de alidas -Aberraciones .
hemanas B cromosémicas 3) Prueba de franslocociones
v ; . . enatén
4} Andllsis cltogenético de
células gemminales
5) Prueba de no-disyuncién
cromosémica
1) Pruebias bccfedanus 1) fruebas de . - 1) Pruebas de letales recesivos
mutaciones - figados al sexo en
Mutacién enun locus Drosophila
génica especlfico .
2} Pruebias de levaduras (ratén) 2) Prusbas de mutaciones en
{ Prueba de Ia unlocus especifico en ra-
mancha . 16n : mutaciones esquelé-
3) Pruekas de hongos o Spot test) ticas , morfolégicos.

4) Pruebyas de cultivos de
célukis de mamiferos

electo-
foreticas, etc.

3) Anomalfas de los esperma-
tozoides en la descenden-
cla (ratén)




INHALACION

PLASMA :

“ABSORCION |~
- CUTANEA

ABSORCION

‘Fiéurd 1. Eta“posidé la lrnterdf:élén ‘entre' un»xe'r'\obléﬂco vl rgqn[smos (Tom_ddo ae Yegu 1‘985). :

Con base en el fipo de electo que provocan los diferentes éompuesfos en los organismos, se les
ha clasificado de la siguiente manera: 1) mufdgénos, son sustancias que producen cambios
gendticos heredables que se manifiestan en la descendencia de los organismos expuestos; 2)
carcindgenos, son compuestos que actian en células somaticas alterando la regulacién del
ciclo celular, el daio se hereda sélo dentro de la estirpe celular, lo que genera ia formacién de
clonas, dando origen a procesos malignos como el cancer; y 3) teratégenos, los cuales actian
preferentemente durante la organogénesis, provocando alteraciones que se expresan ¢omo
malformaciones congénitas las cuales, aunque no son heredables, alteran el desarollo de los
organismos, llegando incluso a ser letales (WHO, 1984) (Tabla Il}.




. Tablc Il Clasiﬂcccién de los compuestos de acueldo con su efecto en los organlsmos (Tomodo de Vega,
I985) e 2

CLASIFICACK')N

: ‘CELULAS SUSCEPTIBLES O . VPE‘RIODO_DE §USCEPTIBILIDAD
oo BLANCO S
Mptdgeno Germinales R Todos Ios estadios dela
S lgam' fogénesls
: ,Cc‘:‘lrclntlbgenOiA B Somdaticas g ';~ menfe todos las
' ‘ ‘ ' _etapas del clclo celular
Terotéygeno Tejidos inmaduros - | Perlodos de diferendacién

St temprcma

Blologia del desarrollo

La ontogénesis o embriogénesis, de un individuo’ cérre“sbo“nde"'d dnc sucesién continua de
cambios y variaciones rnds o menos comple‘cs (Figuro 2) El descm'ollo embrionario posee
caracterlsticas que marcan fases durante ias que se desorrollon los procesos del mismo orden. El
quieren de la sucesién cronolégica de las

iniclo del desarrollo en la mayoria de los orgcmlsmo re
siguientes etapas:
q} Fertilizacién

b} Segmentacion

c} Gastrulacion
d) Organogénesis

El desarrollo de la ingenierla genédtfica es decir, el amreglo dirigido de genes dentro de
receptores biolégicos, ha permyiﬁdo un gran avance en la investigacion del desarrollo
embriorario en insectos, anfiblos y mamiferos, llegdndose a establecer el mecanismo por el cual
las células logran una diferenciacién en este proceso (Wolpert, 1998).

La estructura de un organismo estd controlada por sus genes. La informacién genética fluye del
DNA al RNA y a las proteinas. Durante el proceso de la transcripcion, la secuencia de bases de



» ico se 1rcnscr|be, formondo unu solo hebro de RNA, Después de
i Io transcripcién, el RNAm pusa o los ribosomas, que smfehzan la ordenocién secuencial de los

fipo de genes que pcrflc!pan en’ el control del desarrollo ¥ cuya funcién especifica es la de
determinar el pairén corporal.’ El sxsfema de regulclclén genética consiste en tres clases de
genes cue confrolan el pairén de desamollo: 1) los productos de los genes de polaridad del
huevo acttan definiendo las cootdenadas espaciales del embrién, mediante la formacion de
gradientes del morfogen en el huevo; 2} los genes de segmentacion, interpretan la informacién
de posicién proporcionacia por el gradiente inicial del morfogen. Estos genes dividen el embrién
en una serie de segmentos, las unidades bdsicas modulares a partir de las cuales se construyen
los Insectos y 3) los productos de los genes de segmentacién modulan la expresién de los genes
homedticos selectores, que mantienen la diferencia entre un segmento y ofro (Grifiths, 2000).

Por medio de las actividdades cbmbln'czdcs de los genes de segmentacién y de los genes
homeéticos selectores, ‘las células de cada segmento reciben la informacién de valores
poslcloncles; que gufa su cbhborfdmiento posterior. Por ditimo, en el interior de cada subdivisién
de los segmentos del cuerpo, las células se comunican entre sl generando los detalles concretos
de la estructura modurd. gobernada aparentemente por la funcién de intercalacién de la
informacién (Wolpert, 1998). ‘

Durante las divisiones celulares que ocumren después de la fertilizacion, las células toman
diferentes formas, tamcfios, funciones y potenciales, ademd@s de establecer relaciones
espaciales particulares. Todos estos eventos ocumen segun factores definidos de fiempo. En
algunas especies como 2! ratén, las células que se forman en las primeras divisiones poseen
todas el mismo potencial. A medida que la divisibn celular procede, las células diferentes se
orlentan hacia la formcacién de sélo un niumero limitado de tipos celulares. Las células
determinadas estén desﬁnadas a diferenciarse en una forma especifica y sus células hijas
heredan este programa. La determinacién viene seguida de una diferenciacién, adquisicion de
diferentes fenotipos, ya sea a nivel morfolégico o de propiedades bioquimicas. Existen
evidencias que indican la existencia de un mecanismo de expresiéon génica diferencial, tanto
en el tiempo como en el espacio, que determina el desarrollo y la diferenciacién.
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En D(bsbbhila:{ se han recilizado estudios a nivel mql_éé:uldr con la finalidad de cofrelacionar los
cambbs espacio-temporales con’ Ia'”expre'sién génica diferencial. Los segmenios que se
" observan 1anfo en: moscas en desarrollo, como‘en adultas se encuentran normalmente
asoclados con caracteres morfoléglcos espec!ﬂcos como ojos, antenas, alas y patas. Se han
' kldenﬂf icado grupos de mutantes en Drosoph:la (antenapedia, bithorax, etc.), en los que los
carqcteres morfoléglcos pcrflculares se desarrollcm en posiclones anormales. En antenapedia
por ejemp!o, aparecen potcs donde deberfan encontrase antenas. Los genes que estdan
involucrados en este  fipo" d‘ 1rcnsformcclones morfolégicas son denominados, genes
homedbticos. El descul:rimtervﬂo‘ de mufcmtes homedticos permitié realizar ingeniosos
que el cuerpo de la mosca normail estd formado por un conjunto
nay-‘,de las cuales expresa un conjunio diferente de genes

experimentos que dem

de regiones dlscrems [«
homeéticos (Gllbert,’

: El‘jdn_élibsls' o estas’ proteinas sugle‘re"que existen similitudes entre las -
rtenec ds: de "Dro,.o'phlld. fddds los vertebrados tlenen cuatro
: Iocollzodo en cromosomcs separcdos Durante la evolucién
" ,esfos complejos homeob X proboblemenfe aparecieron como resultado de las dupllcaclones
e ‘un’ grupo slmple de genes homeobox en el oncestro primitivo de invertebrados.

: :Consecuentemente cada humano por ejemplo, tlene cualro genes que asemejan al gen

‘Abdominal - B de Drosophila y ofro que asemeja a Deformed (Casares y SGnchez, 1995).

Teratogénesis

La Teratogénesis, o dismorfogénesis, puede definirse como aquella alteracién morfoldgica,
bioguimica o funcional que ocurre durante el desarrolio embrionario. Estas alteraciones pueden
clasificarse en mayores por ejemplo focomelia o menores (retraso en el desarollo). Cualquier
factor {radiaciones, medicamentos)] o condicién (enfermedad genética) que tiene Ila
capacidad de generar anormalidades del desarrolio, es considerado como teratégeno (Estivill,
1993).

Cada teratégeno actia en un aspecto particular del metabolismo celuiar, por lo que diferentes
agentes teratogénicos flenden a producir efectos diferentes, pueden actuar en distinto periodo
del desarrollo embrionario (Figura 3} vy sobre el mismo sistema. sin embargo, cada férmaco
producird un modelo o patrén especifico de malformaciones. Existen ofros factores como la
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concentracnén o. la dosis, el. metabolismo muterno y: ‘el transporfe plucentqrio que pueden
modlﬁcarlc Intensldad de lc respuesia (Goldsieln, 1976) -

= En humunos olgunos medicomenfos pueden afectur el desc:rrollo en dlversos momentos de la
gestaclon, aunque el perfodo de mayor rlesgo es el primer tnmestre, ya que es durante la fase
embﬁonaria (desde el dia 20 hosfa el 55) en la que tiene iugar- la formacién de la mayorfa de
L los 6rgonos {organogénesis) por lo que es el periodo donde se fiene mayor resgo de que un
: mediccmento induzea anomailas sobre ‘el feto {Alzpuru, et al., 1989; Estivill, 1993). Se considera
que de 5 a 10% de las malformaciones congénilas son provocadas por la accidon de
teratégenos conocidos como el virus de la rubéola {Olson, 1993).
Es necesario considerar que los cambios fisloldgicos proplos de la gestacién (aumento de
volumen plasmdtico, incremento del aclaramiento renal, etc.) pueden afectar los pardretros
farmacocinéticos de los medicamentos, alterando su eficacia y su toxicidad, tanto para fa
madre como para el feto. Por otro lado, aparecen ofros compartimentos {placenta y érganos
fetales) que también pueden modlﬂcor la respuesta farmacolégica (Rubio et al., 1993; Estivil,
1993) :

En los Estados Unxdos Ia Food cmd Drug Administration (FDA), clasifica a los farmacos en cinco
categorlas, en funclén de los rlesgos potenciales de teratogénesis (Rubio et al., 1993; Estivill,

1993; Briggs et al., 1994) Esfcs categoufas se asignan con fundamento en el tipo de estudios
realizados y de la |nformocién disponlble para evaluar el posible riesgo (Briggs, ef al., 1994):

Categoiia A: los estudios controlados redlizados no han demostrado un riesgo para el feto
durante el primer trimestre, y no existe evidencia de riesgo en trimestres posteriores, por lo que la
posibilidad de teratogénesis parece remota,

Categoria B: se distinguen dos supuestos:

1. cuando los estudios en animales no han mostrado rlesgo teratogénico, aunque no se dispone
de estudios controlados en embarazos humanos, o

2. cuando los estudios en animales han mostrado un efecto teratégeno que no fue confrimado
en estudios en embarazadas durante el primer trimestre de gestacion, y no existe evidencia de
resgo en trimestres posteriores.
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v esiudlos on mujeres,

: l que los esfudlosken animales hayan revelado efecfos ferctégenos sobre el felo y no exlsfcn )

2. que‘no 'éxisiqn estu ujefes ni eh animales.:

Categorfa D: Serfcln c uellos: f macos pcrc los que existe una clara evldenclo de desgo
teratégeno, ounque los:beneﬂclos pueden hacerlos aceptables a pesar de los ﬁesgos que
comporta su uso duronte el emborczo- por ejemplo cuando el medicamento es necesario para
tratar una enfermedcd guave o una sifucclén IIm|fe y no existen alternativas mas seguras.

Categoria X: Los medlcdménfos E:on estc: categorfa estdn contraindicados en mujeres que
estdn o pueden quedar emborczodas Los estudios, en animales o en humanos, han mostrado
la aparicién de onorrnalldcdes fetales. y/o existen evldenclcs de riesgo teratégeno bascdo en’
la expeliencia humono, por lo que el riesgo de su empleo eh embarazadas clcromente supera
el posible benenclo :

Para realizar una preséribcléh basdndose en esta clasificacién hay que tener en cuenta que los
) esfudlos‘ en onlmo[és son odehfoilvgs; pero no tolalmente exirapolables a la especie humana.

- lar trogedlc de la utclldomido (nacimiento de aproxlmodaménte 10 000 nifios con
. molformoclones de las exiremldcxdes, en Alemania, Japdn y ofros paises} al comienzo del
‘decenio de 1960 desperté gran preocupacién acerca de la posibilidad de que ciertos
medicamentos produjeran malformaciones congénitas durante el desarollo embrionario de los
organismos. Este compuesto no demostrd ser un agente teratégeno en los ensayos realizados en
roedores, y aclualmente estd tolaimente contraindicada en el embarazo (categoria X). Su
efecto nocivo se induce durante los dias 35 y 50 del embarazo, sin embargo, no produce ningin
efecto en el embridn antes o después de ese periodo {Figura 3) (Goldstein, 1978).

Con base en lo anterior e; importante establecer el iesgo que representa para los organismos la
exposicién a estas sustancias. Una de las medidas ha sido la identificaciéon del problema a
través de estudios epidemiolégicos y de laboratorio, utilizando diferentes sistemas de prueba in
vivo o in vitro, para establecer y caracterizar el efecto potencial que se provocaria en las

poblaciones expuestas.
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Drosophila melanogaster como modelo bloidgico

El empleo de los diversos bioensayos se orienta hacia la determinacién del riesgo potencial que
implica la exposicién a algiuna susicncia en particular, y hacia la prediccidn de la asoclacion entre
genotoxicidad, carcinogenicidad y teratogenicidad, involucrando el estudio de los posibles
mecanismos de accion (De Seres, 1979; Vogel y Natargjan, 1979a y b; Todd et al., 1983; Wirgler et
al., 1983 y Brusick, 1988). :

Algunas caracteristicas cjue se han sefalado para un sistema de prueba ideal . son: costo
moderado, corla duracién del ensayo, deteccidén de un rango amplio de evénfoé ‘genyéﬁcos,
reproduciblidad en el efecto detectado, potencial de biotransformoclén medtcda por el -
metabolismo, produccién de progenie numerosa que proporcione muestrqs representcﬁvc:s, enfre
otras (De Sermes, 1979; Kilbey et al., 1981 y Valencia et al,, 1984) :

Por muchos afios la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster ha sido utilizada como sistema
i pcra evaluar daiio genélico inducido por contaminantes ambientales. Las investigaciones de
o genéﬂcc clasica han llevado a la identificacién de numerosas mutaciones que afectan su
morfologia y desarrollo, conlibuyendo a un mejor conocimiento genético y molecular de sus
génei. Al comparar la homologia de muchas de las mutaciones implicadas en los diversos
organisrnos, incluyendo humanos, se ha revelado que una buena parte de los mecanismos
implicados en la respueska mutagénica son similares (Russell, 1998).

Reclentemente se han desarollado programas de calibracién que permitan utilizar a la moesca
como blomonitor para la delecciSn de dafio teratogénico inducido por agentes
contaminanies. La finalidad de estos proyectos es la busqueda de biomarcadores que permitan
elucidar los posibles mecanismos de accidn de clertos contaminantes y establecer de manera
cudlitativa los efectos sinérgicos o antagénicos de las mezclas que se forman directamente en
el ambiente natural (Ramos et al., 2000)

Entre las principales ventajas que la han hecho un organismo exitoso en el drea de ia
Toxicologia genética, se encuentran:
v _Bs el eucarionte mds estudiado desde el punto de vista genético.
‘v Su ciclo de vida tiene una duracién entre 9.5 y 10 dias bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad, 25° C y 60%, respectivamente (Figura 4).
v E nimerc de organismos recobrados por generacién es numeroso, lo que permite
obtener en poco liempo, poblaciones numerosas.
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v $e cuenian con un gran nimero de mutantes que son identificables en el fenotipo.
’ v Presenta cuatro pares de cromosomas que han sido totalmente mapeados.
v Presento actividad metabdlica similar a la fraccidn $9 de higado de mamiliferos, lo que
permite distinguir entre el efecto de compuestos genotéxicos y progenotéxicos.
v Se pueden aplicar protocolos de administracidn agudos, subcrénicos, crénicos y
fraccionados (Mitchell y Cambes, 1984).

Generalidades del desarrollo de Drosophila melanogaster

Un aspecto interesante durante el desamollo cle este organismo, es que durcmfe el estcdlo
larvario, se presentan en los organismos dos linajes celulares: las células Iorvorlcs ylas lmagcles
Las primeras estdn implicadas en la formacién del cuerpo de la larva, se caracterizan porque
han perdido la capacidad de divisién y sélo aumentan su volumen; en czlgUnos se presentan
cromosomas politénicos, son poliploides y estdn determinadas y diferenciadas genéticamente.
Las segundas no estdn involucradas en la formacidn del cuerpo de la larva y son distinguibles de
las primeras porque fienen tamafio pequeiio, constitucidn cromosémica diploide, retienen la
capacidad de divisién celular y estdn determinadas genéticamente pero se diferencian hasta
que la larva entra a la metamorfosis; estas células se locallzan en estructuras denominadas
discos irnagales, los cuales son primordios celulares que aumentan su tamadfio al multiplicarse el
numero de células mediante divisiones mitdlicas que ocuiren en momentos parficulares durante
el desarrollo larvario, dando origen a estructuras del adulfo como anlenas, ojos, halterios, dlas,
,pdfos y aparato genital (Figura 5) (Ramos éf al., 1993; Russell, 1998},

Eﬁ 'iédb esiudio que involucra ia rhonipulacién de organismos resulta indispensable reconocer el
: L:vsexo de: cada uno de elios recumendo al empleo de las caracteristicas sexuales secundarias.
Por. otra parte, - es indlspensoble conocer la morfologia externa del adulio de fipo silvestre para
gﬂsﬁnqulr, oquellas que puedep_e;tqr modlﬂcudqs por la exposicién a diferentes compuestos.
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1. Labium

2. Mandibula
3. Antena-Ojo
4. Patas
5. Alas

. 6. Halterios

" 7. Placa genital

Figura 5. Dscos imagales presentes en larvas de Drosophila y estructuras :
a las que dan origen en el adulto (Modificado de Kaithoff, 1996}

En Drosophlla o
v El dlimorfi ismo sexual es poslhvo hacia lo hembro, es’ decn 'ld,s hﬁmbtos son de mayor
iamaﬁo que lo: S : D : ;
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Figura 6. Dimorfismo sexual en Drosophila melanogaster.
[fornado de Flybase.indiana.edu)

v El abdomen del macho tiene en su extremo lerminal tres segmentos fusionados, visiblemente
melanizados y la terminacién es redondeada (Figura 8), mientras que en la hembra, el
abdomen presenta una ferminacién ligeramente puntiaguda, no presenta fusion de

segmentos y la coloracidn es uniforme (Figura 9).

v En la hembra la placa genital presenta un ovopositor {Figura 10a), mientras que en el
macho, la placa gerital esta constiluida por multiples piezas y es de coloraciéon obscura

(Figura 10b},

| TESIS CON
| PALLA DE ORIGEN

Figura 7. Comparacién de la parte basal def torso de! primer par de patas en machos vy hembras de
Drosophila. La flecha'incdlica la presencia de peine sexual en machos {Tomado de Demerec, 1945)




Figura 8, Morfologia externa del abdomen de una hembra de Drosophila. a) Vista ventral, b) Viste terminal,
[fornado de Bate y Martinez-Arias, 1993)

Figura 9. Morfologia externa del abdomen de un macho de Drosophila. a) Vista ventral, b) Vista terminal.
{Tomado de Bate y Marlinez-Arias, 1993)

ovopositor

a)

Figura 10. Morfologlfa externa de o placa genital de Drosophila. a) Hembra y b) macho

{Tomado de Flybase.indiana.edu)

La necesidad de conirol en el uso de sustancias quimicas requiere que cada sustancia quimica
de sintesis a la cual el hombre esta parcialmente expuesto, sea homologada. La legislacién de
varios palses ha establecido reglamentaciones que foman en cuenta, entre otros elementos, el
potencial téxico de esfas sustancias. El nimero y tipos de pruebas toxicolégicas para fines de
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homologacion varian de pals en pais. Algunas de esas pruebas son los estudios de corta
duracién o mediana duracién, ensayos metabdlicos, de mutagenicidad y de reproduccnén
(Vetorazzi, 1985).

£l gen citocromo P450 en Drosophila melanogaster.

En el genoma de Drosophila melanogaster la superfamilia del gen P450 se encuenira
representada por 90 secuencias, de las cuales 83 codifican para genes aparentemente
funcionales y, 7 son aparentemente pseudogenes. Md&s de la mitad de estos genes pertenecen
a solo 2 familias: la familia CYP4 y la familia CYP6. La CYPé es especifica de Insectos mientras
que la CYP4 incluye secuencias también comunes a vertebrados.
El mapa genético de la distribucion de genes P450 de' Drosophila melanogaster muestra:

‘a) La ausencia de genes P450 en el cromosoma 4 y en el cromosoma Y.

b) Md&s de la mitad de los genes P450 se localizan en el cromosoma 2.

c} lLas grandss agrupaciones contienen ¢ genes.

Lcs enzimas P450 " estan “involucradas - en el metabollsmo,de una ionedad »de seﬁcles
994),7sin. emborgo, se les

; moleculares tales como hormoncs, vh‘ommcs, oxillplncs, etc (Nebem
x‘conf‘ ere una mqyor porllc ipocién en lu blofrqnsformocién de susfcnclas xenobléﬁcos (Coon. ef
~al., 199é). o o : '

En’insectoS las enzimas P4$0,vesidn _lhvdluéiada# en las vias biosldiéilccs de ecdisteroides y
hormonas Juveniles, ambas lmbbddﬁtes en ylo etapa central de crecimiento, desarrolio y
reproduccién en los insectos. ,'Tdﬁjblén metabolizan productos naturales de plantas e
insecticidas resultando en blocctivaélén o desintoxicacion (Tijet, ef al., 1999).

Los miembros de la familia CYP12 de Drosophila melanogaster (CYP12A4, 12AS, 12B2,

12C1, 12D1, 12E1, CYP301A1 y CYP302A1) presentan algunos rasgos estructurales en comin con
CYP12A1 y P450 mitoconcirial de mamiferos (Tijel, et al., 1999).

Prueba de Teratogénesis en Drosophila.

En 1991, Lynch et al.. proponen criterios para clasificar como teratégenos a compuestos que
inducen alteraciones durante el desarollo de Drosophila, mediante la induccién de dos tipos
principales de fenocopias: la modificacién de las cerdas humerales (originalmente rectas), las
cuales forman un angulo de 45 °, por lo que las cerdas humerales alteradas de esta manera son
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denominadas “lipo bent”. o bien, éstas se preserdan en un nimero diferente al par habitual v, la
discontinuidad en el borde de las alas, similar al fenotipo mostrado por moscas portadoras del gen
Noflch, por lo que a esta alteracion se denomina “tipo Notch”,

A partir de los resultados obtenidos al evaluar el efecto de algunos aneuploidégenos como la
colchicina, la vinblastina y la vincristina, Muioz y Ramos (1997} reportaron que en Drosophila. un
efectio asociado a la aclividad genotdxica de estos compuestos, era recobrar en nimero
significativo, organismos con malformaciones en cabeza, ojos, proboscis, {6rax y abdomen. Sin
embargo, en ohlos frabajos en los que se ha avaluado el efeclo de diversos compuesios a
concenlraciones bdjas, se han identificado otras variobles de respuesiao que muestran diferente

sensibilidad, dependiendc de la natluraleza quimica del cornpuesto (Munioz et al., 2002).

Clorhidrato de Sibutramina

El clorhidrato de sibutramina, también conocido como Mesura, Raductil, Reductil, Hipogras,
Satén, Meridia o Afenix (Figura 11}, es.un medicamenio que a partir de su aprobacion por la
FAD en 1999, se emplea en los tratamientos prolongados para ta reduccién de peso. Se utiliza
asociada a dielas hipocaldricas pero no asociado con otros medicamenlos para la obesidad.
Entre los efectos secundarios que se han reporfado se encueniran: Dolor de cabera, insomnio,
estrenimiento, aumenio cle la frecuencia cardiaca y siendo mas frecuente, ia elevacion de la
tension arlerial {5-.10% de los pacientes), por lo que el lrafamienfo debe ser suspendido
{Somarribct, 1999},

Figura 11. Presentacion formac:sutica del clorhidrato de sibutramina {(Tomado de
hitp //www.ish.org.il/reductil.htm).
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Es un compuesto qulmlcc» que se presentc en formo racémica (Figura 12}, del cual se pueden
obtener dos enonhémeros medlante una cromotogroﬂc de fase estacionaria (Qun, 1999) :
(Figura 13). )

{ K bolito qmln(i;d# primario 'y

E secundario, producldos por una desme ac iﬁEiI» (Fiédr&' 1 4) Es un inhibidor

“de la recaplacion de la serotoning y la orcdr r ' \ oca ‘Un aumento de estos
neurotransmisores en el cerebro, dando una sensocién de sacledad 'Este compuesto al igual
que sus metabolitos no son agentes Ilberaclores de monbamlncs, ni mhlbldores dela
monoarnino-oxidasa; tampoco tienen oﬂnldcd con un qmpllo rango de receptores de

neurotransmisores (Grundiah, 1997).

En estudios donde se ufilzaron ratas en fase de crecimiento y animales obesos, este compuesto
redujo el incremento ponderal de peso, lo que se atribuye a un doble mecanismo de accién: 1)
reduccién de la ingesta calérica a fravés del aumento de la sacledad e 2) incremento del
gasto energético por aumento de la termogénesis. Se ha demosirado que estas acciones estan
mediadas por lo inhibicién de la recaptacién de serotonina (8-HT) y la noradrenalina. También
se ha observado su capaicidad para reducir las concentraciones de triglicéridos, colesterol y
lipoproteinas de baja densidad, mientras que aumenta los niveles de lipoproteinas de alta
densidad (Hansen, 1999; Seagle, 1998).
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Se han reportado efectos de fipo 1ermogénlcos (incremenfo en el pofenclal de oxidcclén de
los dcidos grasos del milsculo) (Connoley ef al., 1999) y su eﬂccclo se ha demostrado en
diferentes estudios clinicos con més de’s 000 casos conirolados (Cuellcr y Monsclve, 2000)

Farmacocinética

; rdpldamenf en:todo’el o anlsmo Ic. nz;ando en 3 a 4 horas su concentrcclén mdxlmc en’:

: ~nnén e hl’quo Su.vida medio’ es de 14 a'16 horas (Seagle, 1998 Apfelboum 1999) :

SIBUTRAMINA
{amina terciaria)

{

Metabolito primario {amina secundaria)
Matahalito saciindarin (amina orimardal

4

inhibicién de la recaptura de serotonlnc y
nnrnrirnnnllnn .

- Aumento de la funcidén de la serotonlna y
noradranalina an al SNC

- Sacleclad temprana Aumento del gasto energético
{reduccién de lngesto cle cornida) {termogénesis)

Pérdida de peso

Figura 14, Mecanismo de accidn propuesto para el clorhidrato de sibuiramina (Modiflcado de
Gundiah,1997)
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£l metabolismo hepdatico es la principatl via de eliminacién. Sus metabolitos activos M1 y M2 son
hidrolizados y conjugados a M5 y Mé {inactivos), y eliminados preferentemente en la orina, con
una proporcién orina/heces de 10/1. Se excreta principalmente como un conjugado del acldo
glucorénico.

Estudios microsomales hepdaticos in vitro Indicaron que la CYP3A4 es la principal soenzima del
cifdcrorno P450 responsable del metabolismo de este compuesto. Datos in vitro revelan que no
existe afinidad con CYP2D6, enzima involucrada en:las interacciones farmacocinéticas con
numerosos farmacos. Otros estudios in vifro revelaron que el clorhidrato de sibutramina no tiene
efecto significativo en la actividad de las principales isoenzimas del citocromo P450, incluso de
CYP3A4 {Gundiah, 1997).

No se tienen evidencias de - actividad mutagénica en sistemas In vilro y en animales de
experimentacién; tampoco se han reportado datos sobre actividad carcinogénica en ratas y
ratones hembras. En estudios sobre su efecto en la reproduccién, utilizando como modelo
ratones y conejos, no se tienen reportes de actividad teratogénica:; sin embaigo. en humanos
este medicamento estd contraindicado durante la gestacién {Somarriba, 1999).
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Justificacién

Los productos farmaceéuticos han supuesto una importante aportaciéon para el tratamiento y
prevencién de ias enfermedades humanas. La venta no restringida de medicamentos es un
hecho cotidiano y con frecuencia adolece de estudios suficientes para establecer un riesgo de
exposicién. En los Gltimos afios se¢ ha presentado una especial atencién a los peligros de la
medicacién, ya que clertos productos o la administracion simultdnea de varios de ellos pueden
dar lugor a reacciones adversas inesperadas (Vega, 1985). Es importante determinar el rieisé‘d,
de que una sustancia o cigente fisico, al ser administrada al individuo, pueda causar doﬁp.: :

Objetivo General

v Determinar el potencial teratogénico del clorhidrato de sibutraminc, empleando el modelo
in vivo de Drosophila. ' ) Sy v T

HipStesis

< Si el clorhidrato de sibutramina es un compuesto que tlene lcx capc:cldad de ln?erferlr en los
es lcrvas ‘de Drosophlla melanogcsrer. 3

procesos de diferenciacién celulcr, lueg
expuestas durante su descrrollo ala’ occlé d esfe co'npuesfo, presentorén allercclones en:
la diferenclacién de las esiructurcs del odulto. LT s
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Materiales y métodos

Cepa ulilizada )

Se emplearon hembras y machos de la cepa silvesire. Canton-$,-los cuales son considerados
organisrnos de referencia y muestran el fenotlipo y capacidad metabdlica de fipo siivestre. :
Compuestos

Clorhidrato de sibutramine, elaborado por los laboratorios Quimica anll de México, S.A. de C. V.

Obtencién de las larvas

Para obtener las larvas que se csignar[an a Ias dlferentes concentrac!ones del compuesto,
cultivos maduros de moscas snlveftres, Can’ton- S. fueron slncronizados por 8 h en frascos con
medio de cullivo fresco, ennquecldo con levadura. Al término de este periodo los organismos
fueron regresados a sus frascds originales y se esperd a que los huevos colectados continuaran v
su desarrollo hasta el tercer dia. Las larvas se extrajeron del medio de cultivo mediante una
solucién de sacarosa al 20%, la cual las hace flotar, por densidad, entonces se hicieron pasar a
través cle un embudo de separacién y se colectaron sobre una malla de nylon (N&thinger,
1970). Al momento de iniciar el tratamiento las larvas tenflan 72 + 4 h de edad.

Tratamlento

Se realizé una prueba de solubllidad a partir de la dosls dlaria cdmin n "‘Or'n':'chos (10: :
mg). £l contenido de la cdpsulc se pesd en una balanza cmalf ca;r gls an 'o 0.2478 g, el cual
fue disualto en un volumen final de: 40 mL de agua destilada. pcrﬂr de esta soluclén “stock" se
prepararon por dilucién las diferentes concentraciones: 0. 03 0. 06 0. 12 0. 24 0.49, 0.98, 1.95, 3.9,
7.8, 15.6, 31.25, 125 y 250 ppm. Para realizar las diluciones se empled agua destilada, misma que
se consideré como testigo negativo. k

En tubos homeopdaticos ciue contenian 0.6 g del medio instantdneo para Drosophila (Carolina
Biological Supply Co Burington, N.C. USA) y 3.5 mL de cada una de las concentraciones a probar,
se colocaron grupos de 150-200 larvas. Las larvaos pemanecieron en este medio hasta que

entraron a la metamorfosis y emergieron como moscas adultas (48 h).
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Andlisls al microscoplo

Los aduitos recuperados cle los fratamientos se fijaron en una solucién de alcohol: Tween 80: agua
para su posterior andlisis al rmicroscopio. Se regisiré el nOmero total de individuos/sexo obtenidos
por concentracién en cada uno de los tratamientos y posteriormente se calculd el indice de
sobrevivencia {IS) y el indize sexual {Isx). De manera paralela se realizd un andlisis morfoldgico con
un microscopio estereoscépico a un aumento de 30x para registrar el ndmero y lipo de
alteraciones observadas en diferentes estructuras para cada uno de los organismos. El tamaiio de
muestra andlizado por concentracién fue de 500 organismos, mismo que se obtuvo al menos de
dos repeticiones del tratarniento.

Andlisls Estadistico

Con los datos registrados, se procg:dlé:c calcular: 1} el indice de sobrevivencia (IS) y 2) el indice
sexual con base alas siguientes férmulas respecfivcmenfe:

" # folal de oradnismos en lofe experimental

1) Indice de sobrevivencia (iS) =
s # Total de organismos recobrados en lofe testigo

2) Indlice s'ex(‘lqu (Ex) = # s en lote experimental
A # Tolal de organismos recobrados en el lote experimental

,Pérd de tel mlﬁor sl existian diferenclas significativas entre el nUmero de organismos alterados en
los Iéfes’éipérimentoles con respecto a los lotes festigo se realizdé una comparaciéon empleando
Ids"f'dl‘:y"la‘s‘ para el minimo numero de eventos significativos en una muestra binomial de
defénbcurh&owmqn {1970}, con un valorde signiﬁcancic P<0.05.
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RESULTADOS

Para descartar un efecto negativo del clorhidrato de sibutramina en la sobreviviencia de los
organisros tratados, se procedié a cuantificar el nimero de organismds recobrados, tanto en el
lote testigo como en los lotes experimentales. En la tabla 3 y gréﬁcc 1 se muestran los datos
obtenidos en los experimanios para los indices de sobreviviencia (iS). El valor de 1.0 o del 100%
comresponde al nimero de organismos recuperados en los lotes testigo. Con base en estos
resultados, en las concentraciones probadas el compuesto no mostrd actividad téxica.

Con la findlidad de determinar si existian diferencias significativas en el IS obtenido en los
tratamientos se realizé un ANOVA de dos vias, el cual mostré que al menos dos de las medias
poblacionales no son Iguales. Mediante la prueba de Tukey se determind que las diferencias
significativas entre las medias poblacionales se deben al tratamiento 1 (Tabla 4).

Debido a que en ofros experimentos se ha cbservado que algunos compuestos tienen la
capacikiad de modificar la proporcidén de sexos esperada, se procedid a obtener los Indices
sexvales en los fratamientos con el clorhidrato de slbutramina. Mediante un andlisis de varianza
se delermind que las variaciones observadas en los datos {tabia 3 y gréfica 2) se deben al azar,
Posteriormente, cada organismo fue analizado al microscopio para determinar el nOmero vy tipo
de alteraciones presentes (Tabla 5 y grafica 3). Los resultados obtenidos indican que aungue
existen diferentes blancos. las malformaciones mds frecuentes y evidentes se presenian en las |

placas genital y anal de hembras y en la placa genital de machos.

En la figura 15 se muestra la morfologia normal de la placa genital y la placa anal de u:na~ oo

hembra de Drosophila. En la figura 16 se muesira la alteracién en placa genital de una hém!ﬁro
y la espermateca expuesta en la concentracién de 0.12 ppm. La figura 17 corresb’onjdé’ ala
concenfracion de 0.24 ppm y se muestran alteraciones en placas anal y genital. B
La frecuencia de organismos alterados en los lotes testigo y en los lotes experiméntcles, se
compard usando las tablas para el minimo numero de eventos significativos en una muestra
binomial de Kastenbaum y Bowman (1966} a una P = 0.05 como indicador de significancia
{Tabla 5). Las concentraciones en las cuales se superd el nimero minimo de organismos
alterados, en comparacién con los recuperados en los lotes testigos fueron: 0.06, 0.12, 1.95, 15.6
y 125 ppm.

Al comparar la tendencia de las curvas del IS y la frecuencia total de alteraciones obtenidas
(Gr&fica 4), se observd que entre ambos par@metros existe una correlacién negativa, es decir,
que a medida que aumenta el IS, la frecuencia de alteraciones va disminuyendo. Un aspecto
inferesante es que el numero mayor de organismos con alteraciones se recobra a
concenlraciones bajas y conforme ésta aumenta, el nUmero de organismos disminuye.
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Si se ampliara el rango de concentraciones consideradas, posiblemehte a concentraciones
mayores a 125 ppm se llegaré a un punto de inflexién entre ambas curvas.

DISCUSION

En el campo de la Toxicclogia genética han surgido diversos planteamientos con relacién a los
sistemas de prueba que han de emplearse a fin de estimar el rlesgo de la exposicién a

sustancias con posible potencial teratogénico. Los experimentos con animales pueden ser

divididos en dos grandes clases: 1) estudios para probar compuestos o agentes con potencial

desconocido y 2) estudios de segunda fase o ampliacién sobre efectos de agentes cuyo :

potencial para causar maiformaciones ya ha sido establecido (IPCS, 1984).

Drosophila melanogaster. es un modelo uﬂllzcdo ompliamente en la deteccién de‘ ke e

en células somaticas como en células germlnoles sin embcrgo de manerc recle te se ptopuso‘f:

suuso en pmebos feratogénlcos

la cual pudiera generarse debido a: I) una excesiva mcnipulaclén o 2) 'por.el esﬂmulo que :

representa la exposicién a los genotéxicos.

Con relacién al primer punto, el nimero de larvas que se colocé en cada vial fueron grupos de
enfre 100 y 150 individuos, sin en realidod haber hecho un conteo, lo cual implicaria una
manipulacién directa. Se considera que ain con esta precaucién el efecto de la manipulacién
no se elimina en su totalidad, por lo que probablemente las larvas respondieron a este evento
desfavorable aumentancio la produccidn de las proteinas de estrés térmico o proteinas anti-
estrés cuya funcién principal es la de proteger a las células del efecto dadino permitiéndoles su
recuperacién y permanencia (Paez 1998). Sin embargo si la manipulacién fuera la causa, el
efecto se hublera visto reflejado de igual forma en la respuesta de las series testigo y
experimentales y lo cual se observa claramente que no ocurrié.

Por otro lado, se tienen referencias de que en los organismos que son sometidos a estrés durante
su desarrollo se pueden recobrar efectos adversos (IPCS, 1984). Paez (1998) repoita que cuando
los organismos se exponen a metales pesados, alcocholes y otros venenos metabolicos, se
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induce la expresion de estos proteincs anﬂ—estrés Lo onfenor compcrcdo con Io obtenldo en
este trabgjo, permite inferir: que el confaclo con el compuesfo pudo ser un esﬂmulo que
generara esla respuesta. Fronie :

Se ha reportado que e'ij' DréprhIlc 'v'e"sfas bfotelncs parﬂcipah durante el desarrollo y/o la
difenciacién y en el resicxblei:imlénfo de la funcién celular después del estrés (Tanguay, 1983;
Nover, 1984; Salomén et ;:vl., 1991; Arrigo ef al., 1980; William, 1993), por lo que probablemente en
los lotes experimentales e Indu]era una mayor produccidn que permitiera su disponibilidad y
permanencia para que los procesos bioquimicos propios del desarrolio se realizaran de manera
favorable, generando en los organfsmos una mejor respuesta de sobrevivencia.

Con respecto a la Induccién de maiformaciones, se cbtuvo mediante la prueba estadistica de
Kastenbaum y Bowman un incremento en las alteraciones en placas genital y anal de hembras
y placa anal de machos que fueron expuestos al clorhidrato de sibutramina en sus diferentes
concenlraciones, sin embargo al realizar el andlisis al microscopio de los adulios no se observéd
otro tipo de malformaciones, como las cerdas humerales tipo “bent” y las dlas tipo “notch”,
reportadas por Lynch y colaboradores (1991), las cuales proponen como las mas consistehfes Yy
de mayor frecuencia en este tipo de pruebas. '
Existen otfros trabajos en los que de igual manera se reporta un efecto a nivel de Ics placas
genital y anal en ambos sexos (Figueroa, 2003).

Con base en lo reportacio por Riddiford (1993), una posible explicaciéon a lo anterior es que
durante las primeras fases de la diferenciacién celular de los discos imagales, que tienen lugar
justo después de la formacién de la pupa, cuando se activan los genes especificos de las
estructuras del adulto, pudieran haber ejercido sus efectos las protefnas anti-estrés.

La morfogénesis de la regidn terminal de la hembra comienza aproximadamente después de la
formacién del pupario involucrando procesos celulares, que completan el desarrollo de la
regidn terminal a las 52 horas después de la formacioén del pupario (Jirgens y Haerenstein 1993).,
En los machos, la morfogénsis de la regidén terminal comienza dentro de las primeras 10 horas
después de haberse formado el pupario y se completa 31 horas después de haberse formado e}
puparo (JUrgens y Haerenstein 1993). En ambos casos, ia morfogénesis de la regién final
abdominal se completa en las Gltimas horas de la fase de pupa, cuando, muy probablemente,
existe un patén diferencial de disponibilidad de receptores de superficie de las membranas de
las células que estdn en proceso de diferenciacidn. Quizd las células involucradas en la
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formacidn de las regiones finales abdominales en ambos sexos pcsecﬁ una - mayor
disponibilidad de receptores apropiados para la unién con el clorhldroto de sIbuifomina, por lo
que resultan afectadas. B :

Aunque diferentes compuestos acten en el mismo periodo del descrrollo embnoncrlo y sobre
el mismo sistema, cada uno producird un modelo o patrén especiﬂco de malformcuclones. Es?o E
permite suponer una correk:cién entre el compussto quimico y las estructurcs blanco (Munoz, ef :
al., 2002). : : :

que las enzZimas dependlemtes del citocromo P450 estan Involucrcdcus e os bloslnféﬂcas de
ecdisteroldes y hormonas juveniles, ambas importantes en la etopo c ntrol de’ crecimlemo.
desarolio y reproduccién en los insectos. Estudios realizados po' JTJet er ol (1999) reportcm que

oiicoclén de olgunos productos

estas enzimas también participan en la bloocﬂvcclén o des

naturales de plantas e insacticidas.
Tiet et al, (1999) reportan que la CYP3A4 es
responsable del metabolismo del clorhldrato de sibutraming,’sin ‘e‘ borgo no existen repories de
la presencla de esta molécula en el genoma de Drosophﬂa pdr o que es posible que exista
otra molécula que reollce las funclone dela IA4 0. blen que ésta no ha sido idenﬁﬂcuda

sbev md 'dewl cltocromo P450

ain.

Puede suponerse que el c‘lorh al genercr la sfniesis de protelncs c ﬁ-estrés -

permitié que éste aciucm en eI lnterior celulor, ccﬂvcndo o reprimiendo la expresiéon de clenos' i

genes indispensables en el desorrollo

Debido a que no se hon répbrfcdo evidenclas de actividad teratogénica para el clorhidrato de
sibutramina (Somarriba, 1999), se sugiere realizar ofro tipo de andlisis para obtener la respuesta
genotbxica del clorhidrato de sibuiramina y establecer una relacién entre su genotoxicidad y la
induccién de alteraciones.
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CONCLUSIONES

Drosophila melanogaster es un modelo in vivo sensible a compuestos con actividad
leratogénica, '.

El clorhidrato de sibutramina no indujo efecto negativo en e! indice de sobrevlvlenclc .
recobrado en los fratamientos con moscas de la linea Canton-S. ; : Ca
El clorhidrato de sibutramina presentd actividad teratogénica durcmfe el desorrollo de i
moscas de lalinea Canton-S. ;

El clorhidrato de sibutramina alteré de manera especliica el desorrollo de’placa onol y'
genital de hembras y placa anal en machos. i

La DTT (Drosophilct Teratogenesis Test) puede ser utilizada en ést r a0 de', :
compuestos con posible actividad teratogénica. s
Con base en los rasultados obtenidos en este y otros traba]os.
otras estructuras como indicadoras de la acﬂvldod teratogénico de diversos susicnclas

_orfcnte consldercr, :

en el desarrollo en Drosophila melanogaster,

Se requieren de mdas estudios pcrc establecer los cntenos morfolégicos de respuestc
ante la exposicion a diversos compuesfos con polencial ferotogénlco : :
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Fig. 15 Moitolagia normal, Tizstigo negativo. A) placa genital
y B) placa anal.

Fig. 16 Hembra con alleracién en placa genital.
Tratamiento con clothidrato de sibulraming [0.12]
ppm. La flecho muestra la espermateca expuest

fig). 17 Alteracion en hembra inducida por el
clorhicioto de sibutraminag [0.24) ppm. A) placa
qenial y 8) placa anal.
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Tabla 3. indice de sobreviviencia, desviacidn estdndar e Indice sexual obtenidos
en los tratamientos con clorhidrato de sibutramina.

lepm] Q ) fotal 59 Is & IsXts Isx
0 104 128 232 ] 1 T0£0.0 0.55
0.03 197 224 421 1.98 1.75 2.2+1.60 0.53
0.06 179 153 332 1.72 1.2 1.7£1.08 0.46
0.12 201 227 428 1.93 1.77 2.4£2.11 0.53
0.24 173 185 358 1.66 1.45 1.8£1.01 0.52
0.49 176 206 382 1.69 1.61 2.121.68 0.54
0.98 161 152 313 1.55 1.19 T.6£7.05 0.49
1.95 163 157 320 1.57 1.23 1.8¢1.59 0.49
3.9 219 178 397 2.11 1.39 2.021.27 0.45
7.8 183 184 367 1.76 1.44 1.620.88 0.5
15.6 160 153 313 1.54 1.2 1.6£0.95 0.49
31.25 194 189 383 1.87 1.48 T9x1.22 0.49
62.5 133 150 283 1.28 117 1.621.50 0.53
125 122 124 246 1.17 0.97 1.1£0.57 0.5

Tabla 4. Prueba de Tukey: Varlable 1

Probabliidad posterior de una prueba
ANOVA de Hoc en un resultado promedio: Var 2

VAR 2 {0} {2 {3}
L 3.138572| 1.109286 1.135
0.000123] 0.000123

0.000123 0.993126

0.000123| 0.993126
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Tabla 5. Tipo de alteraciones inducidas en los tratamientos con Clorhidrato de sibutramina en moscas Canton-S.

Compuesto No. total Tipo de alteraciones Frec.total /[ |
[mM) deorg. de
Ojos Alas tipo Abdomen Placa genital altsraciones
“Notch” abarquifado yplacaans!
Testioo 22 1(0.004) 4310.19) 440019
0.03 2 1(0.002) 40.001) 1(0.002) 95(023) 101(024)
0.06 2 1(0.003) 83{0.27) 89(027)*
0.12 a2 2(0.005) 4{0.009) 104{0.24) 110(026)*
024 358 1(0.003) 2(0.006) 86(0.24) 89(025)
049 32 1{0.002) 1(0.002) 49(0.13) 51(0.13)
0.98 313 56(0.18) 56(0.18)
195 320 2(0.006) 1(0.003) 79(0.25) 82(0.26)*
39 397 40.01) 3(0.008) 40.01) 53(0.13) 64 (0.16)
78 387 2(0.005) 57(0.16) 53(0.16)
156 313 7(0.02) 1(0.003) 87(0.28) 95(0.30)*
125 33 3(0.008) 75(02) 78 (0.20)
625 283 45(0.16) 45(0.16)
125 46 6(0.024) 87(0.4) 93(0.38)*

* Prueba de Kastenbaum-Bowman P=005
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