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RESUMEN

La presente investigacién pretende evaluar el posible efecto genotéxico del tamoxifen
(TAM) usando la prueba SMART (cruza HB) en la mosca del vinagre {Drosophiia
melanogaster), asi como también someter a esta prueba a un agente con accién genotdxica
conocida, como es el caso del 4-nitoquinole-1-oxide (4 NQO). La cruza de bioactivacion
elevada (BE o en inglés HB) de la prueba de mutacién y recombinacion somdtica
(cuyas siglas en inglés son SMART) en el ala de la D. Melarogaster, posee
una alta capacidad metabélica para activar promutagenes. Los individuos producto de esta
cruza contienen en los cromosemas 1y 2 la caracteristica de resistencia al DDT de la linea
Oregon R( R ), las cuales sobrexpresan constitutivamente algunos genes del citocromo
P450 [CYP450], por lo que permiten evaluar in vive el posible riesgo genotdxico de
diversos agentes quimicos, por ejemplo de los antiestrogenos, que pueden ser activados por
las enzimas del CYP450, a través de la exposicion de larvas de 72 hs, (+ 4 hs.) de edad por
48 horas a diferentes concentraciones de Jos agentes (tratamiento cronico). Los resultados
obtenidos indican que el tamoxifen no es activado por ¢l grupo de enzimas del CYP450
presentes en este organismo; por su parte, el 4 NQO si manifiesta efecto genotéxico. lo que
permite creer que éste agente puede ser activado por la intervencion del CYP450. Estos
hallazgos amplian el conocimiento que se tiene sobre un antiestrogeno de uso mundial
(TAM)} al probarlo en un modelo biolégico diferente a los ya reportados. Asi mismo, se
logré comprobar la accién genotéxica del 4 NQO, siendo esto muy importante, debido a
que no existia evidencia alguna empleando este modelo vy la prueba mencionada,



INTRODUCCION

Desde tiempo inmemorial el hombre ha utilizado medicamentos para aliviar sus
molestias, para eliminar a los agentes pat6genos y favorecer su salud, pero a pesar de los
avances de la ciencia en nuestros dias, se desconoce a fondo el mecanismo de accidn de
ciertos fairmacos (Scherer, 1983), ‘

Los firmacos son las sustancias activas que forman parte de los medicamentos y se
han clasificado de acuerdo con la accién que ejercen sobre el organismo. Los
quimioterapéuticos se distinguen por ser los que se utilizan en la defensa frente a
Microorganismos y parésitos (por ejemplo, . antimicrobianos, antivirales. erc.) vy los
farmacodindmicos, que corresponden a los que modulan las funciones fisioldgicas que no
pueden ser controladas por las biomoléculas, como son: los adrenérgicos, esteroides.
antihipertensores, inhibidores enzimaticos, cardioténicos, antidepresivos, narcoticos,
antiestrogenos, entre otros (Avendafio, 1993).

Actualmente existe un gran ndimero de compuestos que se utilizan con fines
terapéuticos, pero muchos de ellos constituyen un riesgo para la salud, debido a que se les
han atribuido ciertas propiedades mutagénicas, genotoxicas y carcinogénicas (Raposa y
Varkonyi, 1987; White ez al., 1992; Croften et al., 1993; Greaves er al., 1993; Phiilips
et al., 1994a; Sargent et al., 1994).

Ahora bien, se sabe que muchos compuestos al ser consumidos por los organismos,
pueden permanecer como promutigenos y podrian en algiin momento, ocasionarles
mutaciones debido a que pueden ser activados por determinadas enzimas (Gomez-Arroyo,
1994; Styles et al., 1994; Smith y White, 1995). Tal es el caso de las enzimas que forman
parte de la familia del citocromo P450 presentes en el pulmén, en el bazo, en el rifién, en
algunos tejidos embrionarios y en el higado de algunos animales, por ejemplo, rata, raton.
hamster, mono, ser humano (Vogel er al., 19591) , asi como enlos insectos.

Como ejemplo tenemos a la mosca del vinagre (Drosophila melanogaster). que
presenta en sus células las enzimas que componen al citocromo P450. el cual esta
involucrado en la sintesis de varias hormonas y feromonas necesarias para su desarrollo
normal y su reproduccién, ademds de que contrtbuye a la inactivacion de los compuestos
toxicos, por lo que es necesario para sobrevivir en un ambiente adverso (Saner er al., 1996).
Aunque la destoxificacién por medio del citocromo P450 provee proteccién a los
Organismos contra las toxinas del ambiente, este sistemna también puede causarles efectos
negativos (Lee, 1995). .



ANTECEDENTES
EL ENSAYO SMART

Se han realizado investigaciones acerca del efecto genético de mas de 700 agentes
quimicos (Vogel er al., 1999), utilizando como modelo bioldgico a la mosca del vinagre, a
través de la prucba de mutacién y recombinacién somatica, cuyas siglas en inglés son
SMART (Graf er al., 1984, 1986; Graf y Singer, 1989, Guzman-Rincon y Graf, 1995, Graf
y Wiirgler, 1996).

SMART es una prueba que detecta el posible dafio genético provocado por los
agentes, en las células somadticas, usualmente en los ojos o en las alas de este organismo
(Batiste-Alentron er al., 1994), dado que es muy sensible v puede detectar z los agentes
genotoxicos que son activados por el citocromo P450 (Graf y van Schaik, 1992). Est4
prueba también se ha utilizado para determinar la genotoxicidad de ciertos compuestos que
- forman parte de la dieta del ser humano (Graf y Witrgler, 1986; Graf ef al., 19%4; van
Schaik et al., 1984), asi como de particulas contaminantes extraidas de la atmosfera
(Delgado-Rodriguez et al., 1994; Graf y Singer, 1989), pero no ha sido utilizada para ver el
efecto de los antiestrégenos.

La D. melanogaster posee un sistema versatil para el metabolismo de xenobidticos
siendo capaz de activar sustancias conocidas como promutdgenos y procarcinbgenos
(Graf ez al., 1984, Graf y van Schaik, 1992), por lo que en algunos casos es mejor que los
ensayos microbiolégicos para detectar la genotoxicidad debida a la activacion en este
organismo eucarioto (Graf er al., 1984; Hallstrom y Blanck, 1985). Sus células somaticas
ofrecen la posibilidad de realizar un ensayo rapido y flexible en un corto periodo, ya que
este organismo tiene un ciclo generacional breve [aprox. 10 dias a 25 °C) (Guzman-Rincon
y Graf, 1995).

Los dos sistemas de prueba que se emplean en SMART (prueba del ojo [eye spot
test] y prueba del ala [wing spot test]), se basan en el hecho de que durante la etapa de
desarrollo embrionario de las moscas, los discos imagales de las larvas estan en constante
proliferacién mitética durante todo el estadio hasta su posterior diferenciacién a través de Ia
metamorfosis, para formar las estructuras del cuerpe de la mosca adulta (ojos, alas, ete.),
por lo que da la posibilidad de exponer al mutigeno a un nimero amplio de células en
mitosis al efecto de los mutigenos, de manera que de presentarse una alteracién en dichas
células, se originard a un clon de células mutantes. Esto origina un cambio visible en el
fenotipo, el cual es detectado por variaciones en €l nimero y forma de los tricomas.
Ademis, el clon puede ser identificado como una mancha de células mutantes en la
superficie corporal de las moscas adultas {Guzman-Rincon y Graf, 1995).



LA PRUEBA EN LAS ALAS (SMART)

Fue diseflada para detectar mutaciones asociadas frecuentemente con deleciones y
recombinaciones somaticas (SMART) producidas en D. melanogaster por la accién de
agentes fisicos y quimicos (Graf er al.,1984). Para ésta prueba se usan dos marcaderes que
afectan la apariencia de Jos tricomas de las alas: “multiple wing hairs" (mwh) que es una
mutacidn recesiva homocigética viable localizada en el brazo izquierdo del cromosoma
3 (3-0.3), que en homocigosis produce tricomas miultiples por célula en lugar del tricoma
Unico de la condicién silvestre en toda la superficie del ala. El marcador "flare" (/1 Jes una
mutacion recesiva que afecta la forma de los tricomas, localizado en el brazo izquierdo del
cromosoma 3 (3-38.8) (Graf er al., 1995).

Para esta prueba es muy importante emplear larvas que manifiesten ambos
marcadores. Las larvas trans-heterocigotas (mwh + / + JIr'), pueden ser obtenidas a través
de la cruza de individuos entre dos lineas que presentan los marcadores genéticos citados
[Figure 1.0)(Graf et al.,1984). Tales larvas pueden ser sometidas a tratamientos agudos o
cronicos, a diferentes edades (48-92 h.) y a distintos agentes genotoxicos, pero el dafio
producide en los discos imagales de la larva es evidenciado en el fenotipo de los tricomas
de la cuticula del ala del adulto que pueden ser mwh o flare en forma de manchas simples
{pequefias y grandes) y manchas gemelas. Debido a lo anterior, se recomienda utilizar
larvas de 72 hs. de edad dado que en este momento se presentard una elevada frecuencia de
divisiones mitéticas en las células imagales, por lo que a esta edad se obtiene una alta
sensibilidad a cualquier agente mutagénico ¥ se presentara un aumento en el tamafio de las
manchas de células mutantes y por consiguierite el mayor dafio (Graf et al., 1995),

_ Las lineas que se emplean para realizar las cruzas son la linea homocigdtica para
mwh (mwh/mwh), la linea heterocigética flare (fIr/ InBLR)TM3,B4%) v la linea
homocigética Oregon que al mismo tiempo es heterocigota flare [ORR(1); ORR(2); fir/
TM3,B4°). Las lineas flare y Oregon, ademas de tener el marcador /1%, tienen el marcador
Bd® . Este se expresa en las alas de las moscas adultas como muescas en las puntas de las alas
Namadas serratia. El marcador conocido como TM3 indica que las lineas presentan tres
inversiones (dos paracéntricas y una pericéntrica}, lo que hace que se elimine la
recombinacion en meiosis y se favorezca la sobrevivencia, de ta) forma que de presentarse Ia
recombinacién, podria producirse un individuo homocigoto para e marcador I, 1o cual serja
letal (Lindsley y Zimm, 1992 citado en Guzmain y Graf et al.,1995). Por otro lado, la linea
Oregon lleva en el cromosoma 1 y 2 el cardcter R(R) resistente al plaguicida conocido como
DDT y sobrexpresen constitutivamente algunos genes del citocromo P450 (Graf et al.,1998).

La cruza estindar (ST) se realiza con machos de la linea mwh y hembras virgenes de
la linea flare. Las larvas heterocigéticas resultantes de la cruza, poseen uno de cada uno de
los marcadores recesivos [Figura 1.a] (Lindsley y Grell,  1968; Garcia-Bellido y Dapena,
1974 citado en Graf er al,1984). Sin embargo, si se quiere valorar in vivo el efecto de
activacién de promutigenos por accion del metabolismo dependiente del citocromo P450 se
utilizan hembras virgenes de la linea Oregon y machos de la linea mwh, por lo que esta
cruza es conocida como de bioactivacion elevada (BE) (Graf et al.,1998) .



Existen diversos mecanismos que conducen a la aparicién de los clones de los
marcadores genéticos, entre los que se encuentran la recombinacion mitdtica. las
deleciones, las mutaciones puntuales y 1a no disyuncién (Figura 1.b.c. d. e, ).

La recombinacion mitética entre las cromatidas de cromosomas homologos da como
resultado, en primer lugar, la aparicién de manchas gemelas, es decir, manchas que exhiben
areas mwh y flr’ adyacentes, dado que la recombinacion se produce entre ef centrémero ¥
estos marcadores, lo que origina que cada céluia resultante tenga un cromosoma recombinado
¥ uno sin recombinar (Figura 1 b). En segundo lugar, la aparicién de manchas simples mwh, se
debe a la recombinacién que se produce entre el marcador i y el marcador mwh (Figura I ¢), ¥
en tercer lugar, cuando los dos eventos de recombinacién descritos ocurren al mismo tiempo,
pueden dar como resultado una mancha simple flare (Graf et ai.,1984).

El cambio de un alelo del tipo silvestre (mutacién puntual), asi como la pérdida de un
fragmento pequefic o extenso del cromosoma que involucre al alelo silvestre (delecidn),
originaré una mancha del tipo simple (mwh o 1) (Figura | dy ¢). En cuanto a la no disyuncién o
pérdida de un cromosoma que contenga el alelo silvestre, se tendrd como resultado la
aparicién de manchas de! tipo simple (mwh) (Figura 1 1) (Graf er al.,1 984),

Por otro lado, ef software que analiza estadisticamente los resultados de SMART del
ala propuesto por Frei Y Worgler (1988), detecta las diferencias que puedan existir entre los
valores esponténeos en un testigo y las series de tratamientos a las que se someten las larvas.
Para evaluar los efectos genotéxicos existen dos pruebas. Una basada en la prueba no
paramétrica de U (Mann-Whimey-Wilcoxon) de dos colas, la cual analiza los datos sin la
exigencia de una distribucién normal y considera la variabilidad individual. La otra prueba se
basa en ji cuadrada para proporciones (de una cola), que compara las proporciones de
manchas por ala entre dos muestras. El efecto genotoxico es diagnosticado porque la
frecuencia de manchas verdadera de los tratamientos ¢s al menos, el doble dela frecuencia
obtenida en los testigos aegativos. Esta frecuencia €s m = 2 para manchas simples y totales, y
m = 3 para manchas grandes y gemelas (ubla 1). Con esta prueba se tiene la probabilidad de
definir un riesgo genotéxico inaceptable. Si se puede excluir este riesgo con una significancia
estadistica, entonces los resultados son’ negativos. Si la nuestra no es lo suficientemente
grande, los datos pueden ser insuficientes y ¢l resultado es no concluyente; es decir no se
puede excluir la hipétesis nula ni la hipétesis alterna. Los resultados con esta prueba tienen
cuatro categorias: positivos, negativos, débiles y no concluyentes. )

Para evitar los resultados no concluyentes en al menos un 95 % de los casos, s¢
recomienda revisar al menos 110 alas (55 individuos) (Frei Y Wirgler, 1988 citado en Heres,
2001). De esta manera, cuando el tratamiento es verdaderamente no genotéxico o si lo es. en
un 95 % de los casos uno puede decir que el resultado es negativo o positivo respectivamente.
En la practica este pardmetro es importante para evaluar resultados negativos o de muy bajos
efectos (Frei, comunicacién personal citado en Heres, 2601)
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FIGURA |: Esquema que ilustrs las diferentes vias pata la formacién de manchas en la SMART con marcadores multiple wing hairs (mwk)

y flare (fIr) en las células del ala. Las manchas gemelas se obtienen por recombinacidn del marcador Or proximal (b), la recombinacion con

el marcador fir distal produce dnicamente manchas simples mwh (c). Los eventos como deleciones (d}, las mutaci p les (c) y las
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na disyunciones {1} dan como resultado manchas simples mwh, o sus anélogos en forma de manchas fir (no 1lustrado). Solo los brazos

izquierdes del cromosoma 3 son ilustrados.




TAMOXIFEN

El tamoxifen cuya férmula quimica es (Z)-2-[p-(1-2 Difenil-1-butenil) fenoxi}-N,N- .,
dimetiletilamina [C,H,yNO] (figura 2) (Merk, 1976), se caracteriza por ser un compuesto
trifeniletileno (Vancutsem ef al., 1994), con un peso molecular de 371.53 g (Merk, 1976).
En su forma comercial es soluble en etanol, metanol Y acetona, siendo poco soluble en agua
(Frei, comunicacién personal). La dosis terapéutica recomendada va de 10 a 20 mg por via
oral dos veces al dia [mafana y tarde] (Foz-Sala er al., 1987). Generalmente su presentacion
comercial es en forma de tabletas de citrato de tamoxifen (TAM) y cuenta con varios
nombres comerciales como son “Kessar”, Nourytam”, “Tamofen”, “Tamoxifen Farmos™,
“Zemide”, “Novaldex™(Merk, 1976).

“ OCH,CH,N(CH,),
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&

FIGURA 2: Férmula desarrollada de firmaco tamoxifen.- (Z)-2{-p(1-2-Difenil-1-butenil}-fenoxi]-N,N-dimetiletilamina {Merk,1976).

Este compuesto es uno de los antiestrégenos utilizado en el tratamiento de todos los
estadios del cincer de mama (Greaves er al.,1993; Sargent et al., 1994; Vancutsem ef al,
1994; Rajah y Pento, 1995; Smith y White, 1995). Ha sido indicado principalmente en
mujeres posmenopdusicas (Bland y Copeland, 1993), dado que aparentemente detiene el
crecimiento de las células cancerigenas en las mamas (Smith y White, 1995) y previene su
desarrollo (Vancutsem et al., 1994), pero existe evidencia de que aumenta la frecuencia de
aparicion de carcinomas en el endometrio (Bland y Copeland, 1993; Tiemey er al., 1996;
Marqués y Beland, 1997; Williams y Jeffrey, 1997), al parecer por activacién del citocromo
P450 (Hukkanen et al., 1997; Smith y White, 1998). Sin embargo, Tannenbaum en 1997,
en base a la revisién que realizé en la literatura existente, menciona que el TAM no es
genotoxico en mujeres adultas y que no es mutagénico en ensayos in vivo e in vitro. Del



mismo medo Moorthy er al. en 1997 sugieren que al someter ratones hembra al TAM. este
es transformado a metabolitos no genotoxicos.

Aunque es mds frecuente su uso para el tratamiento del cancer de mama en
mujeres, existe poca experiencia ¢linica disponible con el TAM en el tratamiento del cancer
de mama en varones, por lo que cada dia es mas comun su utilizaci6n en wna dosis diaria de
10 mg por via oral, por lo que se cree que deberd de reemplazar a la extirpacién de la
gidndula como tratamiento inicial de la enfermedad (Tiemey et al.,1996).

Se sabe también, que afecta el contenido mineral de! hueso v la densidad ésea, asi
como también el metabolismo del colesterol (Tierney et al.,1996), de lipidos y proteinas,
por lo que estd en estudio la relacién entre el consumo de este frmaco con las fracturas
causadas por osteoporosis y con el infarto al miocardio (Bland y Copeland, 1993; Tierney,
et al., 1996).

Los efectos colaterales adversos mas frecuentes que se han observado son las
sofocaciones, las nduseas. y los vémitos. También se han descritos efectos a nivel de las
retinas con disminucién de Ia agudeza visual (Foz-Sala er af., 1987). Otro efecto colateral
posible es el aumento del peso corporal, asi como es posible que produzea leucopenia.
trombocitopenia y tal vez tromboflebitis (Bland y Copeland, 1993). Se ha visto que produce
increnento transitorio de dolor dseo y posible anovulacién (Tierney ef al., 1996).

Este compuesto al influir directamente en el metabolismo de los estrogenos, ha
estado sujeto a multiples estudios abarcando su metabolismo, su capacidad carcinogénica y
mutagénica y sus efectos genotéxicos, utilizando diversos modelos biolégicos para estudios
in vitro, entre los que sobresalen los siguientes: hepatocitos de ratas {(White et al., 1992;
Greaves et al., 1993; Phillips er al., 1994 a,b; Sargent et al, 1994; Vancutsem et al., 1994;
Carthew et al, 1995; Jarman et al, 1995; Smith y White, 1995; Osborne et al.,1996
;Busch, 1997; Davies et al., 1997; Styles et. al., 1997), hepatocitos de ratones (Greaves et
al., 1993; Randerath et al., 1994; Cai y Wei, 1995), microsomas de mono {Comoglio et al.,
1996), fibroblastos (Rajah y Pento, 1995), embriones de criseto (hamster) (Tsutsui er al,
1997}, linfoblastos humanos y lineas celulares linfoblastoides (Raposa y Varkonyi, 1987,
Crofton et al., 1993; Styles er al., 1994, 1997), microsomas humanos {(Wilsen er al., 1995;
Lim er al., 1997), células de la médula ésea de raton (Vijayalaxmi y Ral, 1996), tejido
epitchal y tejido perteneciente al endometrio (Carmichael ez, al., 1996; Marqués y Beland,
1997; Hukkanen er al, 1998: Smith y White, 1998) y estudios in wive con ratones
(Moorthy et al., 1997).

Existen ciertas contradicciones respecto a la caracterizacion del TAM como agente
potencial genotéxico. En 1987 se encontré que el tamoxifen no produce intercambio de
cromatidas hermanas, por lo que no se esperaba que fuera capaz de producir leucemias
secundarias, como sucede con otras drogas citostaticas como el 3-fluoruracilo (Raposa y
Varkonyi, 1987),



Sin embargo, diversos estudios han reportado que ¢l TAM si es capaz de producir
anormalidades cromosomicas en ratas, tales como micronticleos (Crofton er a/,1993;
Phillips et al. 1994b; Styles et al., 1994), aneuploidias (Sargent et al., 1994; Styles ef al.,
1997, Wogan, 1997), condensacién prematura, endorreduplicacion del ADN y ruptura de
cromosomas (Sargent et al., 1994), mutaciones puntuales (Vancutsem er al., 1994; Davies
et al., 1997), ademas es, para ratones y ratas, un agente clastogénico y es capaz de inducir
tanto aberraciones cromosémicas como microntcleos (Vijayalaxmi y Rai, 1996; Styles er
al., 1997). Se han observando también en linfoblastos humanos {in vitro}, anormalidades
como microniicleos (Crofton er al.,1993; Styles er af., 1994,1 997).

Todavia no es claro el mecanismo de formacién de carcinomas en el endometrio
humano por ¢l TAM, pero se tiene evidencia de que éste puede incrementar el riesgo de
padecer este mal (Easton, 1998) y existe la certidumbre de que si produce carcinomas en los
hepatocitos de rata y ratén (Hukkanen er al., 1998).

Se ha observado que este farmaco es capaz de formar aductos con proteinas {Smith
y White, 1995), con €] ADN del tejido epitelial de ratén (Cai y Wei, 1995) vy con el ADN
hepatico de rata (Randerath et al, 1994; Carmichael er al., 1996; Osborne et al., 1996,
1997, Busch, 1997; Davies et a/., 1997, Wogan, 1997).

Se ha demostrado que algunos de los dafios en ratas y en los linfoblastos humanos in
vitro (carcinomas, efectos clastogénicos y genotéxicos, aberraciones cromosémicas) que
puede producir el TAM son debido a la conversién que sufre por intervencién de las
isoenzimas y monoxigenasas del CitocromoP450 [CYP450)(White er af., 1992; Phillips e
al,, 1994a; Styles er al., 1994, 1997; Smith y White, 1995, 1998; Tsutsi er af., 1997:
Wogan, 1997; Hukkanen er a/., 1998). Se encontré que dicha activacion metabolica es por
alfa-hidroxilacién del grupo etil (Phillips er al., 1994b; Jarman er. al.. 1995), produciéndose
dos metabolitos genotdxicos conocidos como alfa-C-hidroxitamoxifen (Jarman et af.,
1995; Lim et al., 1997) y el 4-hidroxitamoxifen (Lim ez af,, 1997). Sin embargo, Wilson e/
al. (1995) contradicen estos hallazgos dado que encontraron que el sistema metabélico intra
y extracelular de los linfocitos humanos en estudios in vitre, no activa el TAM a
compuesto genotdxico.

Asi mismo Carmichael ef al. (1996) apoyaron esta situacién y concluyeron que
aunque en ratas si se producen aductos con el ADN, no puede ser aplicada al humano en
estudios in vivo. Algo similar encontraron Smith y White (1995) e indicaron que no hay
evidencia de dafio producido por el TAM en siete mujeres que estuvieron bajo tratamiento.

Un articulo emitido por el National Cancer Institute (NC1, 1999) indica que hay
pocos reportes de toxicidad hepatica en mujeres que tomaron TAM, pero es claro que puede
causar algunas veces alteracion en el higado de mujeres, la que raramente puede ser severa
0 de amenaza para su vida (NCI, 1999).

En 1997, Williams y Jeffrey afirman que el TAM es genotdxico y carcinégeno en
animales experimentales y solo carcindgeno para el humano y mencionan que el



toremifene, es un anilogo del tamoxifen, que podria sustituirlo en el tratamiento del
céncer, Este compuesto también es capaz de producir anecuploidias y anormalidades en Ia
estructura cromosémica, aunque en menor proporcion.

Por su parte, Moorthy er al(1997) demostraron que al inducir las enzimas del
CYP450, por medio de diferentes sustancias (fenobarbital, beta-naftoflavina y
pregnenolone-16 alfa-carbonitrilo), se afecta el metabolismo del TAM en ratones hembra,
encontrando que estas drogas aumentan la destoxificacién del tamoxifen a metabolitos no
genotoxicos. Sin embargo, dos afios antes, Carthew ef al, (1995), observaron que al tratar
ratas Wistar por tres meses e interrumpir el tratamiento y utilizando posteriormente
fenobarbital, se presentaban hepatocarcinomas nueve meses después de la aplicacion, lo que
indica que el TAM utilizado por largos periodos de tiempo, deja residuos en el cuerpo que
pueden ocasionar dafos al ser activados por otras sustancias como el fenobarbital,

Randerath er 4/(1994) demostraron que el pentaclorofeno! modula la actividad
metabdlica del TAM, en el sentido de que controla la formacién de aductos in vive con el
ADN hepitico de ratén.

Segun lo reportado por Wogan ( 1997), €]l TAM es considerado como un carcindgeno
que actia por medio de mecanismos genotoxicos ¥ no genotdxicos, y que puede elevar -
considerablemente, el riesgo de céncer particularmente en el endometrio. Como ya se
mencioné, el mecanismo de este tipo de céncer asociado al tratamiento con esta sustancia no
es claro, por lo que Smith y White (1998) presentaron dos posibles explicaciones:

(1) El Tamoxifen causa dafio y mutacién en el ADN de las células uterinas
(2} Promueve el desarrollo de tumores endometriales a través del bloqueo de la actividad de
los estrdgenos.

Es muy probable que no interactie directamente con el ADN para producir dafio
genético, si no que el efecto perjudicial lo produzca porque puede funcionar, por un lado,
como un antiestrégeno evitando el cdncer mamario, ¥ por otro, come un estrégeno en otros
tejidos contribuyendo al desarrollo del cdncer endometrial. Con esta doble funcion se
identifican a drogas conocidas como receptores moduladores selectivos de estrogenos
{SERMs), y el mejor de ellos es el TAM {Easton, 1998),

El cancer uterino tiene una incidencia menor de 1% en mujeres que tomaron una dosis
de 20 mg diarios de Tamoxifén por cinco afios, pero los especialistas clinicos indican que los
beneficios que provoca su administracién son mayores. Un estudio publicado en el The
Lancet (Mayo,16 1998) ( citado en Komen, 1999) informa que tomiando el farmaco por
cinco afios, se reduce significativamente la recurrencia de cancer en ambos senos (42%) yla
muerte (22%) en todas las mujeres bajo tratamiento; aunque deben realizarse regularmente
exdmenes ginecoldgicos (Komen, 1999)



La recomendacién anterior debe tenerse presente, debido a que Easton (1998), del
Hospital de Ia Universidad de Chicago, indica que el TAM es defectuoso, debido a que
bloquea la accién de los estrogenos en el sene, preserva los efectos benéficos 'de los mismos
para el mantenimiento del hueso y del sistema cardiovascular; pero retiene los estrégenos en
el vtero con la tendencia a promover el cincer. Lo mismo sugiere un documento publicado
por el NCI (1999}, dado que hay mujeres que han muerto por cancer uterino y tomaron TAM,
presentando los sintomas caracteristicos de la enfermedad, como puede ser el sangrado
vaginal anormal (NCI, 1999). '

Independientemente de los dafios carcinogénicos que pueda ocasionar, es importante
resaltar que las personas que estan bajo tratamiento pueden presentar infinidad de efectos
colaterales adversos que pueden conllevar a la muerte (infartos y tromboflebitis) v otros
menos graves pero de cierta importancia como ceguera, fracturas, aumento de peso, dolor
6sco  (Tiemey et al.,1996; Bland y Copeland, 1993), aunque no en todos los casos
(Gorin,1998; Nayﬁeld,l996; NCI, 1999; Komen, 1999).

También puede ocasionar sintomas tuy parecidos a la menopausia [bochornos
(CNN,2000; Gordon,1999), flujo y resequedad vaginal o sangrado, irritacién de la piel
alrededor de la vagina, dolor de cabeza, pérdida del apetito y fatiga] (Gordon, 1999) y una
rara toxicidad hepética, lo que ocasional y poco frecuente puede ser una amenaza para la vida
(NCI, 1999).

En las mujeres que han recibido quimioterapia y TAM al mismo tiempo, se observa
un incremento en el nimero de codgulos sanguineos pero la frecuencia de casos es pequefia
(NCI, 1999), :

Tratando de dilucidar los efectos negativos del TAM, Comoglio e/ al. (1996)
demostraron que al administrarlo a monos, se produce en cllos un poderoso metabolito
capaz de inhibir el metabolismo de esta droga, conocido como N,N-Didesmetil-tamoxifen y
al ser aplicado in vitro a microsomas de humano y de rata, se reduce significativamente la
activacién- del TAM, via el citocromo P450 por lo que aparentemente, este metabolito
contribuye a proteger a los primates, como el hombre, de la induccion del cancer de higado.

Para evaluar e] potencial efecto genotéxico en la D. melanogaster que podria ser
incrementado via la induccién del citocromo P450, se utilizaron los organismos
producto de la cruza conocida como de bioactivacién elevada (BE). Esto hara posible
demostrar si este organismo, con elevada sintesis del citocromo, puede activar al TAM,
transformandolo en un compuesto genotéxico. Por lo que al probar este firmaco en un
sistema eucariote diferente a los ya reportados en la literatura, se aportari informacién
sobre su activacién como agente genotdxico o a la ausencia de ésta. Asi mismo, ¢l someter
a esta prucba y el emplear este modelo nos permitird conocer mas a cerca de los efectos
" genotdxicos del 4 NQO.



OBJETIVOS.

Debido al papel fundamental de este farmaco para la proteccion contra el céncer
mamario y por ¢l riesgo que representa para la salud del ser humano que esta bajo tratarniento,
¢l presente estudio pretende detectar si existe un riesgo genotdxico con el tamoxifen. Para
demostrarlo se propone utilizar Ia prueba de mutacién recombinacicn somatica (SMART) en
el ala de D. melanogaster con la cruza de BE (bioactivacion elevada).

Del mismo modo, se pretende comprobar el riesgo genotoxico del 4-nitoquinole-1-
oxide (4 NQO), el cual no ha sido reportado para este sistema.

MATERIALES Y METODO.

La cruza BE se realizé con individuos pertenecientes a dos lineas diferentes, la linea
mwh y la linea Oregon. Los machos de la linea mwh fueron eruzados con hembras virgenes
pertenccientes a la linea Oregon (Graf et al., 1984). Las lineas fueron obtenidas por donacidn
del Dr. Ulrich Graf que pertenece al Institute os Toxicology, Swiss Federal Institute of
Technology and University of Zurich, Suiza.

En cuanto a los agentes quimicos (TAM Y 4 NQO)*, fueron obtenidos por donacién
del Dr. Hansjérg J. Frei que pertenece al Institute os Toxicology, Swiss Federal Institute of
Technology and University of Zurich, Suiza.

El disefic del experimento contempld un factor con seis niveles, tomando como
variable de respuesta la frecuencia de manchas por individue. Se probaron tres diferentes
concentraciones (0.66, 1.65 y 3.3 mM) las que se determinaron de acuerdo con la dosis diaria
recomendada para el ser humano [una pildora de 20 mg disuelta en 21.5 m] de solvente
provee una concentracion de 2.5 mM] (Frei, comunicacion personal).

Los lotes testigo fueron integrados por dos testigos negativos (uno con Medio
Instantineo Carolina (Carolina Biological Supply Company, Burlington, NC, USA) y el
otro con medio Carolina y una solucién etanol al 5 % y tween-80 al 5 % (v/v) como
disolvente) y por un testigo positivo, que fue un compuesto con actividad genotoxica
comprobada y activado por el P450, el cual produce aductos muy parecidos a los que se ha
reportado que produce el TAM: el 4NQO.

* Para conocer la marea y el nimero de catilogo de las sustancias, consultar el apéndice.



Para el" 4 niroquinole-1- oxide -4NQO- fueron. utilizadas dos diferentes
concentraciones [2.5 y 5 mM], manteniéndolas bajo las mismas condiciones que los
tratamientos.

"Una vez realizada la cruza, se procedié a la obtencion de huevos, los que siempre
fueron colectados durante un periodo de ocho horas en botellas que contienen un medio
realizado con levadura fresca adicionada con azicar, a una temperatura de 25° C, con una
humedad de 60-80% y en la oscuridad (Graf, comunicacién personal).

En el momento de que las larvas alcanzaron 72 horas (£ 4 horas) de edad, se les retird
el medio y se lavaron con agua corriente (25° C) con la ayuda de un colador metalico
(Guzman-Rineén y Graf, 1995).

Las larvas fueron sometidas a un tratamiento crénico. Se colocaron en tubos de ensayo
con capacidad de 15 ml donde cada uno contenia 1.5 g de Medio Instantaneo Carolina y 6 ml
de la solucién { Graf et al., 1984, 1994; Graf y van Schaik, 1992) de tamoxifen preparada
con una solucién etanol al 5 % y tween-80 al 5 % (v/v) como disolvente. A continuacion, los
+ tubos fueron puestos a incubar a una temperatura de 25°C (+2°C), por aproximadamente 48
horas, con la finalidad de que las larvas completaran su desarrollo y se obtuvieran organismos
adultos.

Las moscas que emergieron fueron colectadas y aimacenadas en frascos que contenian
etanol al 70 %, para después separar a la progenie trans-heterocigota (mwh +/+ fIF), con
. fenctipo silvestre de la poblacién con el caracter serratia. Las alas de 391 individuos (zbla 1)
fueron montadas con una solucién de Faure (30 g de goma arabiga, 20 ml de glicerol, 50 gde
hidrato cloral y 50 ml de agua de ia llave) y revisindose las dos superficies con un
microscopio éptico a 400x, registrando el niimero de manchas presentes. En cada caso e}
tamafio de las manchas estuvo determinado en base al nimero de células yue presentaban el
fenotipo mwh [multiple wing hairs]o el /17 [flare]. Tres categorias para las manchas son
reconocidas: (1) manchas mwh simples, (2) manchas S simples y (3) manchas gemelas, es -
decir, son manchas que‘exhiben ireas mwh y JIr’ adyacentes [figua 3y l;] {Graf er al., 1984 .
citado en Graf et al., 1989). ’

La evaluacién de las manchas en las alas se realizé por medio del programa SMART
(Frei, 1988). Para el analisis estadistico, las manchas serin agrupadas en base al tamafo y
. evaluadas por separado de acuerdo con Ja siguiente clasificacion;

1- Manchas pequefias simples de una a dos células {fenotipo mwh o fIr).
2- Manchas grandes simples de tres o mas células (fenotipo mwh o Jir).
3- Manchas gemelas con una area mw# y una i,
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Para determinar ia significancia de la frecuencia de manchas por individuo, se emples
la regla de decision miltiple, a través del software que realiza el andlisis estadistico, con e
cual se determind si el formaco produjo resultados positivos, débilmente positivos, negativos
o no concluyentes (Frei y Wilrgler, 1988). Basado en el nimero y el tamaiio de los clones
mwh, es posible calcular la frecuencia de induccién mutagénica por célula. Frei y Wilrgler
{1988} han propuesto una estimacién integral de la frecuencia de induccion por c€lula y por
divisién celular de acuerdo con la divisién de la frecuencia de manchas en el ala entre e
nimero de células contenidas en el ala, que es de aproximadamente 24,400 y de 48,800 en un
individuo.

a) mancha simple mwh

FIGURA 3: Esquema que ilustra los dos tipos de manchas o clones producto de los diferentes mecanismos
de accién genotéxica. a) mancha mwh, b) Mancha gemelas,



RESULTADOS Y ANALISIS

Después de los diferentes tratamientos crénicos empleados se evaluaron los efectos
producidos por el Tamoxifen (TAM) en las células somaticas del ala en D. melanogaster
mediante la prueba SMART. El efecto del TAM fue negativo en comparacion con los
testigos, tanto el agua deionizada como el tween-OH al $% (Tabla 1. En cuanto a la
frecuencia espontnea de manchas por individuo se observa que ésta se presentd conel TAM
de manera similar a los testigos Tween-OH y agua deionizada (Tabla 1. Grificas 1,2 y 3.

TABLA 1

RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE MANCHAS EN EL ALA DE DROSQPHILA CON LA
CRUZA BE.

Com-  Nime- [Manchas por ala(Nimero de manchas)Stat.Diagn.*| Manchas Prom. Frecuencia de
pussta ro con de formacidn de
de Manchas Manchas Manchas Total |elon ¢iclea clones x10(.5)
ala simples simples gemelasn manchas | mwh de
pequefiag grandes divi- ab- control
Conc. 1-2 c€lulas} (2 t€lulas) Bién ger- corre-

mM ms 2.00 m = 5.00 mas 8500 = 2,00 celular vado gido

control A 72hr agua T4122indo0hb
70 1.56(109) 0.40(28) 0.200(14) 2.16(1581) | 142 2.11 8.3

control B 72hr tween-OH T4123ind00hb
56 1.52(8B5) ¢.45(25) . 0.16¢ 9) 2.121{119) 117 2.18 8.6 0.2

tratamiento 7zhr tamoxifen 0.66mM T4123ind00hb
1 56 1.73(97)- 0.43(24)- 0.16¢ 9}- 2.32(130)-| 121 2.11 8.9 C.5

tratamiento 72hr tamoxifen 1.65mM T4l23indoohb
2.5 55  1.38(76)- 0.31(17)- 0D.15{( 8)- 1.84(101)- 95 2.0% 7.1 -l.2

tratamiento 72hr tamoxifen 3.3mm T4123indoohb
5 54 1.56(84)- _ 0.30{16)}- 0.151 8)- 2.00(108)-| 100 _ 1.96 7.6 -G.7

Lratamiento 72hr 4-NOO 2. 5mM T4123ind00hb .
2.5 52 3.48(181)+ 1.67(B7)+ 1.25( 65)+ 6.40(3233)+ 304 2.39 24.0 15.7

tratamiento 72hr 4-NOO SmM T4123indophb
S~ 48 3.44(165)+ 2,48(115)4 1.69(81)+ 7.60{365)4 346 2.7¢ 29.6 21,2

Tﬂﬁzaézostico estadistico acordado por Fr;; ¥ Wuergler (Mut;zigﬁ Res_, 533 (19BB} 297-308:
} = positive; - = negativo; w = falso pesitivo; i = ne concluyente.

m = factor de multiplicacién.

Niveles de preobabilidad: alpha = beta = 0.05.

La distribucién de los clones mwh mostré que el numero de células del clon mas
frecuente estd ubicado entre una v dos células (clon pequefio). Se puede afirmar que el
TAM ne produce efectos genotoxicos, puesto que no se afectaron significativarnente a las
células, ya que la frecuencia de mutacion en las moscas tratadas no es mayor a la frecuencia
de mutacién en los testigos negativos (Table 1. Grafica 2).



GRAFICA 1: FRECUENCIA DE MANCHAS POR INDIVIDUO
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FRECUENCIA DE MANCHAS

PEQUENAS GRANDES GEMELAS ~ TAMANG DE MANCHA

El 4-NQO si produjo cambio genético en todos los clones, dado que los clones
pequedtos mwh (1 a 2 células) fueron mas frecuentes, pero también se presentan clones de 3 a
8 células, siendo la frecuencia significativamente mas alta que los testigos (Grifica 2). Lo
anterior indica que este agente manifesté un efecto genotxico tardio, es decir que la
recombinacién entre cromosornas homélogos se presentd en tapas més tardias del desarrollo
larvario comparéndolo con los eventos que produjeron los clones gemelos (9 a 32 céhulas)
(Grafica 3)

En cuanto a la frecuencia de clones gemelos, se observa que la frecuencia no es mis
alta que la del testigo, para el TAM. Con el 4NQO se observa que al tamaio del clon
producido significativamente mas grande (mas de 2 célulaskGrafica 3), debido a que el efecto
genotoéxico fue tardio. Lo anterior confirma el hecho de que efectivamente el 4NQO debe ser
activado via la intervencion del grupo de proteinas que corresponden al CYP450.

Al observar la frecuencia de manchas tomande en consideracidn el sexo de los
individuos se tiene que en los machos hay una frecuencia ligeramente mayor que en las
hembras para el agua y el TAM en sus tres concentraciones. En cuanto al 4NQO se detectd
que las hembras son ligeramente mas susceptibles (Grifica 4).
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DISCUSION

En la literatura se ubica al TAM como un agente carcindgeno y genotéxico para
mamiferos pequefios (rata, ratén y hamster) en ensayos in vivo (White et al.,1992; Greaves,
1993; Sargent er al., 1994; Vancutsem et al., 1994; Cai y Wei, 1995, Carthew et al., 1995;
Rajah y Pento, 1995; Vijayalaxmi y Rai, 1996; Davies e al., 1997; Wogan, 1997) ¢ in vitro
(White e¢ al.,1992; Phillips er a/.,1994 a,b; Osborne er al., 1996, 1997; Tsutsi er al, 1997) y
que es activado como agente daflino por las monoxigenasas pertenecientes al CYP450
(Styles et al., 1994; Comoglio et al., 1996). -

Este mecanismo de carcinogénesis es diferente cuando se comparan los resultados obtenidos
en el higado de rata con el endometrio y el tejido hepatico del humano. Aunque la evidencia
indica que para el roedor en cuestion, si se produce dafio, no se ha demostrado cual es el
mecanismo de formacién de carcinomas ni de aductos con el ADN en el ttero nj el higado
del humano (Busch, 1997). .

Los resultados obtenidos con la prueba del ala y SMART, indican que al menos para
la D. melanogaster de la cruza de bioactivacion elevada (BE), ¢l firmaco no es genotdxico.
Con lo anterior se demostrd que en este eucariote este compuesto no es activado por la
familia de las enzimas del CYP450, para producir daso. Esto concuerda con Tannenbaurn
(1997) quien indicd, en base a su revision bibliogrifica, que el Tamoxifen no es genotéxico y
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que los aductes de DNA estin ausentes, al menos para mujeres adultas que estuvieron bajo
tratamicnto y con Moorty y colaboradores (1996) es metabolizado a compuestos no
genotdxicos cuando es administrado a ratones hembra en estudios in vivo. '

El tratamiento con el testigo positivo (4NQOQ) fue genotoxico en este bioensayo en sus
dos concentraciones, tal como se esperaba; dado que en la literatura es ubicado como un
agente genotéxico (Qingyi er al., 1996; Gaviao er al., 1999) debido a que produce gran
cantidad de aductos en el ADN al ser activado por ¢l citocromo P450. Hasta el afio 2000, no
existia ningin trabajo previo que hubiera evaluado el efecto del 4-nitroquinole- ] -oxide,
utilizando la prueba del ala y SMART. Los datos presentados son de suma importancia por
que comprueban la genotoxicidad de esta sustancia a través de este bioensayo. Los datos
obtenidos por este trabajo se concuerdan con lo encontrado por Gaviao y colaboradores
(1999) en el sentido de que el 4NQO produce dafio genotoxico, s6lo que ellos emplearcon el
SMART que evalia el dafio en los ojos de las moscas (SMART w/w* eye assay),

CONCLUSIONES

Debido a la importancia terapéutica que tiene el Tamoxifén para el Tatamiento del
cancer mamario y segun los datos arrojados por esta investigacién, se puede concluir que:

1., No mostré actividad genotéxica en las D. melanogaster producto de la cruza de
bioactivacion elevada.

2. No es activado por la familia del citocromo P450 producido por .
melanogaster.

3. El 4 nitroquinole-1-oxide (4NQO) fue activado por la familia del citocromo
P450 en la prueba del ala SMART en D. melanogaster, comprobandose su
accion genotdxica.

4. Al parecer, ] TAM tiene multiples ventajas que ayudan al organismo, pero
también presenta infinidad de efectos colaterales, quizi no fatales como el céncer,
por lo que su uso debe estar muy bien controlado ¥y totalmente justificado.
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APENDICE

1. Tween-80, marca SIGMA, no. cat. P-8074
2. Etandl, marca MERCK

3. Tamoxifen (citrato de tamoxifen), marca SIGMA, no. cat. T-9262, Lote 126H0323,
Pureza 99% PM 563.6g formula C26H29NO. C6HR07

4. 4-Nitroquinoleina, marca SIGMA, no. cat 8141, Lote 48h0477, PM 190.2 férmula
. CO9HEN203
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