EFECTO MUTAGENO DEL MESTRANOL Y NORGESTREL EN
DROSOPHH.A MELANOGASTER

RESUMEN
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En este trabejo se investigd el.efecto mutdgeno de dos principios actives de
anovuiatorios orales el mestranol y norgestrel, lo cuai se realizé utilizando es-
permatozoides maduros de Drosophila melanogaster. Log resultados mostra-
ron que la frecuencia de mutaciones letales recesivas ligadas ol sexo es signifi-
cqtivamente mayor que el control (P < 0,01 y P < 0,05) en los cromosomas
expuestos al norgestrel con dogsis de 5 y 100 mgiml. Contrariamente el incre-
mento de la frecuencia de este tipo de mutaciones observade en Jos cromoso-
mas X expuestos al mestranol no es significative respecto al control. Sin em-
bargo estor resultados no impiican que el mestranol sea absuelto por su ino-
cuidad como mutigeno a nivel puntual y que el norgestrel sea colocado en lg
lista negra.

Lara Begar a inferencias mds conclusivas es necesario realizar un gran volumen
de investigaciones variando laz condiciones experimeniales.

INFRODUCCION

gonadales(4,5), lo cual expone a [a mujer a un ambiente to-

talmente diferente al del ciclo sexual normal(19).

Los anticonceptivos orales constituyen un clisico ejemplo
de sustancias quimicas de reciente introduccion en el me-

dio ambiente humano y con explosiva difusién, Para el afio
1965 se calculd en 31 millones el nGmero de mujeres en
edad reproductiva que usaban anticonceptivos orales y en
1974 alcanzd 119 millones(2).

La principal forma de accion de los anticonceptivos orales
es inhibiendo la ovulacién(20) por una alteracidn profunda
y permanente de la secrecidn de gonadotrofinas y esteroides

Mediante investigaciones en ratones y en otros mam/feros
se ha demostrado que los esteroides sintéticos reproducen la
funcién de los estrégenos v progestigenos oviricos(4,5,32)
actuando come represores (por efecto de feedback negati-
vo) del locus que controla la secrecién del factor de libera-
cion de las hormonas gonadotropinas {GnRH} en las neuro-
nas hipotalimicas(14) por lo cual la actividad del eje hipota-
lamo-hipdfisis-ovario se suprime totalmente(32), como se
ilustra en la figura 1(18),
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sobre o aje Mpoiok tipofivis - ovaries { Tomadoy adoplouo de Harris, G.W. y Noholin,
E,N70(® ).

Los resultados de investigaciones preliminares sobre el posi-

ble efecto cancerigeno de los esteroides sintéticos mostra-
ron un incremento significativo de la incidencia de hepato-
mas en ratones tratados con anovulatorios orales(22), lo
que estimuld la investigacion scbre el potencial mutigeno
de los esteroides sintéticos.

La mayoria de |as investigaciones se realizaron con la finali-
dad de detectar anormalidades cromosémicas en cultivos de
linfocitos y fibroblastos de mujeres bajo tratamiento de an-
ticonceptivos orales(6,8,11,13,17) en abortos o en hijos na-
cidos a términoc de estas mismas mujeres(7,12,21,27,34),
Los resultadas son discrepantes. Sin embargo, es pertinen-
te anotar que se ha reportado un incremento significativo
de poliptoidias, roturas cromosomicas y asociacion satélite
en neonatos de mujeres expuestas a anticonceptivos orales
(11,12,27,36).

También se ha reportado un incremento significativo en el
intercambio de cromatidas hermanas en cultive de linfoci-

tos de mujeres que soportaban un prelongado tratamiento
con hormonas esteroidales sintéticas(17,29), lo que obvia-
mente significa algln tipo de efecto genético,

El objetivo de esta investigacion es contribuir al conocimien-
to de fa capacidad del mestranol(1) v el norgestral de indu-
cir mutaciones puntuales en el cromosoma X de los esper-
matozoides madures de Drosophila melanogaster,

MATERIALES Y METODOS

-Para esta investigacion se utilizd la prueba de mutaciones le-

tales recesivas ligadas al cromosoma X en espermatozoides

" maduros de Drosophile meianogaster(1) descrito por Bravo

y Zuleta(9). Los machos silvestres se obtuvieron de la cepa
Oregén—R y las hembras virgenes de la cepa FM®, la cual es
ideal para detectar mutaciones letzles recesivas ligadas al se-
x0(37).

Los principios activos se disolvieron en una'solucion de eta-
nol al 400/ y glucosa al 10ofo de tal suerte que la concen-
tracién final de mestrancl fue de 0.50, 10.00 y 50,00
mg/ml y de 5,00 y 100 mg/ml de norgestrel. La exposicién
de los espermatozoides maduros a los esteroides sintéticos
se hizo en forma oral durante 72 horas de acuerdo con el
procedimiento descrito anteriormente{10). El tratamjento
con las diferentes dosis de mestranol v norgestrel se realizd
simuftaneamente con los controles. Todos os cultivos se
mantuvieron a 24°C y se hicieron dos controles, el primero
de los cuales recibid solamente glucosa al T10ofo. Para averi-
guar si el etanol tiene algin efecto sobre el material genéti-
co e hizo un segundo control, al que se le suministré etanol

. ¥ glucosa al 40ofo v al 100/o respectivamente.

La significaciﬁn estad(stica fue determinada por {a prueba
de X< utilizando la formula:

w2 = 1 (011 x022) — (07 x031) )2

x N
{01 .XOZ.XOJ Xo.z)

Los simbolos de esta formula representan ei nimero de.cro-
mosomas X viables y los con mutaciones letales recesivas
observados, tanto en el contrel como en €l tratamiento con
la droga, tal como se muestra en la tabla 1(33).

RESULTADOS

Como se muestra en la tabla 1l ¥ en la figura 2 las frecuen-
cias de mutaciones |etales recesivas observadas en el control
con glucosa v etanol no es significativamente diferente que
la del control con glucosa solamente. La frecuencia de este
mismo tipo de mutaciones observadas en los cromosomas

(1) El mestrancl fue donado por el laboratorio E.R. Squib & Sons dz Czli ¥ el norgestrel por cl laboratoric Wyth Inc. de Bogotd, Colombia,
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_Tabh l. Tabla de contingencia de 2 x 2 con Frecuencias

Observadas Oij
TRATAMIENTO
Cromosomas Draga Control Totales de
X observados fila
Mutados . 01 1 O-I 2 0.]
No Mutados 0499 Gy 0.2
Totaies de
columna 01 4]
. 2,
‘Tabla |1, Frecencia o mutaciomes Wiales recsdvas | i ab st rkiecharen e Lot melang-
bR EApUe ok IRl y g,
TRATAMIENTO CONCENT RACKIN LETALES X< ]
{rna i} Ne. CROMOSOMAS

CONTROL [DEL CONTROL) RIEREE]

CONTROL 33457 0453 NS

MESTHANDL: 050 3% 0004 S,

MESTRANDL 1000 5[7098 1597 BS, (€030

MESTRANOL 000 1Ts 0105 NI,

NORGESTREL S0 15T 3515 <<,

MORGESTREL o000 4109 - 0,05

" nivel e signifcackin
M5:  pe significativo.
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Fig. 2
Fracuencia de musocionss punfucim leloles resselvos ligndss of sremesomg X
de Dressphilc melanopomier spuestos of Mesinunol y norgesined.
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expuestos a Jos esteroides sintéticos, solzmente es significa-
tivamente mayor en los cromosomas iratados con norges-
trel, pero sin efecto de dosis,

DISCUSION

Los resultados de estz prueba, presentados en la tabla 11 Y
en la figura 2 muestran un incremento estadisticamente sig-
nificativo (P<0,01 y P<0,05) de {a frecuencia de mutacio-
nes puntuales letales recesivas en el cromosoma X de Jos es-
permatozoides expuestos al norgestrel con dosis 10 y 200
veces mayores que las fisiologicas contenidas en el Ovral y
otros tipos de anticonceptivos orales(31). Ademids, Ta acti-
vidad mutagénica del norgestrel muestra no tener efecto de
dosis; inclusive, con [a de 100 mg/ml la proporcién de mu-
taciones es menor que la inducida con dosis de 5 mg/mi,
aunque estas diferencias no son estad/fsticamente significati-
vas. Probablemente se debe al menor némero de cromoso-
mas analizados con la dosis mayor.

A pesar del apreciable volumen de investigaciones realizadas
con ei fin de estudiar e} efecto genético de los anticoncepti-
vos orales y sus principios activos(6,11,15,16,17,23,24,26),
muy pocas han utilizado el norgestrel o anticonceptivos que
contengan esta droga{20,25,30} por fo cual no existen sufi-
cientes elementos de comparacion. En Salmonelia thyphi-
murium con el método de Ames{20) el norgestrel no mos-
trd actividad mutagénica, como tampoco en Drosophila me-
lanogaster(30), pero en esta (ftima el tratamiento se hizo a
nivel de larvas, en las cuales las mutaciones puntuales en Jas
células germinales podrian estar enmascaradas por el siste-
ma de reparacion(28). Sin embargo, en la literatura existe
algln indicio de actividad mutdgena yfo cancerfgena de los
progestagenas con estructura quimica semejante al norges-
trel(20,35). El noretinodrel en ratas increment |a inciden-
cia de tumores en células de la pituitaria, higado v glindulas
mamarias(35). El linestrenol y el acetato de norestisterona
incrementaron significativamente la incidencia de mutacio-
nes letales dominantes en ratones{3),

Los resultados de investigaciones para averiguar la actividad
mutdgena yfo cancerigena del mestranol o de los anticon-
ceptivos orales que contienen este elemento, son controver-
tibles(27,30,35,38). Con Lyndiol, en ratones, utilizando
dosis 10 veces mayores que las fisiolégicas se abservd un in-
cremento significativo de las mutaciones letajes dominantes
(3), pero con esta misma droga y también en ratones se fa-
ll6 en demostrar incremento significativo de mutaciones re-
cesivas visibles y malformaciones mayores(38).

En nuestro estudio, &) mestranol no muestra un incremento
significativo de la frecuencia de mutaciones |etales recesivas
ligadas al sexo (tabia | y figura 2). Sin embargo, se observa
una débil actividad mutdgena (P<0,30) con dosis de 10 mg/
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ml, que es unas 100 veces mayor que las concentraciones
que contienen los anticonceptivos compuestos con mestra-
nol(31). Estos resultados estin de acuerdo con otros estu-
dios parecidos realizados en Drosophifa{30). Como se ob-
serva en [a tabla | v la figura 2 con dosis de 500 veces mayo-
res. que las fisioldgicas, [a incidencia de mutaciones recesivas
ligadas al cromosoma X es menor, lo cual podria indicar
que no existe efecto de dosis, 0 que 1a dosis critica, si la
hay, estd cercana a las fisiolégicas, lo cual se podria investi-
gar con posieriores estudios.

Los resultados de esta prueba, negativos para el mestranol v

gue la primera droga sea absuelta por inccuidad como mu-
tagenc a nivel puntual y que el norgestrel sea colocado en la
lista negra. Es recomendable proseguir fos estudios con do-
sis crecientes de norgestrel, iniciando con las fisioldgicas
hasta detectar en qué concentraciones incrementa st activi-
dad mutagénica a niveles significativos.

En conclusién, utilizando espermatozoides maduros de Dro-
sophifa mefgnogaster el norgestrel muestra actividad muta-
génica estadisticamente significativa con dosis 10y 200 ve-
ces mayores que las fisioldgicas, mientras que |a actividad

positivos para le norgestrel, no implican, en manera alguna,

metagénica del mestranol es muy débil,
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