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RESUMEN

La induccién de tumores por estradiol y sus esteres se describié poco antes de
1930 por Lipschutz y Vargas en cobayos, desde ese momento, se han publicado
multiples articulos sobre la induccion tumoral por los estrogenos y se han
desarrollado varios modelos tumorales en roedores. Pese a su potencial carcindgeno,
los estrogenos se han considerado benéficos, en funcion de su gran variedad de
efectos hormonales y por lo tanto terapéuticos. Sin embargo, en los ultimos veinte
afos los estudios epidemioldgicos han relacionado en repetidas ocasiones a éstos
compuestos con el aumento de riesgo de tumores mamarios o uterinos asociados a

estrégenos y sus metabolitos.

En la parte preliminar del presente trabajo se cuantificd la bioacumulacién en
sangre y la posible liberacion a través de orina y leche, del estradiol y/o de sus dos
principales metabolitos (estrona y estriol); para ello se parti6é de evaluar las ventajas
y desventajas entre la cromatografia de gases masas (CG/MS) y la cromatografia
de liquidos (HPLC) en cuanto a su capacidad para detectar y cuantificar de
manera simultanea y a bajas dosis a las tres hormonas en fluidos corporales

de vacas expuestas al estradiol de manera terapéutica en tratamientos sucesivos.

Encontrandose, a la cromatografia de liquidos con méas sensibilidad y
especificidad, permitiendo identificar y cuantificar al mismo tiempo a cada una de
las tres hormonas hasta la concentracion de 0.01 ppm; observandose que solo en
orina y no en la leche, existia una importante liberacion de las tres hormonas; siendo
la estrona la mas importante por sus alta concentracion, lo que evidencia, en
tratamientos sucesivos una posible bioacumulacién; por otra parte, se evalu6 el
efecto genotdxico de estos compuestos en dos bioensayos (habas y la mosca de
la fruta), con dos pruebas genotoxicas en cada uno; encontrandose evidencias de
dafio a dosis bajas en ambos organismos en las cuatro pruebas evaluadas, siendo
mas significativo el efecto del estriol que del estradiol que es la hormona original, lo
gue significa que el principal mecanismo de accion es de manera indirecta a
través de al menos uno de sus metabolitos, debido a que el otro metabolito (la

estrona) fue inocuo, al menos a las concentraciones y en las condiciones evaluadas.



1. ANTECEDENTES

1.1 Uso en la actividad ganadera

La regulacion de la actividad sexual esta representada en el organismo por el
sistema hipotalamo-hipoéfisis-ovarico. La interrelacion entre estos componentes
dirigentes se realiza a través de la via neuro-hormonal, donde la mayor
importancia se encuentra en el proceso hormonal. El conocimiento de esos
procesos e interacciones, representa un punto focal mediante el cual el hombre

puede influir sobre su entorno econdmico y social (Duarte, 1999).

Los mecanismos y procesos que regulan la actividad sexual en humanos, asi
como en otros mamiferos domeésticos, no estdn completamente aclarados, sin
embargo, los resultados alcanzados en los trabajos experimentales clinicos,
endocrinolédgicos, morfolégicos e histomorfologicos, brindan una valiosa informacion
que posibilita una concreta imaginacion teérica sobre el dinamismo y mecanismo de
los procesos de regulacion durante el ciclo sexual, aplicables a la terapia de
ciertos padecimientos humanos y al mejoramiento, asi como para la sobre-

explotacion de ciertos caracteres en la ganaderia, entre otros (Duarte, 1999).

Para el uso de hormonas en la ganaderia contemporanea, es necesario
entender la teoria de la regulacion de las funciones sexuales, porque soélo desde
éste punto de vista es posible dirigir y organizar concretamente la crianza, asi como
valorar y resolver con éxito las perturbaciones reproductivas del ganado, desde

el punto de vista etioldgico, terapéutico y profilactico (Duarte, 1999).

Las hormonas sexuales son segregadas por los 6rganos sexuales a través de
un estimulo quimico a partir del lobulo anterior de la hipdfisis, el cual es de
naturaleza esteroidea; cabe mencionar que la estrona es la primera hormona de este
tipo que fue aislada, desencadenandose a partir de este momento una gran cantidad
de estudios relacionados con la sintesis e identificacion de estas hormonas
(Devore y Mufioz, 1985).



El colesterol un importante precursor de las cinco clases principales de
hormonas esteroideas, como son el progestageno, el estrégeno, el

andrégeno, la mineralocorticoides y los glucocorticoides (Bhagaban, 1990).

1.2 Esteroides y estrégenos

Los esteroides pertenecen a un grupo de compuestos de origen natural que
tienen un sistema de tres anillos fusionados de seis miembros y uno de cinco, por
ejemplo el colesterol. Estos son de origen vegetal o animal y sus funciones estan
perfectamente establecidas, muchos esteroides son mensajeros quimicos, los cuales
se producen en un 6érgano y desencadenan una respuesta en otro, como el caso de

las hormonas sexuales (Fox y Whitesell, 2000).

En los seres humanos las hormonas sexuales se agrupan en tres categorias:
estrogenos (femeninos), androgenos (masculinos) y progestinas (del embarazo) (Fox
y Whitesell, 2000).

Los estrégenos en particular, son una de las hormonas sexuales mas
importantes fisiolégicamente hablando, en donde la palabra estrégeno se deriva del
termino estro, que proveniente del griego oistro (tAbano), el cual se refiere al estado
de excitabilidad o respetabilidad sexual que presentan las hembras de diversas
especies. Actualmente la palabra estrégeno se designa a cualquier grupo de
compuestos que ocasionan la feminizacion, en los caracteres sexuales primarios y
secundarios. Se han aislado tres tipos de estrogenos en los tejidos ovaricos y en
la orina de la especie humana: estradiol (E2), estrona (E1) y estriol (E3) (Fig. 1)
(Bhagaban, 1990).

El estradiol es la principal hormona de la secrecién ovarica y es la mas
potente de las tres, es el primer estrégeno producido por los ovarios, y en
condiciones terapéuticas las concentraciones maximas en plasma se alcanzan
entre 4 y 6 h en humanos después de la ingesta, recuperandose los niveles previos

2 6 3 dias después de la suspension del tratamiento. Las otras dos hormonas son



productos metabdlicos de éste y se producen a travées de la

conjugacion

(Ey) (E3) (Ex}
Estrona Estradiol Estrinl

Figura. 1 Estructura quimica del estradiol y sus metabolitos (Devore y Muiioz, 1985).

La estrona se produce por oxidacion del estradiol antes de ser excretada en la
orina, se considera un estrégeno débil, el cual es extremadamente abundante

durante la menopausia.

El estriol se produce principalmente en el higado, a partir del estradiol y de la
estrona, aumentando su concentracion de manera significativa durante el
embarazo y el parto. Se eliminan a través de bilis y orina; su medicién en orina,
es un indice indirecto para conocer la produccion de estrégenos a nivel corporal
(Bhagaban, 1990)

Los metabolitos del estradiol son excretados con una vida media de
aproximadamente 24 h, aproximadamente el 89% a través de la vias urinarias,
el 10% por la bilis y de manera muy limitada cerca del 1% por leche (Fox y
Whitesell, 2000).

El estradiol es la fraccion estrogénica activa fisiologicamente mas importante
en los rumiantes. Es producido por el foliculo ovéarico en la hembra, siguiendo un
patron ciclico y provocando los cambios de conducta observados durante el estro, en
el macho es producido en pequefias cantidades por las glandulas adrenales (Internet
ly?2).

Los estrogenos en general parecen actuar a traves de diversas hormonas que

controlan el metabolismo de la energia. Después del tratamiento de rumiantes



con estrégenos, se elevan las concentraciones plasmaticas de insulina y de la
hormona del crecimiento. Esto resulta en aumento de la sintesis de proteina
muscular, lo que se evidencia por un incremento de la captaciéon de aminoacidos.
Por tanto, los efectos de los estrégenos no serian directos sobre la célula muscular,
sino mediados a través principalmente de la hormona del crecimiento, resultando en
un balance nitrogenado positivo, aumento acumulacion de proteinas, ademas de

una mayor retencion de calcio y fosforo (Internet 2).

El efecto neto de todos los esteroides es incrementar la ganancia de proteinas,
acumulacion que se produce en las células musculares. Esto determina un aumento
de la ganancia diaria de peso, de la eficiencia en la conversién alimenticia y en
la proporcion de carne magra sobre la grasa corporal en la carcaza. Estas respuestas
son mayores en los animales castrados que en los animales enteros, dado el mayor
nivel de hormonas circulantes de estos Ultimos. Se observa lo mismo en los
animales jovenes con respecto a los viejos. Los estrégenos son mas efectivos en los
machos enteros, mientras que los animales castrados requieren una combinacion
de estrégenos y androgenos para que se evidencien los efectos maximos (Internet
2).

Los estrogenos son absorbidos por todas las vias, debido a su liposolubilidad,
son metabolizados principalmente en el higado donde son conjugados para su
excrecion final, existiendo una intensa circulacién enterohepatica, lo que hace que
sélo una fraccion de lo administrado por la via oral sea efectivamente distribuido en
el resto del organismo. El estradiol exdgeno no difiere en absoluto del producido por

el animal, por lo que su metabolismo y excrecion son idénticos (Internet 2).

Los estrogenos han sido clasificados como carcindgenos epigenotoxicos, en
funcion de su incapacidad de producir mutaciones en bacterias y mamiferos, asi
como a su asociacion con multiples evidencias con la induccion de ciertos tipos de

proceso cancerigenos (Liehr, 2000).

El mecanismo de accion de un agente epigenotdéxico segun Li y su
colaboradores, se refiere a que el agente quimico que no participa en

interacciones directas (covalentes) con el material genético pero que, sin



embargo, es capaz de suscitar variaciones heredables por mecanismos
alternativos (Liehr, 2000).

La induccion de tumores por estradiol y sus esteres se describio a finales de los
afos treinta por Lipschutz y Vargas en cobayos y por Gardner a principios de los afios
cuarenta en ratones. Desde ese momento, se han publicado varios articulos sobre la
induccion tumoral por los estrégenos y se han desarrollado multiples modelos
tumorales en roedores (IARC, 1999). Por el contrario, la potencialidad carcinégena
de las medicaciones que contienen estrogenos en seres humanos no se ha
reconocido durante afios. En general, los estrogenos se han considerado
benéficos, en funcion de su gran variedad de efectos hormonales y por lo tanto
terapéuticos. Sin embargo en los Ultimos veinte afios, en los estudios
epidemioldgicos han relacionado en repetidas ocasiones a los estrogenos y sus
metabolitos con el aumento de riesgo de tumores mamarios o uterinos (Liehr,
2000), debido a lo cual se hace necesario realizar mas estudios que
complemente el conocimiento acerca de los efectos bioldgicos de los estrégenos

y sus metabolitos.

Los estudios genotoxicos se basan en metabolitos catecolestrogénicos, debido a
que éstos y las hidroquinonas pueden oxidarse de forma constante a quinonas y
semiquinonas (Fig. 2), las cuales son reactivas con el ADN, ademas de que en
estudios recientes se ha encontrado que el 4-hidroxiestradiol es nueve veces mas
carcinégeno que el estradiol, mientras que el 2-hidroxiestradiol es casi tan

carcinogeno como el estradiol (Liehr, 2000).

La 2-hidroxilacion de los estrégenos es la principal oxidacion metabdlica de las
hormonas estrogénicas, en la mayoria de las especies de mamiferos, ocurre en el
higado, esta catalizada por enzimas del citocromo P450 3A; mientras que las
enzimas del citocromo P4501A actlan a nivel extrahepatico y de manera particular
también se ha encontrado que la enzima P450 1B es especifica para esta funcién

a nivel de glandulas mamarias, ovario y utero (Martucci, 1993).

10



Bases de DNA oxididas

LPH-derivado

AldehidoDNA -DNA_
Aductos
Lipidns
V74 \ Aductos
/s W)
J i ,-".’ Fl / 0 =

NADPH

NADH

Figura. 2 Transformacion de estradiol a semiquinonas y quinonas.

Las hidroxilasas del citocromo P450 3A y 1A convierten a los estrégenos en un
80-85% en 2-hidroxiestradiol, y debido a falta de especificidad de las enzimas,
también convierten al 15 y 20% restante en 4 hidroxiestradiol, mientras que la
hidroxilasa P4501B, principalmente transforma los estrogenos en la 4-
hidroxiestradiol, reportandose a ésta ultima, en algunos sistemas tan o mas

carcindgena que el estradiol (Fig. 3) (Martucci, 1993).

Los datos reportados por Liehr en el 2000 (Tabla 1), demuestran que la
hormona natural B-estradiol (E2) es carcin6geno en seres humanos y animales, que

produce multiples alteraciones al ADN en condiciones in vitro; ademas produce

11



una baja frecuencia de mutaciones génicas, demostrandose que sus metabolitos
también originan multiples alteraciones a la molécula del ADN después de haber
sido metabolizados a intermedios reactivos quindnicos (Cavaliery et al., 2000; Lierh,
2000, Thompson, 2000; Yager, 2000).

OH

1A1,1A2

HO

2 - Hydroxiestradiol

HO (2-OHE,)
OH OH
P450 [3A4 OH
160t - Hidroxiestradiol
HO
17 - Estradiol (E,) O
3A4,1B1

HO 4 - Hidroxiestradiol

OH (4-OHE,)

Figura. 3 Metabolismo del estradiol.

Las quinonas de los estrogenos, la 4-hidroxiestradiol y la 4-hidroxiestrona
pueden reaccionar con el ADN induciendo sitios apurinicos mediante la formacion de
metabolitos electrofilicos, ademéas de que varios tipos de dafios indirectos
pueden ocurrir al ADN, mediante la sintesis de aldehidos reactivos derivados

de la hiperoxidacion de lipidos (Tabla | y Fig. 2) (Cavaliery et al., 2000).

12



Tabla. | Listado de efectos nocivos provocados por estrégeno.

Efecto reportado / Organismo

Cita

Carcinégeno en humanos

-Aumento de riesgo de cancer
en (tero y mama, epigenotoxico
en humanos.

-Bernstein (1988) y Liehr

(2000)

Formacion de tumores en
animales

-Ratas, ratones y hamster

(criceto chino)

-Huseby (1980); Li (1996);
Shull et al., (1977); IARC

ICH en humanos, mutaciones
puntuales, induccion de aductos

(1999); Liehr (2000) vy
Yager (2000).
Mutagénesis -Negativos en bacterias (Ames)|-Lang y Reiman, (1993);
(genotoxicidad) y mamiferos (criceto chino) e|Rahag y Pento (1995);

Hundal et al., (1997) y Liehr
(2000).

Aberraciones
cromosomicas numeéricas

Aberraciones
cromosomicas
estructurales

- Hamster (criceto chino), no
disyuncion y  aneuploidias,
desorganiza microtiibulos
(veneno metabdlico)

Barret
al.,

(1997);
(2000) y

Tsutsui y
Cavalieri et
Liehr (2000).

Translocaciones y mutaciones
puntuales

Cavalieri (2000): Devanesan
etal. (1999)y Liehr (2000)

1.3 Cinética de los contaminantes ambientales

Aunado a los efectos por las hormonas esteroideas, existen los llamados

"estrogenos ambientales”, los cuales son un grupo de sustancias naturales y

sintéticas ampliamente distribuidas en el medio, que se comportan como

"estrdgenos naturales" y que a pesar de que presentan diferencias estructurales,

podria activar los mismos genes asociados a éstos, e incluso inducir su sintesis. El

estudio de estos compuestos permite elucidar los posibles efectos de los de origen

natural, demostrando que desempefian un papel importante en el crecimiento o la

funcion normal de muchos 6rganos, incluyendo el pecho, hueso, higado, los 6rganos

del sistema reproductor y del sistema cardiovascular; lo que hace necesario conocer

el efecto de estos compuestos y su posible distribucion en los ecosistemas

(McLachlan y Steven, 1996) ademéas de manifestar una gran cantidad y diversidad

de dafos en el ecosistema como son:
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¢ Disfuncion de la tiroides en aves y peces.
e Fertilidad disminuida en aves, peces, crustaceos y mamiferos.
¢ Deformidades congénitas en aves, tortugas y peces.

e Feminizacion y masculinizacién en aves, peces y mamiferos.

(World Resources Institute, 1995).

La movilidad y la acumulacion de sustancias en el ambiente aumentan la
probabilidad de exposicion del ser humano durante algin periodo de su vida
incluyendo la gestacion, ya sea de manera directa o indirecta, o a través de

exposiciones agudas o crénicas (Fig.4) (Vega, 1985).

La movilidad de los residuos toxicos de un sistema biolégico a otro, a traves del
ambiente depende de su emision, sus propiedades fisicas y quimicas, asi como de
factores ambientales a los que esté expuesto, los cuales se veran reflejados de
manera secundaria en su acumulacion, persistencia y/o degradacion,
denominandose a este proceso "Cinética de los contaminantes en el ambiente"
(Vega, 1985).
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Figura. 4 Cinética de contaminantes ambientales.

De igual forma que en el ambiente, los agentes quimicos se pueden mover a
través de una cadena trofica o simplemente de un 6rgano o tejido a otro
(Toxicodinamica), en donde al agente exdgeno, penetra alguna de la barreras
biol6gicas de manera natural y/o artificial; y una vez adentro de un organismo (Fig.5),
puede seguir varias opciones dependido de sus propiedades fisicas y quimicas;
como por ejemplo moverse, acumularse, biotransformarse, ejercer algin efecto
biologico en algun 6rgano o tejido, o simplemente salir del organismo por
mecanismos de excrecion; pudiendo ser expulsado como tal 0 como uno de sus
metabolitos (Vega, 1985).

La valoraciéon de la presencia y concentracion de los agentes contaminantes
en el ambiente y/o dentro de un organismo es a través de técnicas de quimica
analitica, éstas son herramientas béasicas en estudios de toxicologia y

ecotoxicologia, donde se requiere de técnicas especializadas que permitan la



identificacion, cuantificacion y caracterizacion de los compuestos a evaluar (Vega,
1985)

MEDIO AMBIENTE
PIEL INTESTINO PULMONES
[ i |
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l l 3 :
O‘TGS ol Higado Rifiones
Metabolismo

Figura 5 Cinética de un agente quimico dentro de un organismo.

1.4 Técnicas analiticas para la deteccién de contaminantes

ambientales:

Actualmente se han desarrollado varios métodos analiticos de alta sensibilidad
para detectar y cuantificar en el ambiente la presencia de sustancias potencialmente
téxicas, en donde los resultados de estos han sobrepasado la capacidad para
determinar el significado toxicoldgico, genético y/o evolutivo de la exposicion corta o

prolongada a estos agentes quimicos (Vega, 1985).

La cromatografia es la técnica analitica mas ampliamente utilizada y se puede
definir como un método fisico de separacion en el cual los componentes se
distribuyen entre dos fases. Los procesos cromatogréaficos tienen lugar como

resultado de repetidas adsorciones y deserciones durante el movimiento de los
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componentes de la muestra a lo largo del lecho estacionario, alcanzandose la
separacion gracias a las diferencias en los coeficientes de distribucion de los

distintos componentes de la muestra (Yost et al., 1980).

Se utiliza "lecho estacionario” como término general para denominar
cualquiera de las diferentes formas en que puede usarse la fase estacionaria, que
puede estar empaquetada en una columna, extendida en forma de capa, etc., en

donde la fase movil puede ser gaseosa o liquida (Yost et al., 1980).

Las técnicas cromatograficas modernas se valen de la diferencia de
solubilidad de las distintas moléculas en una fase movil en relacion con una fase
estacionaria. En la cromatografia de gases la fase movil es un gas acarreador (un
gas inerte como el Argon) y la fase estacionaria puede ser un solido o bien sélido
recubierto con un liquido no volatil, en la cromatografia de liquidos la fase mévil
(eluyente) es un liquido, que puede ser elegido entre una diversidad de disolventes
acuosos y organicos, y la fase estacionaria es un sdlido compuesto de particulas
pequefias en torno a las cuales fluye el liquido. Las diferencia de fuerzas de
interaccion de los diversos componentes de la mezcla con la fase estacionaria son
un factor importante en todas las técnicas cromatogréficas. Por consiguiente, es
importante que la fase estacionaria tenga un area superficial tan grande como sea
posible. Cuanto mas pequefio es el tamafio de las particulas, mayor es el area
superficial; por esta razon es frecuente el uso de particulas muy finas de un soélido

para las separaciones mas dificiles (Fox y Whitesell, 2000).

En particular, en la cromatografia de gases se pueden separar los
compuestos de una mezcla en estado gaseoso, haciéndolos pasar sobre una fase
estacionaria solida-liquida. La separacion se debe a las interacciones de los
componentes de la muestra con la fase estacionaria. Aungue las separaciones en
fase gaseosa fueron descritas a comienzos del siglo XX, el verdadero potencial
de la cromatografia de gases no se develd hasta 1952. Desde entonces, esta
técnica se ha perfeccionado hasta el punto de aplicarse actualmente a casi todas
las areas de las ciencias fisicas y quimicas. Tiene varias ventajas, tales como

poder aplicarse al analisis cualitativo o cuantitativo, el corto tiempo de analisis, la
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sencillez del instrumental, la elevada sensibilidad y que es aplicable a un 60 %

de todos los compuestos organicos conocidos (Skoog y Leary, 1994).

En cuanto a la cromatografia de liquidos, se utiliza con una fase estacionaria
sencilla de albumina o gel de silice, en forma de suspensiéon en una columna de
vidrio, en la parte superior se aplica la mezcla a separar y una fase movil o
eluyente, se permite que fluya; si no es bueno el grado de separacion o resolucion
entre las bandas, y por lo tanto de los componentes de la mezcla, éste se puede
resolver, a traves de una cromatografia de liquidos de alto rendimiento, que
también se conoce como la cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC), en
el cual la fase moévil se impulsa por una columna sellada por medio de una bomba
mecanica, lo que permite emplear particulas mas pequefias y una mejor separacion

de los elementos de una mezcla (Fox y Whitesell, 2000).

La determinacion del estradiol y de sus dos principales metabolitos, la estrona
y el estriol esta calibrada y aceptada por la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (EPA) a través del método 1625 (Fig. 6)

Estrogens

CHROM,
7082

1. Estriol
2. Estradiol
3. Estrone

o 5 10 15 Min.

Column: Adsorbosphere® HS C18, 7um, 250 x 4.6mm

Mobile Phase: 0.1M KH:PO., pH3.1:Acetonitrile (60:40) + 40mg
Lithium Chloride

Flowrate: 2.0mL/min

Detector: Electrochemical

Figura. 6 Cromatograma a través de la técnica de masas gases (CG/MS)
de estradiol y sus metabolitos (Catalogo Altech, 2001).
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1.5 Determinacion de la calidad ambiental a través del
impacto biolégico

La actual decadencia de la calidad ambiental aunado al sin namero de
compuestos y mezclas a las que estan expuesto todos los sistemas biologicos del
planeta, crea la necesidad de determinar el impacto biolégico en los diferentes
niveles que se pueden presentar, como el reproductor, téxico, genético y

evolutivo, entre otros (Sienra, 2001).

Con base en lo anterior el papel de la ecotoxicologia no se limita a la
identificacion del agente contaminante, sino ademas a la correlacion del dato y sus
consecuencias, para lo cual es necesario delimitar la naturaleza, probabilidad y
magnitud de los efectos adversos que puedan existir sobre un ecosistema al

exponerse a un cierto estrés ambiental (Sienra, 2001).

La deteccién de posibles biomonitores in situ en areas contaminadas
(organismos sensibles en el area de estudio), que permitan detectar y ubicar fuentes
de contaminacién de una manera sencilla y practica, son una de las principales
herramientas de la ecotoxicologia; para determinar el potencial riesgo a la exposicion
a ciertos agentes quimicos de una manera confiable, se requiere corroborar los
estudios ecotdxicologicos en campo con estudios genotoxicos en laboratorio con
organismos especificos, denominados bioensayos para establecer una relacion
entre la calidad ambiental y el efecto biologico (Butterworth et al., 2000; Sienra,
2001).

En la actualidad la rama de la toxicologia que evalla el efecto de agentes
quimicos y fisicos a nivel genético, es la genética toxicoldgica, la cual se encarga de
detectar dafio en células germinales, somaticas e incluso durante el desarrollo
embrionario (mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis); asi como determinar
el efecto biologico de mas de 100,000 substancias distintas, que se producen
anualmente, denominado a éste, "Impacto al ambiente", el cual puede repercutir de

muy diversas formas en las poblaciones humanas; la evaluacion de dichos efectos
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es mediante el uso de bioensayos que nos dan informacion acerca de los
mecanismos de accién y su peligrosidad en términos de induccion de dafio
genotoxico, y nos permiten tomar decisiones en cuanto a su uso, produccion y

eliminacion (reglamentacion) (Reyes y Almeida, 1992; Butterworth et al., 2000).

1.6 Bioensayos para la evaluacion del potencial genotéxico

El uso de organismos (bioensayos) en condiciones controladas in vivo e in vitro
ofrece multiples ventajas en estudios de toxicologia y en especifico en el area de la
toxicologia genética; estos organismos van desde los mas simples hasta los mas
cercanos en la escala evolutiva al ser humano, incluyendo el cultivo de tejidos
humanos; pasado por diferentes niveles, y estan enfocados a tratar de explicar los
mecanismos de interaccion que hay entre el ser humano y los miles de compuestos

quimicos que existen actualmente en el ambiente (Gaytan, 1993).

a) Vicia faba (haba)

Ha existido un creciente interés en el uso de sistemas vegetales para
la identificacién de agentes fisicos y quimicos con potencial mutagénico. En 1978, el
taller organizado por el Instituto Nacional de Ciencias Ambientales y de la Salud de
EUA, revisé la utilidad de diversas plantas para la deteccién del dafio genético
inducido por agentes mutagénicos ambientales (de Serres 1992). En estos
organismos es posible observar un espectro amplio de alteraciones genéticas
gue incluyen mutaciones génicas y aberraciones cromosomicas. Ademas, tienen
gran diversidad de aplicaciones en el estudio del ambiente, como \a determinacion
de materiales mutagénicos de desecho provenientes de industrias que los
descargan en arroyos y rios (Villalobos-Pietrini et al., 1994, Gomez-Arroyo vy
Villalobos-Pietrini, 1994), asi como de contaminantes atmosféricos en medios
rurales y urbanos. Los vegetales no so6lo son capaces de elucidar la mutagenicidad
del compuesto original sino también de sus metabolitos, muchos de los cuales son

similares a aquellos encontrados en animales.
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Otra de las ventajas de las plantas superiores como sistema de prueba es que
no estan restringidas al laboratorio y son empleadas también en el campo
como biomonitores (de Serres 1992), es de mencionarse que la evaluacion
ambiental con plantas, econdmica, son organismos de facil manejo y se pueden
utilizarse para el monitoreo de mutdgenos ambientales tanto de tipo fisico
(radiaciones ionizantes) como quimico (metales, disolventes, plaguicidas, etc.)
(Valencia-Quintana et al., 1993, Villalobos-Pietrini et al., 1993).

En contraste con las mas de 500 especies que han sido empleadas en
estudios de mutagénesis, relativamente pocas se han usado para establecer si un
compuesto en particular es clastogénico (capaz de romper cromosomas) O
turbageénico (provoca alteraciones del huso tales como C-mitosis). Idealmente las
plantas que tienen una cantidad baja de cromosomas, de buen tamafo, lo que las
hace ideales para el andlisis microscopico y por consiguiente para el estudio de

aberraciones cromosémicas (Fig. 7).

| —

Figura. 7 Micronucleo inducido por agentes quimicos en haba (Vicia faba).

Después de los tratamientos con un agente clastogénico, se puede observar
rupturas e intercambios en los cromosomas, que puedan involucrar aberraciones
subcromatidicas, cromatidicas o cromosomicas. Los estados celulares de metafase
y/o anafase son los mas frecuentemente utilizados para el andlisis de las
aberraciones inducidas.
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o Las que aparecen en metafase pueden usarse para el analisis de las
aberraciones y los sitios precisos donde fueron inducidas.

. Las que aparecen en anafase pueden ser registradas con mayor facilidad que
las de metafase, proveen un medio rapido para estimar el dafio cromosémico y
proporcionan datos sobre la formacion de cromosomas con el centromero
inactivado y de anafases multipolares, que no aporta la observacion de las
metafases (Gémez-Arroyo y Villalobos-Pietrini 1985, Gémez-Arroyo et al.,
1983, 1986, Gomez-Arroyo y Villalobos-Pietrini, 1994).

Es muy comun que las investigaciones sobre los efectos mutagénicos de
agentes quimicos se lleven a cabo con el haba (Vicia faba) mas que con cualquier
otra especie, debido a que sus cromosomas grandes, y por lo tanto ideales para
la observacion de los efectos de radiaciones y agentes quimicos; aunado a que
éste bioensayo ha presentado buena correlaciébn con bacterias y mamiferos en

cuanto a la deteccién de dafio genético inducido (de Kergommeaux et al., 1983).

Su cariotipo esta constituido por seis pares de cromosomas que son
designados de acuerdo con la posicién del centromero, como metacéntricos (con el
centromero en la parte media) que poseen un gran satélite en uno de sus brazos y
con una longitud casi del doble de la de los otros cinco pares denominados

subacrocéntricos (con el centrémero en posicion subterminal).

Para los andlisis de las aberraciones cromosomicas, es importante establecer la
sensibilidad de las diversas etapas del ciclo celular y determinar el comportamiento
de los agentes fisicos y quimicos, ya que siguiendo lo propuesto por Kihiman (1966)
se les ha clasificado, considerando el momento en que aparecen las aberraciones,

como:.

1. De efecto no retardado cuando se presentan 3 horas después de iniciado el
tratamiento y su frecuencia maxima esta entre las 4 y las 10 horas, su expresion es
independiente de la sintesis de ADN y a los agentes que producen este tipo de
efecto se les conoce como S- independientes, ya que si la aberracién se provoca

en profase es subcromatidica y la unidad de rompimiento es la media croméatida, en
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S y en G2 es cromatidica siendo su origen la cromatida y en G1 cromosomica,
cuando el cromosoma es la unidad. A este grupo pertenecen los rayos X, los
antibioticos como bleomicina, pleomicina, estreptomicina y las oxipurinas metiladas
(Kihlman y Andersson, 1984).

2. Si las aberraciones surgen 8 horas después del tratamiento y su mayor
valor se manifiesta entre las 24 y las 48 horas, se consideran de efecto retardado
debido a que las lesiones sobre los cromosomas pueden suceder en cualquier
periodo del ciclo celular pero su manifestacion requiere de la sintesis de ADN y
siempre son de tipo cromatidico, a los agentes que actian de esta manera se les
considera como S-dependientes, como por ejemplo los alquilantes, la radiacion
ultravioleta, la mitomicina C, entre otros (Kihlman y Andersson, 1984).

b) Drosophila melanogaster (mosca de la fruta)

El bioensayo de Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) ha resultado ser
uno de los mas sensibles y de amplio rango en la deteccién de dafio genético
inducido, permitiendo detectar efectos a nivel somatico (carcinogénesis), germinal
(mutagénesis) y/o a lo largo del desarrollo embrionario (teratogénesis), ademas de
poder detectar cambios desde una sola base nitrogenada, hasta grandes
aberraciones cromosémicas, tanto numeéricas como estructurales; Drosophila,
posee un paguete enzimatico semejante al del higado de mamiferos (Cit. P450)
gue le permite evaluar efectos genotéxicos directos e indirectos en sistemas in vivo,
y ademas recientemente se esta utilizando como un biomonitor de contaminantes

ambientales in situ (Hernandez, 1993).

Una de las pruebas mas recientes que se han implementado con este
organismo para la caracterizacion de promutagenos y mutagenos, tanto de accion
directa como indirecta es la prueba de "Mutacion y Recombinacion Somatica
(SMART)", la cual es una de las pocas pruebas somaticas in vivo, que no utilizan
mamiferos, y que se pueden correlacionar con procesos carcinogénicos y

recombinogénicos (Hernandez, 1993).
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La prueba de SMART se basa en la presencia de discos imagales en la larva
de Drosophila los cuales son conjuntos de células indiferenciadas que se estan
dividiendo en la etapa larva y a través de la metamorfosis dan lugar a estructuras

bien definidas en el organismo adulto (Fig. 8).

.| Ojo-antena ___
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Figura. 8 Discos imagales en Drosophila melanogaster

(Klug y Cummings, 2002).

Las células dafiadas heredan su alteracion a las células hijas y dependiendo del
namero de divisiones es el tamafio de paquete de células con informacion alterada,
el cual se le denomina clon celular y cuando expresan se ven como una mancha

0 paquete de células con otro fenotipo que las demas (Fig. 9).

Para que el clon celular sea evidente en el fenotipo se utilizan marcadores
genéticos faciles de identificar y se produce a través de cruzas especificas
organismos heterocigéticos, que porten una informacion recesiva, la cual no se

expresara a menos de que exista un dafio genético (Gaytan, 1993).
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Figura. 9 Formacién de un clon celular en el ala de Drosophila melanogaster.

En el caso de la técnica de SMART en Drosophila, existen dos variantes la

prueba en ala y ojo:

En la prueba de ala, utiliza dos marcadores genéticos para obtener larvas
transheterocigoticas:

mwh (3- 0.0) fenotipo mdultiples pelos en ala

fr*/TM3 (3- 38.8) fenotipo flama y un balanceador TM3 que se requiere para el

mantenimiento de la linea (Gaytan, 1993)

Se cruza macho mwh con hembras flr’, TM3 y se obtiene larvas
transheterocigéticas mwh + fflr® +, y se evaltian en el ala los fenotipos flr* y mwh por

separado como manchas sencillas y juntos como manchas dobles (Fig. 10).
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mancha mwh mancha gemela

mancha flr

Figura. 10 Tipos de manchas o clones celulares en ala de
Drosophila melanogaster.

En la prueba de ojo, se utiliza solo el marcador genético w (1-0.0) con fenotipo
de ojos blanco contra la forma silvestre w* con fenotipo de ojos color rojo, formando
larvas heterocigoticas (w / w") evaluando solo manchas blancas sobre un contexto

silvestre en el ojo de los organismos adultos (Fig. 11).

Figura. 11 Tipos de manchas o clones celulares en el ojo de
Drosophila melanogaster.

Con los dos bioensayos y con base en lo antes mencionado se pueden realizar
estudios que complementen el conocimiento acerca de los efectos biolégicos de los
estrogenos y sus metabolitos, y determinar su vida media y cinética en el ambiente,
ademas de las intrincadas formas de exposicion a las cuales puede estar sujeto el

ser humano.
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2. OBJETIVOS

21 Objetivo General:

Evaluacién ecotoxicolégica del estradiol y sus metabolitos primarios liberados

al ambiente, a través de la actividad ganadera
2.2 Objetivos particulares:

1 Determinar la mejor técnica de cromatografia que permita detectar y
cuantificar simultaneamente al estradiol y a sus dos principales

metabolitos (estriol y estrona).

2. Evaluar la posible liberacion al ambiente del estradiol y de sus dos
principales metabolitos (estriol y estrona), mediante la técnica de
cromatografia elegida, determinando la presencia y concentracion de cada

hormona en sangre, leche y orina.

3. Determinar la capacidad genotoxica del estradiol y de sus dos
principales metabolitos (estriol y estrona) en un bioensayo vegetal, a traves
del andlisis de alteraciones anafasicas y microndcleos en haba (Vicia faba)

4. Determinar la capacidad genotéxica del estradiol y de sus dos
principales metabolitos (estriol y estrona) en un bioensayo animal, a
traveés de la Prueba de Mutacion y Recombinacion Somatica (SMART) en

ojos y alas de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster)

27



3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1 Analisis Quimico:

Para la valoracion de los compuestos quimicos en los diferentes substratos, se

analizé primero la sensibilidad de las cromatografias de liquidos y de gases

respectivamente, partiendo de las recomendaciones de la Agencia de Proteccion al

Ambiente (EPA) de los Estados Unidos.

Para calibrar ambas cromatografias se utilizé estradiol y sus dos principales

metabolitos (estrona y estriol) en grado reactivo, 13> Estradiol (E8875), Estriol (E1253)
y Estrona (E9750) de marca Sigma- Aldrich.

Las condiciones experimentales en las que se monto la cromatografia de gases

masas GC/MS fueron las recomendadas por el proveedor (Mufioz-Guerra et al.,

2003), las cuales son:

Técnica:
Software:
Instrumento:
Columna:
Flujo:

Inyector de temperatura:

Modo y volumen de Inyeccién:

Tiempo:
Linea de transferencia:

Programa de calentamiento:
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GCIMS
6.1.2.0.1:.D019
Serie 2000 Perkin Elmer
Capilar CO-SIL 5, 25m x 0.25mm
Iml/min.
280° C.
Manual /1.0 pl
15 min.
300° C.
120° C por 1.6 seg, 50° C por min hasta
llegar a 200° C, entonces calentar 2° C/
min  hasta llegar a 245° C,
posteriormente calentar a 25° C / min
hasta llegara 300° C y dejar 5 min.



Las condiciones experimentales en las que se montd la cromatografia de
liquidos HPLC, de igual forma fueron las recomendadas por el proveedor (aplicacion
Variant 1487-2003):

Técnica: HPLC

Columna: Intersil % ODS-3

Fase movil: Acetonitrilo/ agua (50-50)
Flujo: Iml/min.

Temperatura: 40° C.

Detector: UV-detector, A = 220 nm.
Modo y volumen de Inyeccion: Manual /10 pl

Tiempo: 15 min.

3. 2 Seleccidén de animales y dosificacidon

a) Seleccioén de animales
Los organismos experimentales se seleccionaron del "Rancho Universitario”
de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, ubicado en los linderos de la

ciudad de Tulancingo, Hidalgo, conocida también como la ex hacienda la

Aquetzalpa, el cual produce leche y derivados lacteos (Fig.12).
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Figura. 12 Area de estudio y ubicacién con base a la Cd. de Pachuca, Hidalgo.
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Se trato experimentalmente a cinco vacas adultas que no estaban en calor
(estro) y que no se pensaba sacrificar en un periodo minimo de 70 dias,
permitiendo que ocurra la desintoxificacion completa (Fig.13).

Figura. 13 Animal seleccionado en la fase experimental.

b) Tratamiento en vacas
La presentacion comercial del medicamento es en ampolleta de estradiol
(Wittney de México), la cual contiene 2 mg de cipianato de estradiol por cada 10
mi, y la dosis recomendada en vacas adultas en ausencia de calor es de 2.5 mi
diarios por via intravenosa por cinco dias (Lawrence, 1999 ) (Fig. 14).

Figura. 14 Presentacion comercial del estradiol.
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Con base en lo anterior se disefiaron dos tratamiento consecutivos de cinco dias
de cada uno, con cinco dias de recuperacion entre el primer y segundo tratamiento,
y cinco dias al final; con el objetivo de evaluar como aumenta y disminuye la
concentracion de la hormona y de sus metabolitos en sangre, orina y leche durante

el tratamiento y su recuperacion toxicodinamica.

El objetivo del segundo tratamiento con su respectiva recuperacion fue
evaluar las concentraciones y el posible efecto acumulativo de cada una de las tres
hormonas, en el caso de que no se regresara a los niveles basales después del

primer tratamiento.

El muestreo de sangre, orina y leche se inicié antes del primer tratamiento, lo
gue se denomino tiempo cero (T,) y se tomd como testigo negativo, el cual permitid
conocer los niveles basales del estradiol y sus metabolitos para poder determinar
si existe 0 no incremento de alguna de las hormonas al finalizar cualquiera de los
dos tratamientos. Para evidenciar lo anterior, se muestreo cada 24 horas después
del dia cero durante los 20 dias siguientes, que abarcan los dos tratamientos y sus

respectivos periodos de recuperacion (Fig. 15).

Estradiol ==

Se puede metabolizar,
almacenar o secretar

-
Estradiol Sangre
~ Estrona >~  Leche

Estriol Orina

Figura. 15 Toxicodinamica del estradiol en el organismo experimental.
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3.3 Técnicas de muestreo en sangre, leche y orina

Sangre: Se inmoviliz6 al animal, posteriormente se desinfectd la
superficie de inyeccién con alcohol al 70% en la region cervical sobre la
canula de la yugular, se localiz6 la yugular mediante presion para provocar la
dilatacion de ésta, se coloco el vacutainer en posicion de uso (sin perforar
el tapon), se introdujo una aguja calibre 21 6 22 en el interior de la vena y se
vacio la sangre por escurrimiento en un tubo de ensaye con heparina y se

mantuvo en congelacion a -20° C para su posterior analisis.

Cada una de las muestras se prepard de acuerdo a una modificacion
de la técnica descrita (Britain et al. 1993) a través de una extraccion
cloroférmica (que separé la fase lipidica de la sangre en donde se encuentran

las hormonas a evaluar), la cual consisti6 en:

1) Se tomaron 3 mi de sangre que se colocaron en un tubo
vacutainer con K3EDTA para evitar coagulacion y posteriormente la sangre

se congel6 a -20° C para su transportacion y analisis.

2) Una vez en el laboratorio, se procedié a descongelar la sangre a
20° C en bafio Maria.

3) Para la extraccion cloroférmica se tomaron 2 mi de sangre y se le
agregaron 4 mi de cloroformo grado reactivo en una proporcion de 1:2,

homogeneizandose con una pipeta Pasteur.

4) Posteriormente se centrifugd a 1300 revoluciones por minuto (rpm) por
5 minutos, separandose la masa celular del cloroformo, el cual quedo en la

parte inferior del tubo conteniendo los compuestos a evaluar.
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5) El tejido celular se separd con una pipeta Pasteur agregandole 2 ml
de cloroformo y se repitio la centrifugacion. Posteriormente, se elimino el

tejido celular y se conservo el cloroformo al igual que en la etapa anterior.

6) Se juntaron los dos sobrenadantes de cloroformo en un tubo de ensaye
agregandose 0.5 g de sulfato de sodio para eliminar el exceso de agua y
con una pipeta Pasteur se transfiri6 el cloroformo sin tocar el precipitado a

un nuevo tubo.

7) El cloroformo se dej6 evaporar a sequedad para concentrarlo, a bafio

Maria a una temperatura maxima de 40°C.

8) Una vez eliminado el cloroformo de la muestra, se restituyé con 1 ml
de cloroformo o acetonitriio HPLC y se derivatizd con bis-
Trimetilsililtrifluoroacetamida (BSFTA) con 1% de Trimetilclorosilano (TMCS) -

Cat Sigma t6381- como catalizador.

Leche: Se tomé el primer litro de la ordefia de cada uno de los 21 dias de
experimentacion, los cuales se mantuvieron en congelacion a -20° C para su

posterior analisis.

Cada una de las muestras de leche se calentd a no mas de 40°C
durante 15 minutos para inducir la separacion de la fase lipidica (nata) en
donde se encuentran las hormonas a evaluar; a ésta, se le realiz6 una

extraccion cloroférmica, de igual forma que a las muestras de sangre.

Orina: Se inmovilizo al animal, posteriormente se realizé una desinfeccion en
zona vulvar mediante solucibn concentrada de yodo, y a través de
estimulacion manual se indujo orinar al animal, en el momento en el que se

observd salida de orina se recolectdé en frascos estériles debidamente
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etiquetados y finalmente se mantuvo en congelacion a -20° C para su

transportacion y posterior analisis.

Las muestras se prepararon de acuerdo a la técnica descrita por la

CNA (1989) y por Schanzer y Donike (1993), la cual consistio en:

1 A 3 mi de orina, se le adicionaron 250 ul de solucion

estandar de metiltestosterona (10 ng/ml disuelta en metanol)

2. La solucion estandar con la orina se paso a través de una
pipeta Pasteur (230 x 7 mm), a la cual se le adicioné 20 mm de
resina sintética Serdolit AD-2, la cual fue previamente
enjuagada con 2 ml de agua desionizada.

3. Se eluyo la muestra con 2 mi de metanol y se evaporo hasta
gue sequedad.

4. El residuo se disolvio en 1 mi de solucibn amortiguadora de
fosfatos de sodio 0.2 M a pH 7 con 25 pl de Beta-
glucoronidasa de Escherichia coli., y esta mezcla se incubd por
una hora a 55° C.

5. El producto hidrolizado fue colectado a temperatura ambiente y
se le adicioné 250 ul de solucion de carbonato de potasio al
7% entre pH 9y 10.

6. La mezcla se extrajo con 5 ml de éter di-etilico en un

secador mecanico por 5 minutos.

7. La fase organica se centrifugé al vacio a 1500 rpm por 5

minutos.

34



8. El residuo seco se derivatizdé por 30 minutos a 60° C con
50ul de MSTFA /NH, / ditioeritritol en una proporcion
(1000:2:4 v/p/p) y finalmente se restituyd a 3 ml con
cloroformo HPCL.

Tanto en sangre, leche y orina se realiz6 una curva de calibracion de tres
mililitros con concentraciones de 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 ppm con todas las
condiciones antes mencionadas para poder establecer la concentracion de cada

una de las tres hormonas evaluadas.

3.4 Pruebas preliminares de toxicidad

Tanto para el haba (Vicia faba) como para la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) se elaboré una curva de toxicidad con al menos tres

concentraciones para determinar dosis subtoxicas.

« En Vicia faba se medio la citotoxicidad, para determinar, si a través
de la toxicidad se encubre un efecto genotdxico, esta se establecio a
través de un analisis del indice mitético (IM), el cual consiste en un
tratamiento corto de 4 horas de exposicion y 2 de recuperacion,
evaludndose el numero de células en divisibn para detectar el dafio
fisiologico provocado por agentes xenobidticos que pueda encubrir los

efectos genotoxicos a traves de la inhibicidn de la division celular.

El indice mitético se calcula a partir de la siguiente férmula:

IM = NUmero de células en division / nimero de células totales

Dicho tratamiento contempla un testigo negativo de solucién salina al
5% y tres concentraciones experimentales seleccionadas

arbitrariamente (Lechuga et al., 2002) de 1, 10, y 100 ppm por cada
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hormona y su analisis estadistico es a través de la prueba de

diferencia de proporciones (Valencia, 1992).

o En el caso de la mosca de la fruta, se determiné la toxicidad a través
del "indice de sobrevivencia”, el cual se identifica con el porcentaje de
individuos sobrevivientes a las 24 horas por concentraciéon de
compuesto. Este Ultimo se realizo a través de un tratamiento agudo a
larvas de 72 horas de edad, Posteriormente se colocaron las larvas en
un tubo de ensaye con sacarosa y el compuesto a evaluar durante 24
horas, la sacarosa proporciond palatabilidad a la solucion (un sabor

agradable) asegurando la ingesta de ésta por las larvas (Gaytan, 1993).

Las larvas se obtuvieron a partir de un cultivo con gradiente de glucosa
al 60%, lo que provoca que éstas floten y por decantacion se puedan

atrapar con un embudo y una malla fina.

El indice de sobrevivencia, mencionado anteriormente, permite

establecer la concentracion letal (CL) la cual esta determinada por:

CL = NUmero de sobrevivientes/ Numero de individuos tratados

3.5 Potencial genotéxico en Haba (Vicia faba).

Se identifico alteraciones anafasicas y micronucleos en interfase de células del
meristemo apical de la raiz del haba previamente tratadas, valorando principalmente
la actividad clastogénica, estandarizandose la capacidad de deteccion inicial con el

compuesto puro (estradiol) y sus metabolitos (estrona y estriol) a dosis subtoxicas.
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a) Germinacion

Se lavan en agua corriente durante 2 horas, posteriormente se
sumergen en agua por 24 horas a 21 °C en oscuridad y se vuelven a
lavar durante 10 minutos, después se colocan entre dos capas de
algodén humedecido y se mantienen en oscuridad nuevamente a 21 °C
hasta que aparecen las radiculas, en ese momento se quita la testa
para evitar la contaminacion por hongos. Cuando las raices alcanzan
de 4 a 5 cm de longitud se separan en lotes de 5 a 6 plantulas (Fig.
16).

Figura. 16 Habas germinando.

b) Tratamiento

El criterio para seleccionar la concentracion de 10 ppm para ser
evaluado su efecto genotoxico independientemente de sus citotdxicidad
se sustentd en un indice de comparacién con el otro bioensayo
experimental en valoracion simultdnea. Para determinar la induccion de
aberraciones cromosomicas en anafase y micronucleos en interfase se
montaron los siguientes experimentos (Fig. 14):

e EIl primero consisti6 en 1 hora de tratamiento sin
recuperacion para verificar si hay efecto en la profase, el cual se
manifiesta en anafase como aberraciones subcromatidicas y Unicamente
se origina por un agente S-independiente (efecto no retardado).
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e El segundo consisti6 en 4 horas de tratamiento y dos de
recuperacion para evaluar el dafio provocado en G2, el cual se expresa
como aberraciones cromatidicas y solamente son inducidas por agentes

S-independientes.

e El tercer experimento consistio de un tratamiento de 4 horas
con 14 de recuperacion para evaluar el dafio inducido en G1, el cual se
manifiesta como una aberracion cromosémica (se produce por agentes
S-independientes) o cromatidica (se induce por un agente S

dependiente).

e El cuarto experimento consistié de un tratamiento de 4 horas y
44 de recuperacion, el cual permitié evaluar el dafio inducido en G2
por un agente S-dependiente, el cual se expresa como

aberracion cromatidica.

En todos los experimentos las raices se expusieron de manera
independiente a 10 ppm de cada una de las tres hormonas (estradiol,
estriol y estrona) por triplicado con un testigo negativo de solucion salina
al 5% (Fig.17). Se obtuvo un total de 30 lotes experimentales, los cuales
se mantuvieron con aireacion constante a 20°C en oscuridad absoluta,
para favorecer la division celular (Gomez-Arroyo y Villalobos-Pietrini
1994).
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Figura. 17 Haba en tratamiento.

c) Fijacion
Tanto a las raices tratadas con las hormonas como a los testigos,
se les cortaron 2 mm de la punta (meristemo apical), se fijaron en

etanol-acido acético (3:1) y se dejaron en el congelador en frascos

envueltos con papel aluminio por 24 horas.

d) Tincién

Se colocaron los meristemos en etanol al 70% durante 15 minutos.
Se hidrolizaron con acido clorhidrico 5 N a 28°C durante 25 minutos con
agitacion continua. Posteriormente, se decant6 el excedente del acido y
se lavaron los meristemos 3 veces con agua destilada. A partir de aqui
se inicio la tincion. Se colocaron los meristemos en portaobjetos
excavados, se agreg0 reactivo de Schiff dejando 15 minutos en
oscuridad, después se transfirieron a portaobjetos planos etiquetados,

se agreg6 acido acético al 45% y sobre el cubreobjetos se realizé el

aplastamiento en monocapa denominado "squash”.
e) Analisis microscépico

Antes de dar inicio a este andlisis, se requiere reetiquetar las

preparaciones para realizar el andlisis ciego.
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Para la determinacion del indice mitético se cuantificaron al menos
1000 células, registrandose tanto aquellas que se encuentran en cada

una de las etapas de la mitosis como en interfase.

Para el registro de alteraciones cromosOmicas Se realiz6 con un
aumento de 400X revisando toda la laminilla y contando al menos 500
células en anafase, asi como registrando alteraciones tales como:
fragmentos sencillos y dobles, puentes cromosomicos sencillos y dobles,

cromosomas con el centrémero inactivado e isocromosomas.

Para el andlisis de microntcleos, se determino la frecuencia de éstos,
mediante su identificaciéon en 1000 células en interfase, a través de la

siguiente formula:

fMN = nMN / (nMN + nCM)

donde:
fMN = frecuencia de micronucleos en células meristematicas
nMN = nimero de micronucleos en células meristematicas

nCM = nUimero de células meristeméticas

f) El analisis estadistico:

Para las aberraciones cromosdmicas se aplicé la prueba de

diferencia de proporciones.
Para la evaluaciobn de micronudcleos, cuando tienen un

comportamiento binomial se les aplica la prueba de ji-cuadrada (x?)

para determinar la significatividad estadistica (Fig. 18).
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Figura.18 Micronucleos inducido por agentes
quimicos en haba (Vicia faba).

3.6 Potencial genotéxico en la mosca de la fruta (Drosophila

melanogaster)

Para esta fase experimental, se utilizé la prueba de mutacion y recombinacion
somatica (SMART) en moscas de la fruta (Drosophila melanogaster) en ojo y en ala
de manera independiente. Para determinar el potencial genotdxico del estradiol y
de sus dos principales metabolitos, se realiza a través de la frecuencia y tamafio del
clones celulares; en el caso de ojo con fenotipo w (ojo color blanco) y en el caso de
ala con fenotipos fIr® (pelos en el ala en forma de flama), mwh (multiples pelos en
el ala) o ambos (Gaytan, 1993).

 La cruza progenitura en ojo, fue hembras (w / w) con machos (w* /Y)y

en ala, fue hembras (mwh / mwh) y machos (flir® / TM3 Ser).

» En ambas cruzas, se obtuvieron larvas heterocigoéticas a los 10 dias
después de la cruza, las cuales se separaron a través de un
gradiente con sacarosa al 60%, y se colocaron en frascos con medio
de cultivo con estradiol a tres concentraciones subtoxicas (CLio, Clyo Y
Clso).

* A partir de la concentracion mas genotoxica del estradiol en el primer

tratamiento, se eligié ésta para exponer a las larvas con las tres
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hormonas, para evaluar su efecto genotoxico de manera
independiente, colateralmente se expuso un grupo a un testigo
negativo concurrente con alcohol etilico al 5%, cuyo medio de cultivo

no tenia ninguna de las hormonas (Gaytan, 1993).

Se permitié que las larvas antes mencionadas llegaran a la etapa de

organismos adulto, y en éstos, se evallo el efecto genotoxico:

En el caso de ojos, se evaluaron con un microscopio estereoscopico
con un lente auxiliar 4X, sumergiendo a las moscas en un solucion de
alcohol etilico al 96% vy glicerina en una proporciéon 2:1 para hacer mas
evidente los clones celulares de una o dos células y evitar reflejos,

analizando como minimo la superficie de 500 ojos por concentracion.

En el caso de alas, se montd inicialmente en un porta objetos 20 pares
de alas en solucion Faire, se prensan con un cubre objetos, se dej6
por 48 horas, posteriormente se elimino el exceso de solucion Faire y
se analiz6 ambas superficies del ala con microscopio 6ptico a 4000x
hasta completar como minimo un total de 120 alas por concentracion
(Gaytan, 1993).

El tamafio y frecuencia de dichos clones celulares permite determinar
los mecanismos y el potencial genotoxico. En cambio el tipo de clon
indica el mecanismo genético bajo el cual se ejerce el dafio, segun la
técnica establecida por Frei y Wurngler (Graf, 1984; Gaytan, 1993;
Graf,1994)
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

La presente investigacion esta construida con una vision multidisciplinaria, en la
primera etapa se hace uso de de técnicas analitica, mismas que permiten detectar y
cuantificar la presencia de la hormona estradiol y sus dos principales metabolitos
(estrona y estriol) en fluidos corporales de vacas tratadas terapéuticamente. En una
segunda etapa, se evaluod el efecto genotoxico de las hormonas y/o sus metabolitos

excretados a través de leche y orinal.

4.1 Seleccion de la técnica de analitica mas adecuada

a) Cromatografia de gases masas CG/MS

El andlisis de residuos y contaminantes en fluidos corporales y en
alimentos, conlleva a determinar sustancias que se encuentran en cantidades muy
pequefias en el orden de ug/Kg. o menores; con base en lo anterior, los resultados
esperados en este, trabajo, son en primer orden, la basqueda de la mejor técnica
cromatografica a utilizar, basandose en su capacidad de detectar, cuantificar y

diferenciar a las tres hormonas de manera simultanea.

Como se mencion6 en la metodologia, se parti6 de las especificaciones
recomendadas por la casa comercial para la deteccion del estradiol, donde se puede
observar en la figuras 19, 20 y 21 y en la tabla Il en la que se muestra las
concentraciones a las que pudieron ser detectadas bajo esta técnica.
Evidenciando para el caso del estradiol una buena sensibilidad por GC/MS
(0.00125 ppm). Para el caso de la estrona, se detectd hasta una sensibilidad de 0.1
ppm; mientras que par el estriol se detecto a partir de 1 ppm, lo que es una limitante,
ya que, se busca detectar a concentraciones bajas y de manera simultanea a las tres

hormonas.
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Figura. 19 Cromatograma en el que se muestra la concentracién menor en la que
se detecta al estradiol (0.00125 ppm) mediante la técnica de CG/MS.
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Figura. 20 Cromatograma en el que se muestra la concentracion menor en la que
se detecta al estrona (0.001 ppm) mediante la técnica de CG/MS.
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Figura. 21 Cromatograma en el que se muestra la concentracion menor en la que
se detecta al estriol (1.0 ppm) mediante la técnica de CG/MS.
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Tabla ll. Sensibilidad de la CG/MG al estradiol y sus metabolitos.

Concentracion Estradiol Estrona Estriol
(ppm)

100 Detectada Detectada Detectada

10 Detectada Detectada Detectada

1 | Detectada | Detectada Detectada
0.1 Detectada Detectada X
0.01 Detectada Detectada X
0.001 Detectada Detectada X
0.0005 Detectada X X
0.00025 Detectada X X
0.000125 Detectada X X

Con base a lo anterior, se eligi6 la concentracion de 1ppm como la minima para
detectar simultaneamente las tres hormonas, tal y como se observa en la figura 23.
Al usar esta concentracion se evidencio que se traslapan los picos de las curvas de
dos de ellas (pese a que aplicé una rampa de temperatura tratando de separarlas,
lo cual no fue posible) lo que era de esperarse debido a que el principio a traves

del cual se separan, es su peso molecular; lo cual nuevamente limita esta técnica.

Estradiol

000D

Estrona

Estriol

EEREE SRR R

&0 P 0o 12.00 1400 16.00 1800

Figura. 22 Cromatograma en el que se muestra la mezcla de estradiol,
estrona y estriol a 1 ppm mediante la técnica de CG/MS.
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b) Cromatografia de liquidos HPLC

Con base en los resultados anteriores, se procedié a evaluar una segunda
técnica, siendo la cromatografia de liquidos (HPLC) acoplada a la deteccién con
disposicion ultravioleta-fotodiodo, debido a que la bibliografia la recomienda para la
cuantificacion de fito estrégenos en muestras biologicas (Franke y Custer, 1997
y Variant, 2003), partiendo de una exploracion preliminar de UV, para corroborar si a

220 nm, era la longitud de onda Optima para detectar a las tres hormonas (Fig. 23).

Esfrona
0 :& TIT93 30349 .
\ 276 63,3.1329 Estradiol
35 |
ITT00.5.064T
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=
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Figura. 23 Espectrofotometria UV, en donde se detecta
al estradiol y sus dos principales metabolitos a 220 nm.

De los resultados experimentales con la técnica de HPLC, se pueden
observar en las figuras 24, 25 y 26 que se pudo detectar perfectamente a la
concentracion de 100 ppm a cada una de las tres hormonas simultaneamente
(Fig.27), y en esta ultima a diferencia de la CG/MS se puede delimitar con exactitud
el area bajo la curva de cada una y por ende su concentracion. Al correrse de
manera independiente al acetonitrilo, el cual es el disolvente que se utilizo en esta
cromatografia, se detectd (Fig. 28) que el disolvente presentaba un pico a los 7.6
minutos de retencidon, que se traslapa con el pico de la estrona (7.8 minutos),
pero al restar el area bajo la curva del pico del disolvente al de la estrona, se

puede calcular el area real para la hormona y por lo tanto su concentracion.
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Figura. 24 Cromatograma en el que se detecta el estradiol a 100 ppm mediante la
técnica de HPLC.
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Figura. 25 Cromatograma en el que se detecta el estriol a 100 ppm mediante la
técnica de HPLC.
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Figura. 26
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Cromatograma en el que se detecta el estrona a 100 ppm mediante la
técnica de HPLC.
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3 7.821 82074.60 | 4354.86 | 18.8467 Estrona

Figura. 27 Cromatograma en el que se detecta la mezcla de las tres hormonas a
100 ppm mediante la técnica de HPLC
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Figura. 28 Cromatograma en el que se detecta al acetonitrilo (disolvente)
mediante la técnica de HPLC

Una vez que se estableci6 la capacidad de detectar y diferenciar de manera
simultdnea a los compuestos, se procedid a realizar diluciones con la mezcla de la
tres hormonas, evaluando al mismo tiempo al disolvente, hasta determinar la
concentracion menor (sensibilidad) a la cual se detecta con HPLC a cada una de
las hormonas presentes en una mezcla, sin que la lectura del disolvente impida
conocer con exactitud la concentracion de la estrona, que en este caso es la
hormona problema; por lo que, como se puede observar en las figuras 29 a la 32, que
la concentracion de 0.01 ppm, es donde se puede establecer la minima sensibilidad
para esta técnica, nuevamente HPLC presenta ventajas sobre CG/MS en donde
dicha concentracion fue de 1 ppm.
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Figura 29.

=5 I\ ‘_
F ] 0 1 a i . ® ul b
PICO | TIEMPO AREA ALTURA AREA COMPUESTO
(MIN.) IALTURA

] 2.204 16535.36 1189.59 13.9000 Estriol

2 5478 7509.62 476.47 15.7610 Estradiol

3 7.811 20609.40 106347 19.3794 4.944 Estrona

4 7.648 14105.80 977.17 | 14,4354 [ Disolvente

Cromatograma en el que se detecta las tres hormonas a 10 ppm

mediante la técnica de HPLC

W

Figura 30.

. o
PICO | TIEMPO AREA ALTURA AREA COMPUESTO
(MIN.) IALTURA
| 2205 11785373 | 93389 12.6264 Estriol
2 5.465 64945 48 4235.74 15.3327 Estradiol
3 7.804 12878120 | 718629 17.9204 3.485 Estrona
4 7.648 14105.80 977.17 14.4354 Disolvente

Cromatograma en el que se detecta las tres hormonas a 1.0 ppm

mediante la técnica de HPLC

|
| ‘/ J ( <— o <
PICO TIEMPO AREA ALTURA AREA COMPUESTO
(MIN.) IALTURA
| 1.537 20296.80 1361.17 149112 Estriol
2 5484 2536.80 181.57 13.9717 Estradiol
3 7.757 1112690 678.59 16.3972 1.9618 Estrona
4 7648 14105.80 977.17 14.4354 Disolvente

Figura 31. Cromatograma en el que se detecta las tres hormonas a 0.1 ppm

mediante la técnica de HPLC
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n ] W 8 2 i : I & A

PICO TIEMPO AREA ALTURA AREA COMPUESTO
(MIN.) [ALTURA
2173 1663.80 123.77 136522 Estriol
5.087 187.50 16.88 11.1051 Estradiol
T.723 850740 565.54 150431 0.6077 Estrona
7648 14105.80 977.17 14.4354 Disolvente

o td| b | —

Figura 32. Cromatograma en el que muestra la concentracion menor a la que
se detectan simultaneamente las tres hormonas (0.01 ppm)
mediante la técnica de HPLC

4.2 Evaluacién de las tres hormonas en fluidos corporales

a) Evaluacién en sangre

Elegida la cromatografia de liquidos HPLC, para la evaluacion simultanea del
estradiol y sus metabolitos, aun existe variables por determinar. Una de ellas se
presenta cuando se busca la deteccion de compuestos presentes en fluidos corporales
en matrices complejas como en: orina, sangre y leche. La especificada del método de
deteccion se vuelve altamente importante, para ello se requieren procedimientos
extensos de purificacion para eliminar compuestos no deseados antes de su analisis
(Barnes 1997).

En el caso de la evaluacién de la concentracion del estradiol y sus metabolitos en
sangre, fue a través de una modificacion de la técnica descrita Britain y col. (1993)
como ya se mencioné anteriormente; para ello, se realizdé previamente una curva de
calibracion (Fig. 33), a traves de someter muestras a los procesos de purificacion con
concentraciones conocidas en sangre del dia cero (sin tratamiento), para poder
determinar la concentracion basal de cada hormona, asi como para poder conocer
algunos parametros de su toxicodinamica, como por ejemplo: la concentracion

plasmatica maxima para una dosis y para mas de una dosis, el indice de acumulacion,

53



la constante de eliminacion y la vida media del compuesto; lo que nos permite conocer

gue tanto del compuesto se esta acumulando o que tan rapido se esta eliminado.

16 e f——————
7 —— R!= 05444 _Estriol
————
o 12 ——
2 R*=09193 Estradiol
- 10
od
g B
2
< & S —
d \
, \\-_.,,___‘_& R =03997
2 —]
" e Etroi
100 10 1 01 001
Estriol 15,9129 13,9001 13,6264 13,9112 13,6522 ppm
Estradiol 16,4332 14,7761 14,3227 13,9717 12,0054
Estrona 64113 49443 3,4851 1,9618 0,6077

‘ — Estriol = Estriol = Estrona ‘

Figura. 33 Curva de calibracion en HPLC del estradiol y sus dos principales
metabolitos en sangre y leche

El area bajo la curva del estradiol y de sus dos principales metabolitos estan
reportados en la figura 34 y en la tabla Ill, donde se observa como el éste, aparece
en sangre a partir del inicio del tratamiento, encontrando su concentracion mayor
en el primer tratamiento el dia 6, disminuyendo entre el dia 9 y 10 que equivalen al
término del primer periodo de recuperacion. Posteriormente, en el segundo
tratamiento vuelve a aumentar la concentracion hasta el dia 14, disminuyendo
nuevamente en el periodo de recuperacion hasta el dia 19, sin llegar a sus limites
basales, pero en una clara decadencia, lo que permite asumir que en 5 ¢ 6 dias el
estradiol aparentemente si se elimina al menos en sangre.
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2000

Dias
1/ 2,3 (4|85 |6 |7 89 (1011 1213 (14 15 16 17 18 (19 20

Estradiol 0 0 13.012612915213.71286.83 0 0 11.912613.614.3 148 12.9 127 12.0 11.9
Estriol  3.95 4.89 5.55 5.56 10.2 9.44 12.8 9.03 4.89 3.9 3.99 5.28 7.44 12.0 14.6 13.2 9.32 9.54 6.89 5.92
Estrona 0 0 1.743.554.99 7.07 10.0 7.84 6.88 5.83 5.96 6.02 6.99 10.8 11.1 10.3 8.07 5.99 5.9 2.51

- Estradiol = Estriol = Estrona

Figura. 34 Toxicodinamica del estradiol y sus dos principales metabolitos
en sangre.

Ahora bien, si se observa al estriol y la estrona en la figura 34, su concentracion
maxima en sangre se alanza después de la del estradiol, como productos de su
metabolismo de este ultimo, manteniéndose éstas en el primer tratamiento por debajo
de la concentracion de la hormona original, pero no bajando a los limites basales en el
primer periodo de desintoxificacion, por lo que, en el segundo tratamiento es evidente
una bioacumulacién principalmente del estriol, tal como se observa en la tabla IV a
través su indice de acumulacion; en donde, si la concentracién plasmatica para una
dosis (Cpo) es menor gque la concentracion plasmatica maxima (Cp max.) para mas de
una dosis, existe acumulacion de la sustancia para un modelo de tratamientos
sucesivos; lo cual es congruente, con la vida media de cada una de las tres hormonas,
en donde ésta aumenta considerablemente del tratamiento 1 al 2, y es inversamente
proporcional a su constante de eliminacion; por lo que, se puede concluir que en 5 dias
de recuperacién, aparentemente, son suficientes para eliminar al estradiol en sangre
después de un tratamiento. Sin embargo no asi la de sus metabolitos; en donde, éstos
al no tener un tiempo suficiente para ser eliminados, se bioacumulan al momento de un

segundo tratamiento.
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Tabla lll. Concentracion expresada a través de la relacion area y altura bajo la
curva del estradiol y sus dos principales metabolitos en sangre a través de HPLC

_ Relacion area y altura bajo la curva
Experimental Estriol Estradiol Estrona
To 3.950 0
T1 4.890 4.12 0
T2 5.556 13.039 1.7437
T3 5.562 12.666 3.5591
T4 10.229 12.968 4.9973
15 9.448 15.232 7.0733
T6 12.801 13.704 10.0744
17 9.034 12.820 7.8471
T8 4.892 6.834 6.889
T9 3.998 5.8310
T10 3.999 5.9656
T11 5.286 11.984 6.0260
T12 7.441 12.657 6.9996
T13 12.034 13.636 10.8631
T14 14.672 14.304 11.1840
T15 13.260 14.821 10.3403
T16 9.327 12.959 8.0733
T17 9.546 12.748 5.9999
T18 6.897 12.065 5.899
T19 5.925 11.933 2.512

Tabla IV. Parametros estimados de la toxicodinamica del estradiol y sus

dos principales metabolitos en sangre

Compuesto
Parametros Formula Estriol Estradiol | Estrona
Concentracion plasmatica para (CPo) 12.801 14.352 10.074
una dosis (0.001 (I ppm) | (10 ppm)
ppm)
Concentracion plasmatica (C max) 14.672 14.821 11.184
maxima (10 ppm) (5 ppm) (7 ppm)
indice de acumulacién (R)y=Cp max/ Cpo 1.46 1.03 1.11
Constante de eliminacion (Ke)=y1-y2 [ x1-x2 -1.97 -1.22 -1.41
Vida media (T'A)=Ln2/Ke 0.35 0.67 0.49
Constante de eliminacion -0.87 -0.36 -1.7
(Ke) = y1-y2 / x1-x2
Vida media (TY)=Ln2/Ke 0.79 1.92 0.40
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b) Evaluacién en leche

En éste caso se utilizé al igual que en sangre, la técnica descrita Britain y
colaboradores (1993); utilizando la misma curva de calibracion (Fig. 32), en donde no
se encontré a ninguna de las tres hormonas en los 20 dias que abarcé el periodo
experimental (datos no mostrados), lo que podria estar corroborando lo reportado
bibliograficamente, en donde aproximadamente: el 90% de los metabolitos del
estradiol son eliminados a través de la vias urinarias, el 10% por la bilis, y de
manera muy limitada del orden de menos 0.01% por través de la leche (Fox y
Whitesell, 2000).

c) Evaluacion en orina

Para la evaluacién de las tres hormonas, se utilizé la técnica descrita por
Schanzer y Donike (1993), al igual que la sangre y la orina se determind
previamente una curva de calibracion (Fig. 35), a través de someter a los procesos
de purificacion, muestras con concentraciones conocidas con orina del dia cero (sin

tratamiento), para poder determinar la concentracion basal de cada hormona.

EL area bajo la curva del estradiol y de sus dos principales metabolitos se
pueden ver en la figura 36 y en la tabla V, el primero en aparecer es el estriol al
tercer dia, posteriormente al cuarto el estradiol y finalmente al quinto la estrona. La
posible explicacion del porque aparecen en orina primero uno de los metabolitos es
debido a que es metabolizado principalmente en el higado, donde se conjuga para
su excrecion final, pero ademas existe una intensa circulacion enterohepatica, lo que
hace que lo administrado sea nuevamente biotransformado y por lo tanto
efectivamente distribuido en el resto del organismo, lo que culmina en una dificil

eliminacion del compuesto original (Internet; Fox y Whitesell, 2000).
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Altura & Area

Estriol (Orina)

R |

; stradiol (Orina)
; Estrona(Orina) = *-'*
100 10 1 0.1 0,01
Estradiol 5.534 4925 4,219 3,683 2,733
Estriol 7,065 5,821 5,458 4177 2,804
Estrona 64113 493443 3.4851 1,9618 06077

s E5LT{Q] === EStradiol ====Estrona

Figura. 35 Curva de calibracion del estradiol y sus dos principales
metabolitos a través de la técnica de HPLC.

Después del primer tratamiento (Fig. 36), se puede observar que la

concentracion en orina de la estrona (el segundo metabolito) es muy por encima del

estradiol y del estriol. Ademas de que en el segundo tratamiento la eliminacion de la

estrona aumenta aun mas, posiblemente por que el estradiol puede biotransformarse

tanto en estrona como en estriol, y éste ultimo, también puede biotransformarse en

estrona. Lo que estaria evidenciando una importante liberacion de las tres hormonas al

ambiente a través de la orina, aunque principalmente de la estrona que pasa de

concentraciones en orina de 1 ppm a 10 ppm de un tratamiento a otro (Tabla V y VI).
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1[2]3[a[s[6[7]8[9[10][1]12][13]14]15[16[17]18[18 20
Estradiol 0 0 0 0 1.321.461.641.90 1.89 2.18 2.62 2.18 1.96 1.53 1.1 1.131.36 1.30 1.39 1.37
Estriol 0 0 0 1.181.301.491.992392451.761.03 0 0 1.321.431.421.872.062.021.77
Estona | 0 0 0 0 0 1.101.992.212.98 3.06 3.44 3.25 2.28 1.96 1.40 1.96 2.59 2.98 3.99 3.15

Dias

- Estradiol — Estriol = Estrona

Figura 36. Excrecion del estradiol y sus dos principales metabolitos en
orina a través de la técnica de HPLC.

Lo anterior es de una alta preocupacion, al asociarlo a ranchos ganaderos, en
donde el estradiol se puede usar de manera cotidiana, para tratamiento de
infertilidad o para aumentar la masa corporal del ganado, que al ser liberado éste
junto con sus metabolitos a través de orina y llegar a canales de riego; queda
claro el riesgo toxicologico por existir la posibilidad de contacto con otros
organismos, con hortalizas e incluso con el propio ser humano, ya sea de manera

directa o indirecta a través de rutas troficas.

Los ensayos metabolicos, estan destinados a establecer: el destino, velocidad
de absorcion, distribucion, acumulacion, asi como su excrecidon, entre otros
paramentos, depende notablemente de puedan influenciar en la toxicidad y/o efectos
secundario de una sustancia, y variar significativamente de un individuo a otro, de
una especie a otra, asi como de un estado metabdlico a otro; por lo que, se debe
ser muy cauteloso al momento de interpretar resultados de este tipo de trabajos,

sobre todo si requieren extrapolar al hombre.
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Tabla V. Concentracion expresada a través de la relacién area / altura bajo la
curva del estradiol y sus dos principales metabolitos en orina a través de HPLC.

Relacion area y altura bajo la curva
Experimental Estradiol Estriol Estrona
To 0 0 0
T1 0 0 0
T2 0 0 0
T3 0 1.184 0
T4 1.326 1.302 0
15 1.463 1.495 1.107
T6 1.648 1.992 1.995
T7 1.903 2.399 2.218
T8 1.899 2.458 2.985
T9 2.188 1.765 3.069
T10 2.626 1.036 3.445
L T11 2.181 0 3.255
T12 1.963 0 2.284
| 713 1.536 1.324 1.969
T14 1.112 1.433 1.403
T15 1.132 1.428 1.965
T16 1.363 1.874 2.592
T17 1.300 2.062 2.988
T18 1.396 2.029 3.999
L T19 1.370 1.770 3.162

Tabla VI. Parametros estimados de la excrecion del estradiol y sus dos
principales metabolitos con HPLC en orina.

- Compuesto
Parametros Formula Estriol | Estradiol | Estrona
Concentracion maxima de Cu po
excrecion para una dosis 0.01 ppm 0.01 ppm 1.0 ppm
Concentracion maxima Cu max
acumulativa para dos dosis 0.001 ppm | 0.001 ppm 10 ppm
Indice de acumulacién (Ru)=Cu max / Cu po " -

En humanos el cipianiato de estradiol es absorbido de manera rapida y completa,
debido a su liposubilidad como ya se menciond, inmediatamente se produce un éster
esteroide que es disociado en estradiol y acido valérico durante la absorcién de éste,
(primer paso hepatico), al mismo tiempo, el estradiol es sometido a un metabolismo
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adicional extenso (circulacion enterohepatica), que lo transforma en estrona, estriol y
sulfato de estrona, lo que explica por que se encontré casi inmediatamente tanto estriol
como estrona en sangre y orina (Fig. 34, 36 y 37), en donde también se puede explicar
la diferencia en concentraciones entre los niveles circundantes en sangre y los

excretados en orina.

La estrona, como metabolito estrogénico adicional en humanos, alcanza
concentraciones plasmaticas aproximadamente 8 veces mas elevadas que el estradiol
del cual se originé segun la bibliografia, en el caso del ganado vacuno en el presente
trabajo so6lo se observéd en el segundo tratamiento un ligero incremento del 10% en
sangre (Fig. 34) y del 100% en orina, donde aparentemente ya se esta excretando en
grandes cantidades (Fig. 36), y aun no es significativo, debido a que la bibliografia
refiere a un tratamiento con dosis multiples, y en este trabajo solo se expuso a dos
dosis consecutivas con un periodo de tiempo de recuperacion de 5 dias, en el cual se
recuperd el nivel basal del estradiol, por lo que posiblemente si hubieran sido mas
tratamientos, se pudieran alcanzar los valores reportados en la bibliografia (Bhagaban,
1990).

16000 ———— — —

14000 | 1
Estradiol{Sangre)

12000 §

g 10000 Estriol (Sangre)
<
of 8000
©
8 |
€ 6000 |
Estrona (Orina)
4000 o,
o " Estriol {Or ‘a]
Estradiel (Orina)
D — e - —_— _ - —
1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Dias
- Estradiol(Sangre) — Estriol (Sangre) = Estrona (Sangre) = Estradiol (Orina)

= Estriol (Orina) — Estrona (Orina)

Figura. 37 Toxicodinamica y excrecion del estradiol y sus dos principales
metabolitos.
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4.3 Evaluacion del efecto biolégico a través del daino genotoxico

El impacto biologico se midié en dos bioensayos: en habas (Vicia faba) a través de
dos pruebas validadas en la bibliografia, la de induccién de alteraciones anafasicas y la
induccién de microndcleos; y como segundo bioensayo, a la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster) con las pruebas de Mutacion y Recombinacion Somética

(SMART), tanto en alas como en 0jos.

a) Dafo genotéxico en habas (Vicia faba)

En cuanto al efecto citotéxico en las células meritematicas de la raiz del haba, a
través del indice mitético se observa en la tabla Vil, que el estradiol, el cual es la
hormona principal y el estriol, que es uno de los metabolitos, se manifiestan en un ligero
efecto negativo sobre la proliferacion celular en concentraciones menores (10 y 1 ppm);
por otro lado con la estrona, que es el otro metabolito del estradiol, se observa que en
ninguna de las tres concentraciones se manifiesta un efecto estadisticamente
significativo capaz de inhibir la division celular; esto se puede explicar debido a que los
estrégenos son fuertes inhibidores de la mitosis debido a su interaccion con el huso
acromatico (microtabulos y centriolos), al ADN y a proteinas reguladoras; el cual se
puede ver afectado y/o favorecido dependiendo de la concentracion y de su interaccion
con receptores bioldgicos y con iones metalicos; de ahi, que los estrégenos pueden
actuar como hormonas o como agentes genotoxicos (efecto dual) (Markides et al.,
1998; Lierh, 2000).

En cuanto a la capacidad de manifestar dafio genotdxico por parte de la tres
hormonas evaluadas (Tabla VIII), se analizaron las alteraciones anafasicas y
micronucleos en interfase, a través de cuatro grupos experimentales y un testigo,
observandose que no hay resultados significativos en los tratamientos cortos, lo que de
acuerdo al criterio de Kihlman (1966) y Kihiman y Andersson (1984) se descarta que
estos compuestos tengan un comportamiento S-independiente y efectos no retardados
en cuanto a la aparicion de la aberraciones. Sin embargo, por el hecho de aparecer

aberraciones de tipo cromatidico a las 14 y 44 horas de recuperacién con dos de las
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tres hormonas (estradiol y estriol), se sugiere que actian como agentes S-
dependiente y con efecto retardado.

TABLA VII. indice mitético obtenido con tres concentraciones de estradiol, estrona y
estriol en células meristematicas de la raiz del haba (Vicia faba) con 4 horas de
tratamiento y 2 horas de recuperacion.

Compuesto | Concentracion| LM. (%) | ValordeZ

L ___(ppm)
Testigo 20. 15
~ Estradiol 100 ~20.90 0.19 ns |
10 15. 46 3.81 *
1 9. 67 930 *
_Testigo | | 1750 1 0000000000
Estrona 100 16.66 0.22 ns
0o [ 168 | 02Ins |
| 17.29 -0.18 ns
Testigo 19. 01
Estriol 100 ~18.00 0.24 ns
10 12.50 6.02 *
I § 6.10 12.31*

Z (0.1')= +1,282 (*) Efecto inhibidor (ns) Efecto no significativo

Comparando los efectos entre las dos hormonas que resultaron positivas entre
las 14 y 44 horas de recuperacion; el estriol que es un metabolito de la primera, indujo
ligeramente mas aberraciones que la hormona original (estradiol) tanto para
aberraciones totales como en la produccién de alteraciones a nivel del centromero; en
general se encontré en promedio una alteracion por anafase, pero en ocasiones hay
mas de una. Existiendo cierta correlacion en cuanto al indice mitético y el efecto
genotoxico en anafase para estas dos hormonas, nuevamente existiendo una
correlacién con los efectos reportados debido a que el origen de las aberraciones
cromosoémicas esta relacionado principalmente con la capacidad de los estrogenos de
interactuar con el huso acromatico, con los centriolos y con el ADN, asi como su efecto
oxidante a bajas dosis, dependiendo de su interaccion limitada con iones metalicos,
pudiendo producir alteraciones directas de estos componentes celulares por
metabolitos estrogénicos, por via de unidon covalente o indirecta o por generacion de
radicales libres (Tsutsui et al., 1997; Lierh, 2000).
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Tabla VIIl. Frecuencia de alteraciones anafasicas y micronticleos inducidas
por el estradiol y sus dos principales metabolitos a 10 ppm
en células meristematicas de haba (Vicia faba).

Concentracion Horas de Horas Total Yo %o %o %o
compuesto tratamiento | recuperacién | Anafases | Anafases | Aberraciones Alteraciones Micronicleos
anormales totales centroméricas

Exp. 1

Testigo 1 0 1000 0.87 0.91 0.25 0.01 (ns)
Estradiol 1 0 1000 0.76 (ns) 0.86 (ns) 0.39 (ns) 0.00 (ns)
Estrona 1 0 1000 0.66 (ns) 0.73 (ns) 0.24 (ns) 0.05 (ns)

Estriol 1 0 1000 1.18 (ns) 1.19 (ns) 0.20 (ns) 0.01 (ns)

Exp. 2

Testigo - 2 1000 0.77 0.80 0.30 0.00 (ns)
Estradiol 4 2 1000 0.40 (ns) 0.40 (ns) 0.29 (ns) 0.10 (ns)
Estrona 4 2 1000 0.63 (ns) 0.91 (ns) 0.34 (ns) 0.03 (ns)

Estriol 4 2 1000 1.38 (ns) 1.48 (ns) 0.38 (ns) 0.01 (ns)

Exp. 3

Testigo 4 14 1000 0.59 0.60 0.20 | 0.02 (hs)
Estradiol 4 | 14 1000 | 4.11°* 430 * 2.10*% 0.87 (ns)
Estrona 4 14 1000 0.97 (ns) 0.99 0.20 (ns) | 0.10 (ns)

(ns)

Estriol 4 14 1000 6.41 * 4.15* 3.40 % 0.99 (ns)

Exp. 4

Testigo 4 44 1000 0.91 1.01 0.22 0.00 (ns)
Estradiol 4 4 1000 6.26 * 6.33 * 3.60 * 1.01 (ns)
Estrona 4 44 1000 1.06 (ns) 1.11 (ns) 0.35 (ns) 0.00 (ns)

Estriol 4 44 1000 8.76* 6.20* 6.20 * 1.50 (ns)

(*) Significativo  (ns) No significativo P <0.001

Alteraciones centroméricas: cromosomas retardados e isocromosomas
Aberraciones totales: Puentes anafésicos, sencillos, fragmentos acéntricos, cromosomas retardados, isocromosomas
y cromosomas en anillo.

La estrona no manifestdé ningln efecto estadisticamente positivo en
tratamientos cortos (sin recuperacion y con 2 horas), ni en tratamientos largos (con
14 y 44 horas de recuperacion), al menos en las condiciones experimentales

probadas en esta investigacion.

En cuanto a la induccion de micronucleos, se observo bajas frecuencias y en
los experimentos con 14 y 44 horas de recuperacion, que existe aparentemente
relacion entre las alteraciones a nivel del centrémero y en la induccién de éstos, pero

sin una significatividad estadistica.
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b) Dafio genotéxico en la mosca de la fruta (D. melanogaster)

Los primeros datos, partieron de establecer tres concentraciones letales
subtéxicas del estradiol (Tabla 1X), las cuales equivalen a LC-m, LC20 y LC50
correspondientes a la concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm, respectivamente en

una cepa silvestre (C-S).

Tabla IX. indices de sobrevivencia en larvas de
Drosophila melanogaster al ser tratadas con estradiol.

' Concentracion _[_ ~ indicede | Concentracién |
ppm sobrevivencia letal B
O (control) k 10/10 1 _____l&g_______j

En cuanto a la deteccion del potencial genotdxico en ala, se puede observar en
la tabla X que al tratar a las larvas transheterocigéticas con tres
concentraciones subtoxicas de estradiol, existe un respuesta inversa con respecto a
la concentracion, en donde la menor de 10 ppm evidencio tener efecto genotoxico
mayor con respecto a las concentraciones mas altas, tanto en manchas simples
como gemelas; en el caso de las manchas simples el efecto fue significativo solo
para manchas pequefas, lo que sugiere que es un metabolito el que esta
actuando y no la hormona original, hallandose un efecto similar a lo encontrado en
el tratamiento en células meristematicas de haba, y en lo reportado en la bibliografia
del posible efecto a bajas dosis como agente oxidante y altas dosis como
antioxidante; dependiendo de la capacidad limitada que tiene a bajas dosis de
interactuar con los receptores biologicos y con iones metalicos, en donde éstos

ultimos actuan como catalizadores (Lierh,2000).

65



Tabla X. Frecuencia de manchas por ala al tratar crénicamente con estradiol a
larvas transheterocigéticas (mwh + / + fIr’) de Drosophila melanogaster.

Manchas por ala(Nimero de manchas)
Diagnostico estadistico &

Comp.. # Sencillas Gemela Total
[1 Alas Chica Grande Manchas
(1-2 Cel.) (>2 Cel.)
m=2.0 m=5.0 m=5.0 m=2.0
Testigo
Etanol 5% 114 0.18 (21) 0.03 (3) 0.020 (2) 0.23 (26)
Estradiol
10 ppm 118 0.37 (44)t 0.04 (5)- 0.080 (10)+ 0.54 (64)*
100 ppm 120 0.26 (31)i 0.02 (2)- 0.025 (3) i 0.30 (36)-
1000 ppm 120 0.13 (16)- 0.03 (3)- 0.025 (3)i 0.18 (22)-

& Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988),
(+) = positivo, (-) = negativo, (i) = Indeterminado (d+) = débil positivo, (m) = factor de multiplicacién.
Nivel de probabilidad: alfa = beta = 0.05 (Prueba estadistica de una cola)

Lo anterior, junto con lo reportado bibliograficamente, permite asumir que
uno de los posibles mecanismos de accion genotoxica del estradiol, es a
través de sus metabolitos, y como se sabe, estos pueden ser transformados a
hidroquinonas, y a vez, estos pueden oxidarse de forma constante a quinonas y
semiquinonas (Liehr, 2000 y Samuni et al., 2003); las cuales son moléculas
reactivas al DNA; con base a lo anterior se disefié un segundo experimento
para determinar cual de los metabolitos primarios es el responsable de dicho

efecto genotoéxico.

Como se puede observar en la tabla X| se tratdé a las larvas de Drosophila
con el estradiol y con sus dos principales metabolitos, el estriol y la estrona, a la

concentracion de 10 ppm, que tuvo un efecto positivo en el primer experimento.

En el segundo experimento, el efecto genotéxico del estriol fue mayor al
del estradiol que es la hormona original; en cambio la estrona no mostré tener
efectos genotodxicos, al menos a las concentraciones probadas; en cuanto al
efecto entre estradiol y estriol, éste ultimo, muestra un mayor efecto tanto en
manchas chicas, grandes y gemelas, lo que sugiere un mecanismo de accion

directo e indirecto como lo menciona la bibliografia.
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Tabla XI. Frecuencia de manchas por ala al tratar cronicamente con estradiol y
sus dos principales metabolitos a larvas transheterocigéticas (mwh + / + fir’) de
Drosophila melanogaster.

Manchas por ala(Namero de manchas)
Diagnostico estadistico &

Comp.. # Sencillas Gemela Total
[ Alas Chica Grande Manchas
(1-2 Cel.) (>2 Cel.)

Testigo m=2.0 m=5.0 m=5.0 m=2.0
Etanol 5% 120 0.16 (20) 0.02 (3) 0.020 (2) 0.25 (25)
Estradiol

10 ppm 118 0.37 (44)+ 0.04 (5)- 0.084 (10)+ 0.54 (64)*

Estriol

10 ppm 120 0.41 (50)+ 0.06 (7)+ 0.125(15) + 0.61(72)*

Estrona

10 ppm 120 0.21 (26)- 0.02 (3)- 0.033 (4)d+ 0.27 (33)-

& Diagnastico estadistico de acuerdo a Frei y Wurgler (1988),
(+) = positivo, (-) = negativo, (i) = Indeterminado (d*) = débil positive, (m) = factor de multiplicacion.
Nivel de probabilidad: alfa = beta = 0.05 (Prueba estadistica de una cola)

En el caso de la induccion de manchas en el ojo de Drosophila, el
procedimiento fue similar que en el caso de alas, en donde se traté inicialmente con
estradiol a las concertaciones de 10, 100 y 1000 ppm (Tabla XIl). Para evidenciar
si el efecto era directo o a través de metabolitos, encontrdndose un efecto
similar, es decir a la contraccion menor de 10 ppm, la cual fue la que manifesté un
efecto positivo, lo que evidencia que si hay un dafio genotoxico real, debido a que
no solo se expreso en la técnica de alas, descartando una sensibilidad especial al
ser tratado con dos linajes celulares diferentes; por otro lado, nuevamente hay una
mayor frecuencia de manchas chicas que grandes, lo que sugiere huevamente una

participacion de sus metabolitos en el efecto genotdxico.

Con base en lo anterior, y emulando la metodologia que se aplicé con la
técnica de SMART en ala, se realizé un segundo experimento para determinar cual
de los metabolitos primarios es el responsable de dicho efecto genotoxico,

tratando a las larvas con las tres hormonas a la concentracion de 10 ppm.
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Tabla XIl. Frecuencia de clones celulares en ojo de Drosophila melanogaster al
ser tratada con estradiol.

# Numero de manchas % de manchas
Conc.
ojos (1.2 34 58 964 64- Total Chi Gran Total
Testigo
Etanol 500 34 4 5 3 0 46 7.6 1.6 92
5%
Estradiol
(ppm.) — o
1000 500 | 39 12 1 1 0 53 94() 02(9 969
100 500 | 44 22 6 0 0 72 | 11.2() 1.0() 122()
10 500d | 49 22 4 6 0 |81 | 11.5(+) 99(+) 214(+)

Como se puede observar en la tabla Xlll, hay un efecto positivo para la
induccién de manchas totales por parte del estradiol y su metabolito el estriol, de
manera semejante a como se comportd en ala, de igual forma la estrona
aparentemente a estas concentraciones y en esta prueba, no manifiesta ningan
efecto genotdxico al igual que la prueba de ojos y el analisis de aberraciones

cromosémicas y micronucleos.

Tabla XIIl. Frecuencia de clones celulares en ojo de Drosophila melanogaster al
ser tratada con estradiol y su dos principales metabolitos.

# Numero de manchas % de manchas

Conc. |0jos 4534 58 964 64 Total | Chi Gran Total

Testigo

Etanol 5% | 500 34 4 5 3 0 46 7.6 1.6 9.2
Hormona

(10 ppm.)

Estradiol 500 | 49 22 4 6 0 81 11.5(+) 99(+) 21.4(+)
Estriol 500 | 84 16 7 4 0 111 20.0(+) 22(-) 222(+)
Estrona 500 | 29 13 0 1 0 43 B4(-) 02 (-) B86(-)
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5. Comentarios y Conclusiones.

En este trabajo se dio inicio con los siguientes antecedentes:

Inicialmente se consideraba a los estrdgenos como no mutagénicos
desde 1930, debido a que con los bioensayos y a las concentraciones
que fue evaluado, result6 ser negativo.

Como segundo antecedente esta la alta relacion de los estrogenos con
la induccion de varios procesos cancerigenos, asociando sus efectos a
su capacidad de interaccion indirecta con el ADN (epigenotdxico) y/o a
su capacidad recombinogénica.

Como tercer punto estan las evidencias del efecto de este tipo de
compuestos, que a bajas concentraciones pueden tener un efecto
oxidante y a altas un efecto antioxidante dependiendo de su interaccion
con iones metélicos.

Ademas hay un gran nimero de reportes cientificos que relacionan a los
metabolitos del estradiol con un efecto genotdxico y/o carcinogénico.
Finalmente, existe preocupacion ante un mal uso de estos compuestos
en actividades como la ganaderia aunado a la posible liberacion de la
hormona y/o de sus metabolitos a través de orina y de manera muy

limitada por leche.

Lo anterior fundamenta una discusion con los resultados del presente trabajo

si se contempla que en la actualidad algunos medicamentos que contienen

estrégenos, siguen siendo recetados en seres humanos y animales, debido a

gue se han considerado benéficos en funcién de su gran variedad de efectos

hormonales y clinicos (Lang y Reiman, 1993; Martucci 1993; Hundal et al., 1997,
Liehr, 2000 y Yager, 2000).

Con base en lo anterior se puede concluir lo siguiente:
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5.1 Técnica analitica y método de purificaciéon

La cromatografia de gases masas (CG-MS), a pesar de estar reportada
por la EPA para la evaluacion de estos compuestos, en esta investigacion
no fue la mas adecuada para la determinacion simultadnea del estradiol y
sus dos principales metabolitos (estrona y estriol). Esto se debié a que la
similitud que existe entre el peso molecular de un compuesto original y sus
metabolitos es muy alta e interfiere en la correcta identificacion y
cuantificacion de éstos; ademas de que la sensibilidad de la técnica solo

permitid detectar a las tres hormonas al mismo tiempo hasta 1 ppm.

La cromatografia de liquidos (HPLC) acoplado con un detector de
disposicion ultravioleta-fotodiodo para el analisis de muestras bioldgicas,
mostro ser més eficiente que la CG/MS, debido a que el limite de
deteccidn simultanea permitié identificar a las tres hormonas hasta 0.01
ppm, con suficiente especificidad para distinguir y cuantificar a cada uno

de los tres compuestos evaluados.

La correcta seleccién de un método analitico esta de la mano de una
correcta selecciéon de la metodologia de purificacion, sobre todo si el
compuesto a evaluar estd inmerso en matrices biolégicas altamente
complejas como sangre, orina y leche. En el presente trabajo se pudo
detectar a las tres hormonas en dos de los tres fluidos corporales (sangre
y orina), sin descartar que en leche, la falta de sensibilidad de la técnica
se deba mas a la baja concentracion del analito que a una mala técnica de

purificacion.

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion, se sustentan
las bases para que en trabajos posteriores se optimice la técnica de
deteccion y su proceso analitico, en donde se abarquen costo y tiempo

entre otras variables.
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5.2 Toxicodinamica del estradiol y su excrecion

Los resultados del presente trabajo permiten establecer el destino metabdlico

del estradiol y corroborar lo reportado, asi como justificar tratamientos y periodos

de recuperacion.

Sangre

Con base a los analisis cromatograficos con HPLC se demuestra la
presencia del estradiol, estriol y estrona en sangre. Se encontro que el
estradiol y estriol estan presentes a concentraciones de 1 ppm y 0.001
ppm respectivamente, mientras la estrona presenta un valor de 10 ppm en

tratamientos con dosis Unica.

Para tratamientos sucesivos se determind un aumento en la concentracion
de dos de las tres hormonas, observandose 5 ppm para el estradiol y

1ppm para el estriol. La estrona se mantuvo en un valor de 10 ppm

De igual forma, se observé que el estradiol aparentemente regresé a su
nivel basal con dosis Unicas lo cual ya no sucedié tratamientos con dosis
sucesivas. Esto posiblemente se deba al metabolismo enterohepético de
las vacas, el cual hace que lo administrado sea nuevamente metabolizado y
por lo tanto efectivamente distribuido en el organismo, resultando mas

facil encontrar metabolitos excretados que la hormona original.

Junto con lo anterior, también se observo que el periodo de recuperacion
recomendado terapéuticamente no es suficiente para la eliminacion de los
metabolitos evaluados, los cuales se bioacumulan del primer al segundo

tratamiento.
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Orina

» Con base a los anélisis cromatograficos con HPLC se demuestra la
presencia de las tres hormonas en orina. Encontrandose que el estradiol y
estriol estan presentes a concentraciones de 0.01 ppm, mientras la estrona

presenta un valor de 1 ppm en tratamientos con dosis Unica.

» Con respecto a tratamientos sucesivos, las concentraciones del estradiol y
estriol pueden llegar hasta 0.001 ppm mientras que para la estrona es de
10 ppm. Lo anterior se podria explicar debido a que tanto el estradiol
como el estriol pueden transformarse en estrona. Esto es relevante debido a
gue la orina puede diluirse o concentrarse en canales de desagie y

formar parte de las aguas utilizadas para riego agricola.
Leche

* La no deteccion de ninguna de las tres hormonas en leche, después de
dos tratamientos permite inferir que puede ser utilizado este fluido sin
ningun riego potencial.

5.3 Daino genotoxico

Para evidenciar el efecto genotdxico positivo o negativo de un compuesto, se
requiere de investigar con distintos receptores bioldgicos a diferentes concentraciones
y por diversas vias de administracion. Por lo tanto, los resultados del presente trabajo,
en cuanto al efecto biolégico, son una primera aproximacién que sustenta

seguir investigando con otras variables.

* Se demostro que tanto en haba como en la mosca de la fruta, a bajas
concentraciones, el estradiol y al menos uno de sus metabolitos (estriol)
manifiestan una capacidad genotéxica, lo cual se puede explicar apoyado
en la teoria de Albrech y Liehr, quienes proponen efecto genotoxico a
bajas concentraciones debido principalmente a su interaccion con iones
metalicos (Liehr, 2000).
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» El estradiol y el estriol mostraron un efecto citotoxico y genotdxico
simultaneamente en ambos bioensayos, mientras que la estrona, no lo
tuvo, al menos a las condiciones y concentraciones investigadas (Samuni
et al., 2003).

» Se reporta por vez primera, un efecto genotdxico in vivo para estas
hormonas en un sistema vegetal (Vicia faba), similar a lo reportado en la

bibliografia pero en otros bioensayos animales.

* Lo anterior esta sustentado en los dafios encontrados en haba,
observandose la capacidad del estradiol de alterar el material genético de
manera directa por medio de la induccion de aberraciones cromosomicas
en anafase como fragmentos, cromosomas en anillo y puentes anafasicos
sencillos. También se evidencio la capacidad de alterar la informacién
genética de manera indirecta a través del estriol al inhibir o alterar la
funcién de centrémero, evidenciandolo por la aparicién de cromosomas

retardados e isocromosomas en anafase.

» El estradiol y el estriol manifestaron efectos genotoxico similares en la
mosca de la fruta y en haba, lo que sugiere un efecto genotdxico real al
descartar una posible sensibilidad particular por parte de los bioensayos

evaluados, descartando falsos positivos

Los resultados de esta investigacion justifican la actual preocupacion acerca de
los posibles efectos genotdoxicos de esta hormona y de sus metabolitos
primarios, debido a que al ser suministrados de forma terapéutica en la actividad
ganadera pueden ser liberados al ambiente a través de la orina en pequefas
dosis y llegar a aguas residuales a concentraciones en las cuales se ha

evidenciado un efecto citotoxico y genotdxico en el presente trabajo.

73



Los estrogenos se consideran carcindgenos y/o agentes perjudiciales, en
funcidn principalmente a su relacion con el origen de varios tipos de tumores en
diferentes érganos y por las evidencias que los relacionan con efectos nocivos en

diferentes organismos, como es el caso de los resultados del presente trabajo.

Con base en el efecto genotdxico encontrado tanto el estradiol como el estriol,
se pueden asociar con el origen de multiples procesos carcinogénicos, asi como con
el alteraciones del ADN in vitro en células animales cultivadas e incluso en
tejidos humanos. Ademas se evidencié dafio genotoxico en sistemas vegetales, por
lo que se sugiere seguir investigando de tal forma que se pueda monitorear
alimentos y fluidos corporales de origen vacuno de una manera facil y econémica

para controlar el uso de estas hormonas y minimizar sus efectos secundarios.

Independientemente de que el estradiol y sus metabolitos se han reportado
como carcindégenos débiles en comparacion con otros carcinégenos positivos,
estos deben ser considerados en las normas de uso, produccion y/o liberacion al
ambiente.

Por otro lado, el presente trabajo generd nueva informacién en cuanto a los
efectos secundarios del estradiol y sus metabolitos; ademas apoyd teorias
propuestas sobre sus efectos genotoxicos de manera directa y a través de sus
metabolitos secundarios al menos a bajas concentraciones asi como sobre su
liberacion al ambiente a través de orina proveniente de organismos tratados

terapéuticamente en la actividad ganadera.

Estos resultados dan la base para evaluar otros posibles efectos secundarios
en diferentes receptores bioldgicos y a través de otras variables; siendo mas
evidente la necesidad de trabajar en equipos multidisciplinarlos e interinstitucionales

gue permitan conocer los efectos de agentes tdxicos al ser liberados al ambiente.
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Finalmente, este tipo de trabajos son de gran importancia debido a que son la
base de la ciencia ambiental, la cual se sustenta en trabajos interdisciplinarios que unen
esfuerzos de varias areas del conocimiento, en donde, en cada caso, los resultados no
son concluyentes sino son un eslabén mas en la compleja interpretacion de los factores
fisicos, quimicos y biologicos que conforman el entorno. En donde el uso de
biomonitores permita evaluar la calidad ambiental de una manera periédica, facil,

confiable, econdmica y que refleje los efectos adversos de una manera directa.
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