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Resumen

Los estudios sobre mutagénesis y genotoxicidad adquieren cada dia mayor importancia
en el ambito mundial por el constante deterioro al que esta sujeto el habitat del hombre
moderno. Existen dos razones principales que justifican la preocupacion del hombre frente a la
exposicion a los agentes mutagénicos. Primero, un incremento en el grado de mutacion de las
células germinales puede provocar el aumento de la incidencia de enfermedades genéticas en
las futuras generaciones. Segundo, las mutaciones en las células somaticas pueden contribuir
a varios desdrdenes e incluso, estar involucradas en la patogénesis de algunas enfermedades
degenerativas cronicas. El objetivo fundamental de la mayoria de las autoridades regulatorias
es que en la evaluacion farmacotoxica de los productos se cumplan todos los requisitos
establecidos. El objetivo de este trabajo es brindar una estrategia actualizada sobre la
realizacion de las evaluaciones genotoxicas de productos, medicamentos y nuevos ingredientes
activos. Tuvimos en cuenta los estudios mutagénicos y genotoxicos in vitro y dentro de estos
el ensayo de Ames y el ensayo de aberraciones cromosémicas en cultivo de linfocitos de
sangre periférica humana. En cuanto a los estudios genotdxicos in vivo tratamos el tema del
ensayo cometa en leucocitos de sangre periférica de ratones, el ensayo de microndcleos en
eritrocitos de médula 6sea de ratén y por ultimo el ensayo de la morfologia de la cabeza del

espermatozoide.

Palabras claves: Genotoxicidad, toxicologia genética, evaluaciones genotdxicas, bateria de

ensayos genotoxicos, estrategias.
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Abstract

Strategies in the genotoxic evaluation.

The mutagenesis and genotoxicity studies have than enough more acquire every day
bigger importance in the world environment for the constant deterioration to which is subject
the modern man's cohabite. Two main reasons that justify the man's concern in front of the
exhibition to the mutagenic agents exist. First, an increment in the degree of mutation of the
germinal cells can cause the increase of the genetic illnesses incidence in the future
generations. Second, the mutations in the somatic cells can contribute to several disorders and
even, to be involved in the pathogenesis of some chronic degenerative illnesses. That in the
pharmacotoxic evaluation of the products all the established requirements are completed it is
the fundamental objective of most regulatory authorities. The aim of this work is to offer a
modernized strategy on the realization of the products genotoxic evaluations, medications and
new active ingredients. We kept in mind the mutagenic and in vitro genotoxic studies and
inside these the Ames assay and the chromosomal aberrations assay in human lymphocytes
culture of peripheral blood. As for the in vivo genotoxic studies we treat the topic of the comet
assay in leukocytes of mice peripheral blood, the micronuclei assay in bone marrow

erythrocytes of mice and lastly the sperm head morphology assay.

Key words: Genotoxicity, genetic toxicology, genotoxic evaluations, battery of genotoxic

assays, strategies.
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Introduccidon

La genética toxicolégica tiene sus inicios en el afio 1927, cuando Mueller demuestra la
capacidad de los rayos X para inducir mutaciones en Drosophila mellanogaster. Afios mas
tarde, en 1949, Auebach descubre las propiedades mutagénicas del gas mostaza,
descubrimiento que permitié incrementar el concepto de mutagénesis.

Durante las décadas del 50 y 60 se alcanzan la mayor parte de los conocimientos
basicos acerca de la estructura y replicacion del ADN, cdédigo genético, los mecanismos de la
sintesis proteica y la reparacién del ADN. No en vano, esta época se describe como la edad de
oro de la Genética Molecular.

La sociedad de Mutagénesis Ambiental es fundada en 1969, debido a la preocupacion de
muchos investigadores por el impacto genético que podria acarrear la proliferacion de
contaminantes quimicos en el ambiente, producto de la actividad humana. Es en este mismo
afo que es reconocida la Toxicologia Genética, como disciplina cientifica.

Décadas mas tarde, el desarrollo de la denominada tecnologia del ADN recombinante
ofreci6 metodologias que han resultado fundamentales en el conocimiento directo de la
estructura y configuracion del genoma, la identificacion de genes especificos, la determinaciéon
de las alteraciones generadas en la informacion genética y su relacion con la induccion del
cancer y otras enfermedades de base genética.*

Las investigaciones relacionadas con el tema de la genotoxicidad adquieren cada dia
mayor importancia a nivel mundial, debido al creciente deterioro del ambiente al que se
encuentra expuesto el hombre moderno.?® Existen tres razones fundamentales que justifican
la preocupacion por la exposicion del hombre a los agentes mutagénicos. Primero, el
incremento en el grado de mutacion de las células germinales (6vulos, espermatozoides y sus
precursores) lo cual puede provocar el aumento de la incidencia de las enfermedades genéticas
en futuras generaciones. Segundo, la existencia de una estrecha relaciéon entre la inestabilidad
gendmica de células somaticas con el cancer y las enfermedades degenerativas crénicas.
Tercero, el origen ambiental del cancer.* ®

Es conocido por la comunidad cientifica que la introduccion en el mercado de un gran

numero de nuevos productos ha tenido una doble consecuencia en nuestro entorno. Aunque
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muchos de estos compuestos han contribuido a mejorar la calidad de vida, otros estan

relacionados con determinados riesgos por su toxicidad. La legislacion actual exige que,
previamente al registro y comercializacion, se evalle la seguridad de todo tipo de producto,
por lo que resulta imprescindible utilizar ensayos de toxicidad predictivos, con el fin de anular
0 minimizar el uso de compuestos en los que la relacion riesgo / beneficio los declare
indeseables para la sociedad.® ©

La gran cantidad de nuevos productos que son anualmente lanzados al mercado
dificulta su total evaluaciéon empleando ensayos en roedores por ser estas pruebas muy largas
y costosas. Ello orienta a la utilizacion de ensayos a corto plazo los cuales, informan en poco
tiempo acerca de la actividad mutagénica de dichas sustancias y en algunos casos brindan
informacion suficiente para establecer los niveles de seguridad para el hombre.® En estos
ensayos de genotoxicidad se emplea un gran nimero de sistemas biolégicos dentro de los
cuales se encuentran: virus, bacterias, hongos, cultivos de células eucariota, plantas, insectos
y mamiferos. Se han propuesto mas de 200 ensayos de genotoxicidad, de los cuales se ha
obtenido mucha informacién importante.”’

El objetivo de este trabajo es brindar una estrategia actualizada sobre la realizacion de

las evaluaciones genotodxicas de productos, medicamentos y nuevos ingredientes activos.

Desarrollo

Estrateqias:

Por lo general los estudios mutagénicos y genotoxicos en la toxicologia experimental, se
realizan cuando ya se han realizado todos los estudios de toxicidad aguda potencial del
producto a evaluar en dos especies y por al menos dos vias, la que se propone para su uso en
humanos y otra que por lo general es la via intraperitoneal, las autoridades regulatorias tales
como la ICH (Conferencia Internacional sobre la Armonizacion), OECD (Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo) y EPA (Agencia para la Protecciéon del Ambiente en Estados
Unidos), exigen un ensayo in vitro que determine dafio a nivel de genes, de eleccion el ensayo
de Ames, y un ensayo in vivo que determine dafo a nivel de los cromosomas, de eleccion el

ensayo de micronudcleos en médula 6sea de ratones para realizar la solicitud de ensayo clinico
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fase I, en voluntarios sanos. Pero en los productos que se van a administrar por largos

periodos de tiempo en el humano sea de forma preventiva o profilactica, se deben realizar
estudios de carcinogénesis y al estar estrechamente relacionados estos dos tipos de
evaluaciones, ya que por lo general la mayoria de las sustancias que son genotodxicas
constituyen una fuente importante de sustancias cancerigenas, es necesario que se determine
y evalué el dafio en todos los niveles. Para lo cual existen en nuestros dias una gama de
ensayos genotoxicos para que se utilice de forma estratégica y sensata los mas convenientes
segun las propiedades del producto a evaluar y las condiciones de equipamiento las cuales
incluye (personal calificado, materiales, medios, disponibilidad de equipamiento, experiencia
en la técnica evaluativa y en la interpretacion cientifica), para de esta forma poder darle una
explicacion real y veraz a los resultados obtenidos. En la figura niUmero 1 se encuentran los
ensayos mas utilizados y el nivel de dafio que determinan, en rojo se encuentran los mas
reportados dentro de cada segmento o grupo. Dado que la mayoria de estos ensayos son
bastante caros es conveniente que se elija cual realizar y nunca se realice estudios que

determinen el mismo dafo, pues se consideran repetitivos. (Ver Figura 1)

Estudios mutagénicos y genotoxicos in vitro.

Las pruebas de genotoxicidad son ensayos que evidencian las alteraciones causadas al
material genético, de manera directa o indirecta, por agentes ambientales, tanto en células
somaticas como germinales. La adecuada determinacion de las actividad genotdxica exige la
disponibilidad de métodos de deteccién especificos.® El primer paso para realizar los estudios
de evaluacidon genotdxica es la ejecucion de ensayos in vitro que permiten evaluar el potencial
mutagénico de los compuestos quimicos en breve tiempo. Estos ensayos de genotoxicidad a
corto plazo resultan de gran utilidad porque permiten detectar mutaciones génicas,
aberraciones cromosémicas, dafio primario a la estructura del ADN, transformaciones celulares
u otras afectaciones, los cuales son inducidos por compuestos quimicos o fisicos que abundan
en el ambiente.®

La evaluacion genotdéxica para compuestos de nueva sintesis y fitofarmacos es de
caréacter obligatorio a nivel internacional.® La diversidad de efectos deletéreos a los que esta
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expuesto el material hereditario es imposible de detectar a través de un Unico sistema de

ensayo. El amplio espectro de mutaciones que pueden originarse no seria abarcado en un
ensayo aislado y ofreceria un resultado poco preciso. Resulta imprescindible usar un grupo de
ensayos in vitro e in vivo que permitan una correcta extrapolacion del efecto genotdxico de la
sustancia de interés para poder predecir con certeza un posible efecto carcinogenético del
compuesto en estudio y realizar una correcta extrapolacion de los hallazgos detectados, al

hombre.

- Ensayo de Ames.

Este ensayo permite definir un dafio existente o no a nivel de genes. Dentro de estos
estudios se encuentra el ensayo de Ames, método en el cual se utilizan cepas de Salmonella
typhimurium, construidas por ingenieria genética, capaces de detectar compuestos que causan
mutaciones génicas por dislocamiento del marco de lectura (frameshift) o por sustitucién de
pares de bases del ADN. Para la deteccidén de sustancias promutagénicas, se incluye al ensayo
la fracciéon microsomal de higado de rata, un sistema de activacion metabdlica, que permite la
evaluacion de metabolitos de la muestra problema. Diferentes cepas de S. typhimurium
auxotroficas a histidina son expuestas a una muestra con y sin activacion metabdlica y
plaqueadas en agar medio minimo con histidina/biotina.” Dada la composicién del medio de
cultivo, se forman colonias con las células prototréficas a histidina (his-), procedentes de
mutaciones espontaneas u originadas de mutaciones provocadas por la muestra problema.
Después de 66 horas de incubacion a 37°C, las colonias revertantes son contadas. El valor
igual o mayores dados, de la expresion obtenida de dividir el nimero de revertantes en las
placas de prueba entre el nimero de revertantes de las placas control, indica la presencia de
actividad mutagénica en la muestra problema, pero se plantea que para que existan
diferencias significativas en las placa tratadas con el producto a evaluar al menos deben haber
revertido el doble de las colonias revertantes en la muestra control.™®

Este ensayo propuesto por Ames en 1973, el cual es el mas empleado para el tamizaje
genotoxicolégico de nuevas sustancias propuestas como medicamentos, por su alta
predictibilidad en la deteccidén de carcindbgenos genotdxicos que inducen mutaciones puntuales.
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La metodologia de incorporacion en placas en presencia y ausencia de fraccion microsomal

hepética S9, es el protocolo estandar que se utiliza cominmente para realizar la prueba.'?**

- Ensayo de aberraciones cromosdmicas en cultivo de linfocitos de sangre periférica
humana.

Otro estudio a destacar lo constituye la determinacion de aberraciones cromosomica in
vitro en cultivo de linfocitos de sangre periférica humana. Este ensayo tiene por objetivo
detectar agentes que provocan aberraciones cromosoémicas estructurales en células de

> por ende determina dafio a nivel de cromosomas. Las aberraciones

mamifero en cultivo,
estructurales pueden ser cromosémicas o cromatidicas. La mayoria de los mutagenos quimicos
dan lugar a aberraciones cromatidicas, aunque también pueden producirse aberraciones
cromosémicas. Un aumento de la poliploidia puede indicar que una sustancia quimica es capaz
de inducir aberraciones numéricas. No obstante, el presente método no estad pensado para
medir aberraciones de ese tipo ni se emplea habitualmente con ese fin. Las mutaciones
cromosdmicas y los efectos relacionados ocasionan numerosas enfermedades genéticas
humanas. Ademas de ello, son muchas las pruebas de que las mutaciones cromosOmicas y los
efectos relacionados que provocan alteraciones en los oncogenes y los genes supresores de
tumores de las células somaticas intervienen en la induccién de canceres en los seres humanos
y los animales de experimentacion.®

En este ensayo pueden emplearse cultivos de lineas celulares establecidas, estirpes
celulares o cultivos de células primarias. Las células deben seleccionarse sobre la base de su
capacidad de crecimiento en cultivo, la estabilidad cariotipica, el numero y la diversidad
cromosomica y la frecuencia de las aberraciones cromosdmicas espontaneas.

En los ensayos «in vitro» suele ser necesario emplear un sistema de activacion
metabdlica exdgena, si bien éste no puede reproducir todas las condiciones que se dan in vivo
en los mamiferos. Deben evitarse las circunstancias que puedan conducir a resultados
positivos que no reflejen la mutagenicidad intrinseca sino que se deban a cambios en el pH, la

osmolalidad o altos grados de citotoxicidad.’
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Este ensayo se emplea para detectar las posibles sustancias mutagenas o carcinégenas

para los mamiferos. Pese a que muchos de los compuestos que dan un resultado positivo en
este ensayo son carcindgenos para los mamiferos, no hay una correlacion absoluta entre los
resultados del mismo y la carcinogenicidad. La correlacion depende de la clase quimica.
Ademas de ello, cada vez hay mas pruebas de que existen carcindbgenos que el ensayo no
detecta, pues, al parecer, éstos actian por mecanismos distintos de la lesion directa del
ADN.'®

Por lo general se realizan dos cultivos por muestra a evaluar y en ambos tipos de
disefos en el tratamiento agudo y en el créonico debe utilizar como minimo 5 grupos divididos
en un grupo control, 3 niveles de dosis de la sustancia a evaluar donde mientras mayor sea la
dosis a la que exponga los cultivos mejor sera y un grupo control positivo, el cual estara en

dependencia de cada disefio si es un pro-mutageno o un mutageno en si.

Estudios genotdxicos in vivo.

AUNn los ensayos in vivo siguen siendo de gran utilidad y hasta el momento no se han
podido cambiar por otros llamados en la actualidad como métodos alternativos en la
toxicologia experimental, no obstante se deben destacar el avance de técnicas que cada dia
van encaminadas a realizar un uso racional de los animales en nuestra investigaciones, dentro
de estas se destacan el principio de las “3R”, llamadas refinamiento, reduccién y “reemplazo”.
Dentro de los ensayos in vivo mas utilizados se encuentra el ensayo cometa en ratén, el cual
permite definir si una sustancia dada es capaz de alterar la estructura primaria en el ADN,
ensayo que aun no ha sido validado pero muy usado en este campo como primario y pivote.
Otro ensayo in vivo y quizas el mas clasico lo constituye el de micronlcleos en médula 6sea
donde se determina el dafo a nivel de cromosomas y por ultimo el ensayo de la morfologia de
la cabeza del espermatozoide, hasta el momento las agencias reguladoras exigen que se debe

realizar en dos especies el cual mide el dafio a nivel celular.
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- Ensayo cometa en leucocitos de sangre periférica de ratones.

Este ensayo permite detectar un dafio existente o no en la estructura primaria del ADN,
tanto en la variante in vivo como en la in vitro. Las rupturas de simple cadena y la formacion
de sitios labiles al &lcali en el ADN han sido pardmetros ampliamente utilizados para la
deteccion de genotoxicidad y han sido demostrados sus implicaciones en enfermedades
degenerativas y el cancer.’® En 1988 Singh y colaboradores desarrollaron la variante alcalina
de la electroforesis de células individuales (ensayo cometa), para la deteccidon de este tipo de
dafio proporcionando por primera vez datos a nivel de célula individual siendo mas rapido,
sensible y econémico,?° con respecto a otros estudios genotoxicolégicos como, intercambio de
crométicas hermanas, elusién alcalina y el ensayo de microntcleos.?*

El ensayo cometa in vivo consiste en embeber las células en agarosa de bajo punto de
fusién para formar un microgel, someterlas a lisis para remover todas las proteinas celulares y
permitir el posterior desenrrollamiento por la interrupcion de los enlaces por puentes de
hidrégeno entre las dobles cadenas del ADN bajo condiciones alcalina/neutras. A pH>13 los
sitos labiles al alcalis (SLA) como los sitios apurinicos son rapidamente transformados a
rupturas de simple cadena. El uso de este pH permite maximizar la expresion de los SLA a
rupturas de simple cadena.?” Seguidamente al someter al ADN desenrollado a una
electroforesis en tampon alcalino, proceso durante el cual los fragmentos negativamente

cargados de ADN (ADN dafiado) o cromatina relajada migran fuera del ndcleo en direcciéon al

2 23

anodo para formar un halo, ?° apreciandose una estructura parecida a la de un cometa, al
tefiir el ADN luego de la electroforesis. Las células con un aumento de su ADN dafiado
muestran un incremento de la migracion microsomal del ADN siendo los rompimientos de
doble cadena los causantes de mayor frecuencia de migracién del material genético.?? Por otra
parte las células controles tienen un bajo nimero de roturas, estas exhiben cometas de nivel O
de acuerdo con la clasificacion del grado de dafio al ADN. En dichas células el ADN tiene cierta
migracion, * encontrandose un 10% de este en la cola.??

Para detectar y cuantificar el dafio al ADN este puede ser tefiido con diferentes agentes
como el nitrato de plata siendo mas frecuentemente usados los agentes fluorescentes. La

eleccion de uno u otro depende de las necesidades especificas de cada investigador.?*
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Se utilizan 5 animales/sexo/grupo, a los cuales se administra durante un periodo de 14

dias consecutivos si la dosis maxima a evaluar de su producto es de 1 000 mg/kg, es decir se
evalla en dosis repetidas, de evaluarse la dosis maxima 2 000 mg/kg se puede administrar
una sola dosis. Se forman 4 grupos 1 control solvente y 3 niveles de dosis del producto en
cuestion y se plantea que en el caso de cometa in vivo puede o no incluir un grupo control

positivo, el cual puede administrarle al animal en dosis y via diferentes a los demas grupos.

- Ensayo de micronucleos en eritrocitos de médula 6ésea de ratones.

El ensayo in vivo de micronldcleos en mamiferos se emplea para detectar lesiones
provocadas por la sustancia de ensayo en los cromosomas o el aparato mitético de
eritroblastos mediante el analisis de eritrocitos tomados de la médula 6sea y/o la sangre
periférica de animales (por lo general roedores), por ende determina dafio en los cromosomas
en un sistema vivo. Tiene por objeto determinar las sustancias que ocasionan lesiones
citogenéticas que dan lugar a la formacion de micronucleos con fragmentos de cromosomas o
cromosomas enteros retardados.?®

Cuando los eritroblastos de la médula 6sea se transforman en eritrocitos policromaticos,
el ndcleo principal es expulsado y el microndcleo, caso de haberse formado, puede permanecer
en el citoplasma, que de lo contrario quedaria anucleado. Resulta mas facil visualizar los
micronucleos en estas células, pues carecen de nucleo principal. El aumento de la frecuencia
de micronudcleos en los eritrocitos policromaticos de animales tratados es indicativo de la
existencia de lesiones cromosémicas inducidas.?®

En este ensayo se emplea habitualmente médula 6sea de roedores, pues es en ese
tejido donde se forman los eritrocitos policromaticos. La deteccién de eritrocitos inmaduros
policromaticos micronucleados en la sangre periférica también puede llevarse a cabo en otras
especies en las que se haya demostrado que el bazo no es capaz de eliminar los eritrocitos
micronucleados o que son suficientemente sensibles para detectar agentes que provocan
aberraciones cromosémicas numéricas o0 estructurales. Entre los diversos criterios para

distinguir los micronucleos figura la determinacion de la presencia o la ausencia de centromero
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o de ADN centromerito en los mismos. El parametro principal es la frecuencia de eritrocitos

inmaduros policromaticos micronucleados.?’

Si los animales se tratan de forma continua durante cuatro semanas o mas, también
puede emplearse como parametro en el ensayo el ndmero de eritrocitos maduros
(normocromaticos) con micronucleos en la sangre periférica respecto a un ndmero
determinado de eritrocitos maduros.?®

Este ensayo estd especialmente indicado para evaluar el riesgo mutagénico, ya que
permite tomar en consideracion factores del metabolismo in vivo, de la farmacocinética y de
los procesos de reparacion del ADN, si bien dichos factores pueden variar segun la especie, el
tejido y el aspecto genético considerado. Los ensayos in vivo también resultan atiles para
ahondar en el estudio de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in vitro. Por lo
general si hay pruebas de que la sustancia de ensayo o su metabolito activo no llegan al tejido

diana, no procede realizar el presente ensayo.?°

- Ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide en ratén y rata.

Por otro lado el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide permite
determinar la inducciéon de dafio a nivel de las células germinales masculinas el cual en
ocasiones se recomienda incluir dentro de estudios toxicoldgicos de larga duracion en los
cuales la sustancia a investigar se administre por periodos superiores a un ciclo espermatico
completo. La espermatogénesis, es un proceso eficiente e importante para la continuacion de
las especies, una de sus caracteristicas es que manifiesta gran resistencia al dafio. Esta técnica
a su vez es sensible, rapida y econdmica lo cual justifica su uso. En el sistema reproductivo de
ratones se han descrito efectos sobre la espermatogénesis, proceso de diferenciacion
altamente especializado, que incluye una serie de cambios transcripcionales y morfolégicos.*°

Dentro de los ensayos de genotoxicidad dada por su gran sensibilidad esta herramienta
permite evaluar cambios en la concentraciébn espermatica, asi como el aumento de la
frecuencia espontanea de cabezas de espermatozoides morfoldégicamente anormales ya que es
capaz de detectar el dafo irreversible que queda fijado por un periodo de tiempo relativamente
largo.®' Entre los sistemas que se emplean para evaluar los dafios ocurridos en las células
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germinales se encuentra el ensayo basado en los criterios morfolégicos de Wyrobek y Bruce, lo

cual permite el estudio y la clasificacion de la cabeza del espermatozoides al incluir dentro de
las clasificaciones, cabezas normales, anormales y dentro de este ultimo los que tienen
morfologia en forma de banana, los amorfos, sin gancho y con dos colas.® Una ventaja
importante de este sistema de ensayo es la posibilidad que brinda de poder comparar los
resultados experimentales obtenidos en humanos y mamiferos expuestos a los mismos
compuestos, lo cual resulta practicamente imposible con otras metodologias, lo que le otorga
por esta razén un considerable valor predictivo.®® Se puede realizar lo mismo en ratones que
en ratas, tanto en una especie como en la otra la sustancia a evaluar debe ser administrada a
los animales por un ciclo espermatico completo que en el ratén corresponde a un tiempo de 35
dias® y en la rata de 52 dias.**

Por lo general las regulaciones exigen que se formen 5 grupos experimentales, y que se
administren de 8-10 animales por grupo. Se formara un grupo control negativo, 3 niveles de
dosis del producto a evaluar y 1 control positivo utilizandose sustancias de referencias
reconocidas internacionalmente, de las cuales se conozca su mecanismo de accién y que en
algin momento en su ruta metabdlica lleguen a las células germinales, una de estas
sustancias y quizas la mas utilizada para este fin es la ciclofosfamida, ademas de otras tales

como la bleomicina y la mitomicina C.%®
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