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RESUMEN

El citrato de clomifeno (CC) empleado como inductor de ovulacion en el tratamiento de la esterilidad,
produce mutaciones por corrimiento de lectura del mensaje en la prueba de Ames en presencia de un
homogeneizado de higado de rata tratada con aroclor 1254. El uso de homogeneizado hepaticos proceden-
tes de animales tratados con diferentes estimuladores del CYP, puede ayudar a comprender mejor el
metabolismo que transforma el CC en un mutageno para la cepa TA98 de Salmonella typhimurium. En este
trabajo se muestra que el S9 de higado de animales tratados con estreptozotocina (STZ), inductor de
CYP2E1, no “activa” adecuadamente al CC. Con S9 de fenobarbital (FB), inductor de CYP2B1/B2, se logra
una respuesta muy similar a la obtenida con S9 proveniente de ratas tratadas con aroclor 1254, mientras que
con 89 de 3-metilcolantreno (3MC), inductor de CYP1A1/A2 y CYP2BI, se mejora la respuesta mutagénica
del farmaco. Estos datos sugieren que la activacion del CC, es una reaccion de oxido-reducciéon mediada
principalmente por CYP1A y probablemente por CYP2B.

ABSTRACT

Clomiphene citrate (CC), a drug employed as an ovulation inducer in patients with infertility problems,
produced framshift mutations in the Ames test, only when it was exposed to aroclor 1254 induced S9
mixture. The use of different rat liver inducers permits a better comprehension of the metabolic pathways
followed by CC in order to be activated to mutagenic metabolite. The results presented here show that rat
liver homogenates induced with streptozotocine (STZ), which enhanced the levels of CYP2E], did not
improved the mutagenicity of CC previously seen for aroclor 1254 S9. The employment of fenobarbital
(FB) as a rat liver inducer gave similar results to those obtained with aroclor 1254. S9 induced with 3-
methylcholanthrene (3MC), slightly enhanced the mutagenic eftect of CC on S. typhimurium TA98. These
results suggest that a redox reaction mediated by CYP1A and probably CYP2B isozymes are responsible
for the transformation of CC to a mutagenic metabolite.

INTRODUCCION séricos de la hormona luteinizante (LH) (Chiorboli y Lopez 1982,

El citrato de clomifeno (CC) se emplea en las clinicas de la
reproduccién humana especialmente para inducir ovulacién en
mujeres anovulatorias y oligovulatorias (Schialli 1986). En pa-
cientes masculinos esta indicado en algunos casos de
oligospermia. Sinembargo, se ha observado que en los varones
su empleo no es muy confiable ya que no mejora los niveles

Gomez-Alzugaray 1985).

El CC se ha asociado a diferentes efectos adversos en estu-
dios de animales de laboratorio. Asi pues, se ha demostrado que
una aplicacion a ratas Sprague-Dawley recién nacidas resulta en
multiples anormalidades del tracto reproductor, incluyendo ova-
rio quistico, hipoplasia ovdrica, hiperplasia del oviducto,
metaplasia epitelial y tumores uterinos (Clark y Ormark 1977).



50 M. Arriaga-Alba et al.

En ratas adultas, el CC puede causar efectos toxicos que compro-
meten a casi todos los 6rganos como el higado, el bazo, el corazon,
el rifidn, el utero y los ovarios (Hart 1990). Por otro lado, estudios
epidemioldgicos realizados entre grupos de pacientes a quienes
se les habia estimulado el embarazo con la ayuda de este medica-
mento (250 mg/dia/ciclo), muestran que 14 frecuencia de aborto en
el primer trimestre del embarazo fue del 23.9 % en 93 embarazos
analizados, en comparacion con un grupo testigo al que se indujo
la ovulacién con ganodotropinas con 8.9 % de abortos en una
poblacion de 270 embarazadas (Toshinobu et al. 1979). Otro estu-
dio (Bolton 1977) informo del desarrollo de cAncer mamarioenel 14
% de los pacientes tratados con el medicamento.

Empleando el sistema de Ames con Salmonella typhimurium,
se muestra que el CC produce mutaciones por corrimiento de lec-
tura del mensaje en las cepas TA1538, TA97 y TA98, en combina-
¢i6n con la fraccién S9 de higado de rata tratada con aroclor 1254.
Utilizando la prueba de Escherichia coli PolA/PolA*, se probd
que este farmaco o sus derivados metabolicos son capaces de
producir dafios genotoxicos. Asi mismo, se demostré que dichos
darios promueven la desrepresion del sistema SOS; lograndose la
expresion de los genes que se encuentran bajo el control del
represor lexA como el gen de lisogenia del profago y el de la pro-
duccién de colicina E1 (Arriaga-Alba et al. 1996). Sin embargo, es
dificil asociar los dafios producidos in vivo por el CC con los
darios genotdxicos encontrados in vitro. Para entender mejor los
efectos mutagénicos se ha propuesto que se requiere una com-
prension mas profunda de los mecanismos moleculares de ambos
eventos asi como mayor conocimiento de las vias de activaciony
de desintoxicacion del farmaco y de la facilidad con que los posi-
bles metabolitos pueden alcanzar su blanco en el ADN. No obs-
tante, se han descrito grupos de compuestos quimicos, para los
cuales existe una buena correlacion entre la potencia mutagénica
y la carcinogénica, por lo que se considera que existen similitudes
entre los mecanismos de ambos eventos (Douglas ef al. 1988).

Estudios de farmacocinética del CC han mostrado que esta
molécula se puede fijar facilmente a receptores de estrogenos, a
lipoproteinas de bajo peso molecular y a sitios de unién
antiestrogénicos, observandose varias diferencias entre los estu-
dios realizados, lo que puede explicar la diversidad de efectos
biologicos observados in vivo (Pasqualini et al. 1988). Se ha infor-
mado también que el 57 % del farmaco es eliminado en heces sin
haber sufrido alguna alteracion metabolica. Los principales
metabolitos del CC son derivados hidroxilados en cualquiera de
los anillos de su molécula, por ejemplo: el 4-hidroxiclomifeno y el
4!-hidroxiclomifeno. Ruenitz y Bagley (1985), propusieron que la
capacidad arilante de estos derivados electrofilicos del clomifeno
deberia evaluarse con respecto a su papel para inducir cancer
mamario en ratas (Ruenitz et al. 1987).

El uso de diferentes estimuladores de los citocromos P450 (CYP),
ha sido de gran utilidad para evaluar la activacién metabolica de
diferentes compuestos genotoxicos tales como hidrocarburos aro-
maticos policiclicos, aminas heterociclicas, N-nitrosaminas y
compuestos nitroaromaticos. Por ello es importante la caracte-
rizacion de compuestos que modulan la expresion de CYP. Por
ejemplo, se ha reportado que el ciclohexanol promueve la acti-

vidad de CYP 2B1/B2 y de CYP 2E1, mientras que la
estreptozotocina (STZ) hace lo mismo con el CYP 2E1 (Espino-
sa-Aguirre et al. 1993, 1997). Por otro lado, el fenobarbital (FB)
induce especialmente los citocromos de la subfamilia CYP2B:
2B1y 2B2, mejorando la respuesta mutagénica de algunos com-
puestos como la ciclofosfamida (Black et al. 1989). El tratamiento
de roedores con FB, solo 0 en combinacidn con otros compues-
tos, ha sido posiblemente el mas recomendado después del uso
dearoclor 1254 (Callander at al. 1995). El 3-metilcolantreno (3MC)
induce a los dos miembros de la subfamilia 1A. Con base en
estos resultados, Mirvish et al. (1995), reportaron que los
citocromos de la familia 2B son los responsables del 50 % de la
activacion de la metil-N-amil-nitrosamina. En el caso de la
hidroxilaciéon de la cadena lateral de las N-nitroso dialquil-
nitrosaminas, se ha determinado que estan involucrados tam-
bién los citocromos CYP2EL, CYP3A4 v CYP2C (Bellec et al.
1997). El estudio de la sobreexposicion del gen de CYPIAI ha
sido de gran interés, demostrandose_que puede ser polimoérfico
va que uno de sus alelos se encuentra fuertemente asociado a
casos de cancer pulmonar (Zhang et al. 1996). En este trabajo, se
empled la fraccién S9 obtenida de animales tratados con diferen-
tes inductores de CYP y se exploraron los mecanismos
enzimaticos responsables de la activacion del citrato de clomifeno,
promutageno capaz de inducir mutaciones por corrimiento en la
lectura del mensaje en S. typhimurium.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y cepas

El fosfato de nicotinamina adenina dinucleétido (NADP), la
glucosa-6-fosfato (G6P), el 2-aminoantraceno (2AA), el 2-
aminofluoreno (2AF), la estreptozotonina (STZ), el fenobarbital
(FB) y el 3-metilcolantreno, fueron adquiridos de Sigma Chemical
Co. (St. Luis MO, EUA). El homogeneizado de higado de rata
tratada con aroclor 1254, fue adquirido de Molecular Toxicology
Inc. El citrato de clomifeno quimicamente puro fue donado por
los Laboratorios Le Petit de México S.A. La cepa de S.
typhimurium TA98 fue donada por el Dr. Bruce Ames de la
Universidad de Berkley California, EUA.

Tratamiento de los animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con pesos entre
200y 250 g; cada grupo de tratamiento consistio en tres anima-
les. El primer grupo fue tratado con 3-metilcolantreno (15 mg/ml
en aceite de maiz) por via intraperitoneal a dosis de 25 mg/kg/
dia durante cuatro dias. Al segundo grupo se le suministro
fenobarbital en el agua de bebida (1mg/ml) a libre demanda por
cinco dias. Un tercer grupo de animales fue tratado con
estreptozotocina suspendida en aceite de maiz a dosis de 40
mg/kg/dia por tres dias, via intraperitoneal. Se incluyeron gru-
pos de ratas testigos inoculados intraperitonealmente con aceite
de maiz o que ingirieron agua ad /ibitum. Después del Gltimo
dia de tratamiento los animales fueron sacrificados por disloca-
cién cervical.
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Obtenci6n de la fraccion S9

Las fracciones S9 hepaticas se prepararon de acuerdo con el
procedimiento descrito por Marony Ames (1983). Los higados de
cada grupo de animales se procesaron conjuntamente, se corta-
ron en pedazos pequeiios previos a homogeneizarlos en una solu-
cion de KCI 250 mM (3 ml/g de higado humedo). La suspensién
resultante se centrifugd a 9000 g por 10 minutos y el sobrante fue
decantadoy distribuido en alicuotas de 2ml que fueron almacena-
das a -80 °C hasta su uso. El procedimiento descrito se llevo a
cabo a 4 °C y en condiciones de esterilidad.

Preparacion dela mezcla S9 para estudios de activacién metabolica
in vitro

La mezcla S9 para estudios de activacién metabélica in vitro
se prepard con NADP4 mM, G6P 5 mM, MgClL, 8 mM, KCL 33 mM,
en amortiguador de fosfatos 0.2 M a pH 7.4. Los diferentes
homogeneizados con fenobarbital, estreptozotocina, 3-
metilcolantreno o aroclor 1254, fueron adicionados a una concen-
tracion final de 4.0 %.

Ensayos de mutagénesis

Estos ensayos se realizaron con el método de preincubacion,
empleando la cepa TA98 segin lo sugerido por Maron y Ames
(1983), para mutigenos débiles. A 100 ul de un cultivo en fase
estacionaria en tubo de rosca estéril se le adicionaron 10 pl de las
soluciones de CC a probar en concentraciones de 16.2 a 1000 pg
por caja de Petri y 500 pl de 1a mezcla S9. Los tubos se incubaron
durante 60° a 37 °C. Posteriormente se adicionaron 2.0 ml de agar
suave al 0.6 % con histidina-biotina 0.5 mM, segtn las especifica-
ciones de Maron y Ames (1983). El contenido de los tubos se
vacié en cajas con medio minimo de Vogel Boner, se incubaron 48
horas a 37 °Cy se contaron las revertantes protétrofas a histidina.
Se consideré como resultado positivo cuando se duplicé por lo
menos el numero de colonias revertantes espontineas y ademas
se obtuvo una respuesta dependiente de la concentracién de CC.
Cada experimento se repitié cuando menos en cinco ocasiones.

Andlisis estadistico de los datos

El célculo de la potencia mutagénica se realizé empleando el
programa SALANAL (“Salmonella Assay Analysis™) Versién 1.0
desarrollado por la U.S. Environmental Protection Agency
(Research Triangle Park, NC, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla figura 1a se puede observar la respuesta mutagénica del
citrato de clomifeno en presencia de la mezcla S9 de animales
tratados con aroclor 1254. Estos resultados muestran que la acti-
vacion del CC para convertirse en un compuesto mutagénico €s
una reaccion de dxido-reduccion dependiente de NADP y posi-
blemente también de enzimas pertenecientes a la superfamilia de
CYP. Estas observaciones concuerdan con reportes anteriores en
donde se ha descrito que los principales metabolitos de este far-
maco son derivados hidroxilados en cualquiera de los anillos de

su molécula: 4-hidroxiclomifeno y 4'-hidroxiclomifeno (Ruenitz et
al. 1987), que pueden tener actividad mutagénica.

La mutagenicidad del CC dependiente de la presencia de la
mezcla S9 proveniente ya sea de animales expuestos a con STZ,
FB o 3MC, asi como de sus respectivos animales testigos, se
puede notar en las figuras 1b, 1c y 1d. Asimismo, la potencia
mutagénica calculada a partir de la porcion lineal de las curvas de
dosis-efecto obtenidas con cada uno de los inductores, se en-
cuentraen latablal

La figura 1b, muestra el estudio de mutagénesis con
homogeneizados de higado de ratas tratadas con STZ, inductor
de CYP2E1, comparada con la obtenida al usar el homogeneizado
hepético de animales testigo. En este ensayo, se muestra que la
participacion del CYP2E1 no mejora la respuesta mutagénica del
CC cuando éste fue activado con mezcla S9 proveniente de ratas
pretratadas con aroclor 1254. Asimismo, en los datos de la tabla I,
se puede observar que el homogeneizado del grupo testigo no es
capaz de activar al CC. Lo anterior concuerda con reportes previos
en los que se ha demostrado que el CYP2E1 actia sobre compues-
tos quimicos diferentes como es en el caso de algunas nitrosaminas
(Espinosa-Aguirre et al. 1997).

En la figura 1c se nota la mutagenicidad del CC en presencia

TABLA 1. POTENCIA MUTAGENICA DEL CC MEDIADA POR LA $9
HEPATICA PROVENIENTE DE ANIMALES TRATADOS
CON DIFERENTES INDUCTORES®

Inductor Grupo inducido Grupo testigo
AROCLOR 1254 0.85 0.12
STZ 0.73 0.17
FB 0.79 0.35
3MC 1.55 0.15

"Pendiente de la recta de dosis-efecto, calculada con el programa
SALANAL y expresada en niimero de revertantes/pg. El grupo testigo de
aroclor 1254 no contiene NADP y el grupo inducido correspondiente se
refiere a experimentos realizados en presencia de NADP. Cada valor
representa la media de resultados obtenidos en cinco experimentos inde-
pendientes

de higado de rata inducida con FB, inductor de los citocromos
CYP2B1/B2, asi como de higado de ratas testigo. El andlisis
matematico (tabla I) indica que la potencia mutagénica del CC
activado por S9 de FB, es similar a la obtenida con el activado
por la S9 de aroclor 1254. El FB es probablemente uno de los
inductores mas empleados en estudios de mutagénesis y se ha
sugerido como alternativa del uso de aroclor 1254 (Rodriguez-
Araiza et al. 1995, Xu y Pany 1995). Los resultados obtenidos
con FB sugieren que los citocromos de la subfamilia 2B partici-
pan en la conversiéon metabdlica del CC en un compuesto
mutagénico. Asi mismo, se muestra que los resultados reporta-
dos por otros autores, en los que se propone el fenobarbital
como una alternativa al uso del aroclor 1254, pueden ser aplica-
bles para el estudio de medicamentos con actividad mutagénica
moderada (Challender et al. 1995).
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Los datos logrados con la .S9 testigo asi como los inducidos
con 3-metilcolantreno se encuentran en la figura 1d. Es evidente
que la mutagenicidad del CC se puede apreciar mejor cuando es
activado por la S9 de 3-metilcolantreno en comparacion con la S9
testigo y aun con la obtenida de animales inducidos con aroclor
1254 (Tabla 1, Fig. 1d). De acuerdo con lo reportado por Mirvish
(1995), los citocromos de la familia 1A, se han detectado como
parcialmente responsables de la activacion de nitrosaminas y de
algunos hidrocarburos aromaticos como 2-aminoantraceno y
benzo(a)pireno. En efecto, la actividad carcinogénica de estos
compuestos se ha asociado al CYP1A1 (Hilali et al. 1993). Asi por
ejemplo, inhibidores de este citocromo y algunos extractos de
plantas se han empleado como antimutagenos y antitumorales
debido a su capacidad de inhibir al CYP1A1 o de inducir diferen-
tes familias de citocromos (Espinosa-Aguirre ef al. 1993, Wong et
al. 1993). Consecuentemente, estos datos sugieren que los
citocromos CYP1A1ly CYP1A2, tienen un papel importante en la
transformacion del citrato de clomifeno en un compuesto que puede
ser genotoxico (Arriaga-Alba et al. 1996). Las discrepancias de
efectos toxicos, teratogénicos y carcinogénicos producidos por
este farmaco en diferentes estudios, podrian estar influenciadas
por los niveles de citocromos CYP1Al y CYP2A2 y en menos
proporcién por CYP2B1y CYP2B2.
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