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RESUMEN 

La inducción de tumores por estradiol y sus esteres se describió poco antes de 

1930 por Lipschutz y Vargas en cobayos, desde ese momento, se han publicado 

múltiples artículos sobre la inducción tumoral por los estrógenos y se han 

desarrollado varios modelos tumorales en roedores. Pese a su potencial carcinógeno, 

los estrógenos se han considerado benéficos, en función de su gran variedad de 

efectos hormonales y por lo tanto terapéuticos. Sin embargo, en los últimos veinte 

años los estudios epidemiológicos han relacionado en repetidas ocasiones a éstos 

compuestos con el aumento de riesgo de tumores mamarios o uterinos asociados a 

estrógenos y sus metabolitos. 

En la parte preliminar del presente trabajo se cuantificó la bioacumulación en 

sangre y la posible liberación a través de orina y leche, del estradiol y/o de sus dos 

principales metabolitos (estrona y estriol); para ello se partió de evaluar las ventajas 

y desventajas entre la cromatografía de gases masas (CG/MS) y la cromatografía 

de líquidos (HPLC) en cuanto a su capacidad para detectar y cuantificar de 

manera simultánea y a bajas dosis a las tres hormonas en fluidos corporales 

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

Encontrándose, a la cromatografía de líquidos con más sensibilidad y 

especificidad, permitiendo identificar y cuantificar al mismo tiempo a cada una de 

las tres hormonas hasta la concentración de 0.01 ppm; observándose que solo en 

orina y no en la leche, existía una importante liberación de las tres hormonas; siendo 

la estrona la más importante por sus alta concentración, lo que evidencia, en 

tratamientos sucesivos una posible bioacumulación; por otra parte, se evaluó el 

efecto genotóxico de estos compuestos en dos bioensayos (habas y la mosca de 

la fruta), con dos pruebas genotóxicas en cada uno; encontrándose evidencias de 

daño a dosis bajas en ambos organismos en las cuatro pruebas evaluadas, siendo 

más significativo el efecto del estriol que del estradiol que es la hormona original, lo 

que significa que el principal mecanismo de acción 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. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1 Uso en la actividad ganadera 

La regulación de la actividad sexual está representada en el organismo por el 

sistema hipotálamo-hipófisis-ovárico. La interrelación entre estos componentes 

dirigentes se realiza a través de la vía 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 económico y social (Duarte, 1999). 

Los mecanismos y procesos que regulan la actividad sexual en humanos, así 

como en otros mamíferos domésticos, no están completamente aclarados, sin 

embargo, los resultados alcanzados en los trabajos experimentales clínicos, 

endocrinológicos, morfológicos e histomorfológicos, brindan una valiosa información 

que posibilita una concreta imaginación teórica sobre el dinamismo y mecanismo de 

los procesos de regulación durante el ciclo sexual, aplicables a la terapia de 

ciertos padecimientos humanos y al mejoramiento, así como para la sobre-

explotación de ciertos caracteres en la ganadería, entre otros (Duarte, 1999). 

Para el uso de hormonas en la ganadería contemporánea, es necesario 

entender la teoría de la regulación de las funciones sexuales, porque sólo desde 

éste punto de vista es posible dirigir y organizar concretamente la crianza, así como 

valorar y resolver con éxito las perturbaciones reproductivas del ganado, desde 

el punto de vista etiológico, terapéutico y profiláctico (Duarte, 1999). 

Las hormonas sexuales son segregadas por los órganos sexuales a través de 

un estimulo químico a partir del lóbulo anterior de la hipófisis, el cual es de 

naturaleza esteroidea; cabe mencionar que la estrona es la primera hormona de este 

tipo que fue aislada, desencadenándose a partir de este momento una gran cantidad 

de estudios relacionados con la síntesis e identificación de estas hormonas 

(Devore y Muñoz, 1985). 
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El colesterol un importante precursor de las cinco clases principales de 

hormonas esteroideas, como son el progestágeno, el estrógeno, el 

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

1.2 Esteroides y estrógenos 

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 están 

perfectamente establecidas, muchos esteroides son mensajeros químicos, los cuales 

se producen en un órgano 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 categorías: 

estrógenos (femeninos), andrógenos (masculinos) y progestinas (del embarazo) (Fox 

y Whitesell, 2000). 

Los estrógenos en particular, son una de las hormonas sexuales más 

importantes fisiológicamente hablando, en donde la palabra estrógeno se deriva del 

termino estro, que proveniente del griego oistro (tábano), el cual se refiere al estado 

de excitabilidad o respetabilidad sexual que presentan las hembras de diversas 

especies. Actualmente la palabra estrógeno se designa a cualquier grupo de 

compuestos que ocasionan la feminización, en los caracteres sexuales primarios y 

secundarios. Se han aislado tres tipos de estrógenos en los tejidos ováricos 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 secreción ovárica y es la más 

potente de las tres, es el primer estrógeno producido por los ovarios, y en 

condiciones terapéuticas las concentraciones máximas en plasma se alcanzan 

entre 4 y 6 h en humanos después de la ingesta, recuperándose los niveles previos 

2 ó 3 días después de la suspensión del tratamiento. Las otras dos hormonas son 
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productos metabólicos de éste y se producen a través de la 

conjugación

 

La estrona se produce por oxidación del estradiol antes de ser excretada en la 

orina, se considera un estrógeno débil, el cual es extremadamente abundante 

durante la menopausia. 

El estriol se produce principalmente en el hígado, a partir del estradiol y de la 

estrona, aumentando su concentración de manera significativa durante el 

embarazo y el parto. Se eliminan a través de bilis y orina; su medición en orina, 

es un índice indirecto para conocer la producción de estrógenos 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 vías urinarias, 

el 10% por la bilis y de manera muy limitada cerca del 1% por leche (Fox y 

Whitesell, 2000). 

El estradiol es la fracción estrogénica activa fisiológicamente más importante 

en los rumiantes. Es producido por el folículo ovárico en la hembra, siguiendo un 

patrón cíclico y provocando los cambios de conducta observados durante el estro, en 

el macho es producido en pequeñas cantidades por las glándulas adrenales (Internet 

1 y 2). 

Los estrógenos en general parecen actuar a través de diversas hormonas que 

controlan el metabolismo de la energía. Después del tratamiento de rumiantes 
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con estrógenos, se elevan las concentraciones plasmáticas de insulina y de la 

hormona del crecimiento. Esto resulta en aumento de la síntesis de proteína 

muscular, lo que se evidencia por un incremento de la captación de aminoácidos. 

Por tanto, los efectos de los estrógenos no serían directos sobre la célula muscular, 

sino mediados a través principalmente de la hormona del crecimiento, resultando en 

un balance nitrogenado positivo, aumento acumulación de proteínas, además de 

una mayor retención de calcio y fósforo (Internet 2). 

El efecto neto de todos los esteroides es incrementar la ganancia de proteínas, 

acumulación que se produce en las células musculares. Esto determina un aumento 

de la ganancia diaria de peso, de la eficiencia en la conversión alimenticia y en 

la proporción 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 últimos. Se observa lo mismo en los 

animales jóvenes con respecto a los viejos. Los estrógenos son más efectivos en los 

machos enteros, mientras que los animales castrados requieren una combinación 

de estrógenos y andrógenos para que se evidencien los efectos máximos (Internet 

2). 

Los estrógenos son absorbidos por todas las vías, debido a su liposolubilidad, 

son metabolizados principalmente en el hígado donde son conjugados para su 

excreción final, existiendo una intensa circulación enterohepática, lo que hace que 

sólo una fracción de lo administrado por la vía oral sea efectivamente distribuido en 

el resto del organismo. El estradiol exógeno no difiere en absoluto del producido por 

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

Los estrógenos han sido clasificados como carcinógenos epigenotóxicos, en 

función de su incapacidad de producir mutaciones en bacterias y mamíferos, así 

como a su asociación con múltiples evidencias con la inducción de ciertos tipos de 

proceso cancerígenos (Liehr, 2000). 

El mecanismo de acción de un agente epigenotóxico según Li y su 

colaboradores, se refiere a que el  agente químico que no participa en  

interacciones directas (covalentes) con el material genético pero que, sin 
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embargo, es capaz de suscitar variaciones heredables por mecanismos 

alternativos (Liehr, 2000). 

La inducción de tumores por estradiol y sus esteres se describió a finales de los 

años treinta por Lipschutz y Vargas en cobayos y por Gardner a principios de los años 

cuarenta en ratones. Desde ese momento, se han publicado varios artículos sobre la 

inducción tumoral por los estrógenos y se han desarrollado múltiples modelos 

tumorales en roedores (IARC, 1999). Por el contrario, la potencialidad carcinógena 

de las medicaciones que contienen estrógenos en seres humanos no se ha 

reconocido durante años. En general, los estrógenos se han considerado 

benéficos, en función de su gran variedad de efectos hormonales y por lo tanto 

terapéuticos. Sin embargo en los últimos veinte años, en los estudios 

epidemiológicos han relacionado en repetidas ocasiones a los estrógenos y sus 

metabolitos con el aumento de riesgo de tumores mamarios o uterinos (Liehr, 

2000), debido a lo cual se hace necesario realizar más estudios que 

complemente el conocimiento acerca de los efectos biológicos de los estrógenos 

y sus metabolitos. 

Los estudios genotóxicos 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, además de que en 

estudios recientes se ha encontrado que el 4-hidroxiestradiol es nueve veces más 

carcinógeno que el estradiol, mientras que el 2-hidroxiestradiol es casi tan 

carcinógeno como el estradiol (Liehr, 2000). 

La 2-hidroxilación de los estrógenos es la principal oxidación metabólica de las 

hormonas estrogénicas, en la mayoría de las especies de mamíferos, ocurre en el 

hígado, está catalizada por enzimas del citocromo P450 3A; mientras que las 

enzimas del citocromo P4501A actúan a nivel extrahepático y de manera particular 

también se ha encontrado que la enzima P450 1B es especifica para esta función 

a nivel de glándulas mamarias, ovario y útero (Martucci, 1993). 
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Las hidroxilasas del citocromo P450 3A y 1A convierten a los estrógenos 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 estrógenos en la 4-

hidroxiestradiol, reportándose a ésta ultima, en algunos sistemas tan o más 

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

Los datos reportados por Liehr en el 2000 (Tabla I), demuestran que la 

hormona natural β-estradiol (E2) es carcinógeno en seres humanos y animales, que 

produce múltiples alteraciones al ADN en condiciones in vitro; además produce 
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una baja frecuencia de mutaciones génicas, demostrándose que sus metabolitos 

también originan múltiples alteraciones a la molécula del ADN después de haber 

sido metabolizados a intermedios reactivos quinónicos (Cavaliery et al., 2000; Lierh, 

2000, Thompson, 2000; Yager, 2000). 
 
 
 
 

 

Las quinonas de los estrógenos, la 4-hidroxiestrádiol y la 4-hidroxiestrona 

pueden reaccionar con el ADN induciendo sitios apurinicos mediante la formación de 

metabolitos electrofílicos, además de que varios tipos de daños indirectos 

pueden ocurrir al ADN, mediante la síntesis de aldehídos reactivos derivados 

de la hiperoxidación de lípidos (Tabla I y Fig. 2) (Cavaliery et al., 2000). 
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1.3 Cinética de los contaminantes ambientales 

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

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

sintéticas ampliamente distribuidas en el medio, que se comportan como 

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

podría activar los mismos genes asociados a éstos, e incluso inducir su síntesis. El 

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

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

función normal de muchos órganos, incluyendo el pecho, hueso, hígado, los órganos 

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

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

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

de daños en el ecosistema como son: 



14 

• Disfunción de la tiroides en aves y peces. 

• Fertilidad disminuida en aves, peces, crustáceos y mamíferos. 

• Deformidades congénitas en aves, tortugas y peces. 

• Feminización y masculinización en aves, peces y mamíferos. 

(World Resources Institute, 1995). 

La movilidad y la acumulación de sustancias en el ambiente aumentan la 

probabilidad de exposición del ser humano durante algún periodo de su vida 

incluyendo la gestación, ya sea de manera directa o indirecta, o a través de 

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

La movilidad de los residuos tóxicos de un sistema biológico a otro, a través del 

ambiente depende de su emisión, sus propiedades físicas y químicas, así como de 

factores ambientales a los que esté expuesto, los cuales se verán reflejados de 

manera secundaria en su acumulación, persistencia y/o degradación, 

denominándose a este proceso "Cinética de los contaminantes en el ambiente" 

(Vega, 1985). 
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De igual forma que en el ambiente, los agentes químicos se pueden mover a 

través de una cadena trófica o simplemente de un órgano o tejido a otro 

(Toxicodinámica), en donde al agente exógeno, penetra alguna de la barreras 

biológicas de manera natural y/o artificial; y una vez adentro de un organismo (Fig.5), 

puede seguir varias opciones dependido de sus propiedades físicas y químicas; 

como por ejemplo moverse, acumularse, biotransformarse, ejercer algún efecto 

biológico en algún órgano o tejido, o simplemente salir del organismo por 

mecanismos de excreción; pudiendo ser expulsado como tal o como uno de sus 

metabolitos (Vega, 1985). 

La valoración de la presencia y concentración de los agentes contaminantes 

en el ambiente y/o dentro de un organismo es a través de técnicas de química 

analítica, éstas son herramientas básicas en estudios de toxicología y 

ecotoxicología, donde se requiere de técnicas especializadas que permitan la 
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identificación, cuantificación y caracterización de los compuestos a evaluar (Vega, 

1985) 

 

1.4 Técnicas analíticas para la detección de contaminantes 
ambientales: 

Actualmente se han desarrollado varios métodos analíticos de alta sensibilidad 

para detectar y cuantificar en el ambiente la presencia de sustancias potencialmente 

tóxicas, en donde los resultados de estos han sobrepasado la capacidad para 

determinar el significado toxicológico, genético y/o evolutivo de la exposición corta o 

prolongada a estos agentes químicos (Vega, 1985). 

La cromatografía es la técnica analítica más ampliamente utilizada y se puede 

definir como un método físico de separación en el cual los componentes se 

distribuyen entre dos fases. Los procesos cromatográficos 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, alcanzándose la 

separación gracias a las diferencias en los coeficientes de distribución 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 móvil puede ser gaseosa o liquida (Yost et al., 1980). 

Las técnicas cromatográficas modernas se valen de la diferencia de 

solubilidad de las distintas moléculas en una fase móvil en relación con una fase 

estacionaría. En la cromatografía de gases la fase móvil es un gas acarreador (un 

gas inerte como el Argón) y la fase estacionaria puede ser un sólido o bien sólido 

recubierto con un liquido no volátil, en la cromatografía de líquidos la fase móvil 

(eluyente) es un líquido, que puede ser elegido entre una diversidad de disolventes 

acuosos y orgánicos, y la fase estacionaria es un sólido compuesto de partículas 

pequeñas en torno a las cuales fluye el liquido. Las diferencia de fuerzas de 

interacción de los diversos componentes de la mezcla con la fase estacionaría son 

un factor importante en todas las técnicas cromatográficas. Por consiguiente, es 

importante que la fase estacionaría tenga un área superficial tan grande como sea 

posible. Cuanto más pequeño es el tamaño de las partículas, mayor es el área 

superficial; por esta razón es frecuente el uso de partículas muy finas de un sólido 

para las separaciones más difíciles (Fox y Whitesell, 2000). 

En particular, en la cromatografía de gases se pueden separar los 

compuestos de una mezcla en estado gaseoso, haciéndolos pasar sobre una fase 

estacionaria sólida-liquida. La separación se debe a las interacciones de los 

componentes de la muestra con la fase estacionaria. Aunque las separaciones en 

fase gaseosa fueron descritas a comienzos del siglo XX, el verdadero potencial 

de la cromatografía de gases no se develó hasta 1952. Desde entonces, esta 

técnica se ha perfeccionado hasta el punto de aplicarse actualmente a casi todas 

las áreas de las ciencias físicas y químicas. Tiene varias ventajas, tales como 

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

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

En cuanto a la cromatografía de líquidos, se utiliza con una fase estacionaria 

sencilla de albúmina o gel de sílice, en forma de suspensión en una columna de 

vidrio, en la parte superior se aplica la mezcla a separar y una fase móvil o 

eluyente, se permite que fluya; si no es bueno el grado de separación o resolución 

entre las bandas, y por lo tanto de los componentes de la mezcla, éste se puede 

resolver, a través de una cromatografía de líquidos de alto rendimiento, que 

también se conoce como la cromatografía de líquidos de alta presión (HPLC), en 

el cual la fase móvil se impulsa por una columna sellada por medio de una bomba 

mecánica, lo que permite emplear partículas más pequeñas y una mejor separación 

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

La determinación del estradiol y de sus dos principales metabolitos, la estrona 

y el estriol está calibrada y aceptada por la Agencia de Protección Ambiental de 

los Estados Unidos (EPA) a través del método 1625 (Fig. 6) 
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1.5 Determinación de la calidad ambiental a través del 
impacto biológico 

La actual decadencia de la calidad ambiental aunado al sin número de 

compuestos y mezclas a las que están expuesto todos los sistemas biológicos del 

planeta, crea la necesidad de determinar el impacto biológico en los diferentes 

niveles que se pueden presentar, como el reproductor, tóxico, genético y 

evolutivo, entre otros (Sienra, 2001). 

Con base en lo anterior el papel de la ecotoxicología no se limita a la 

identificación del agente contaminante, sino además a la correlación 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 detección de posibles biomonitores in situ en áreas contaminadas 

(organismos sensibles en el área de estudio), que permitan detectar y ubicar fuentes 

de contaminación de una manera sencilla y práctica, son una de las principales 

herramientas de la ecotoxicología; para determinar el potencial riesgo a la exposición 

a ciertos agentes químicos de una manera confiable, se requiere corroborar los 

estudios ecotóxicologicos en campo con estudios genotóxicos en laboratorio con 

organismos específicos, denominados bioensayos para establecer una relación 

entre la calidad ambiental y el efecto biológico (Butterworth et al., 2000; Sienra, 

2001). 

En la actualidad la rama de la toxicología que evalúa el efecto de agentes 

químicos y físicos a nivel genético, es la genética toxicológica, la cual se encarga de 

detectar daño en células germinales, somáticas e incluso durante el desarrollo 

embrionario (mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis); así como determinar 

el efecto biológico de más 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 evaluación de dichos efectos 
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es mediante el uso de bioensayos que nos dan información acerca de los 

mecanismos de acción y su peligrosidad en términos de inducción de daño 

genotóxico, y nos permiten tomar decisiones en cuanto a su uso, producción y 

eliminación (reglamentación) (Reyes y Almeida, 1992; Butterworth et al., 2000). 

1.6 Bioensayos para la evaluación del potencial genotóxico 

El uso de organismos (bioensayos) en condiciones controladas in vivo e in vitro 

ofrece múltiples ventajas en estudios de toxicología y en especifico en el área de la 

toxicología genética; estos organismos van desde los más simples hasta los más 

cercanos en la escala evolutiva al ser humano, incluyendo el cultivo de tejidos 

humanos; pasado por diferentes niveles, y están enfocados a tratar de explicar los 

mecanismos de interacción que hay entre el ser humano y los miles de compuestos 

químicos que existen actualmente en el ambiente (Gaytán, 1993). 

a) Vicia faba (haba) 

Ha existido un creciente interés en el  uso de sistemas vegetales para 

la identificación de agentes físicos y químicos con potencial mutagénico. En 1978, el 

taller organizado por el Instituto Nacional de Ciencias Ambientales y de la Salud de 

EUA, revisó la utilidad de diversas plantas para la detección del daño genético 

inducido por agentes mutagénicos ambientales (de Serres 1992). En estos 

organismos es posible observar un espectro amplio de alteraciones genéticas 

que incluyen mutaciones génicas y aberraciones cromosómicas. Además, tienen 

gran diversidad de aplicaciones en el estudio del ambiente, como \a determinación 

de materiales mutagénicos de desecho provenientes de industrias que los 

descargan en arroyos y ríos (Villalobos-Pietrini et al., 1994, Gómez-Arroyo y 

Villalobos-Pietrini, 1994), así como de contaminantes atmosféricos en medios 

rurales y urbanos. Los vegetales no sólo 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 están restringidas al laboratorio y son empleadas también en el campo 

como biomonitores (de Serres 1992), es de mencionarse que la evaluación 

ambiental con plantas, económica, son organismos de fácil manejo y se pueden 

utilizarse para el monitoreo de mutágenos ambientales tanto de tipo físico 

(radiaciones ionizantes) como químico (metales, disolventes, plaguicidas, etc.) 

(Valencia-Quintana et al., 1993, Villalobos-Pietrini et al., 1993). 

En contraste con las más 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 

turbagénico (provoca alteraciones del huso tales como C-mitosis). Idealmente las 

plantas que tienen una cantidad baja de cromosomas, de buen tamaño, lo que las 

hace ideales para el análisis microscópico y por consiguiente para el estudio de 

aberraciones cromosómicas (Fig. 7). 

 

Después de los tratamientos con un agente clastogénico, se puede observar 

rupturas e intercambios en los cromosomas, que puedan involucrar aberraciones 

subcromatídicas, cromatídicas o cromosómicas. Los estados celulares de metafase 

y/o anafase son los más frecuentemente utilizados para el análisis de las 

aberraciones inducidas. 
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• Las que aparecen en metafase pueden usarse para el análisis 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 rápido para estimar el daño cromosómico y 

proporcionan datos sobre la formación de cromosomas con el centrómero 

inactivado y de anafases multipolares, que no aporta la observación de las 

metafases (Gómez-Arroyo y Villalobos-Pietrini 1985, Gómez-Arroyo et al., 

1983, 1986, Gómez-Arroyo y Villalobos-Pietrini, 1994). 

Es muy común que las investigaciones sobre los efectos mutagénicos de 

agentes químicos se lleven a cabo con el haba (Vicia faba) más que con cualquier 

otra especie, debido a que sus cromosomas grandes, y por lo tanto ideales para 

la observación de los efectos de radiaciones y agentes químicos; aunado a que 

éste bioensayo ha presentado buena correlación con bacterias y mamíferos en 

cuanto a la detección de daño genético inducido (de Kergommeaux et al., 1983). 

Su cariotipo está constituido por seis pares de cromosomas que son 

designados de acuerdo con la posición del centrómero, como metacéntricos (con el 

centrómero 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 centrómero en posición subterminal). 

Para los análisis de las aberraciones cromosómicas, es importante establecer la 

sensibilidad de las diversas etapas del ciclo celular y determinar el comportamiento 

de los agentes físicos y químicos, ya que siguiendo lo propuesto por Kihlman (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 máxima está entre las 4 y las 10 horas, su expresión es 

independiente de la síntesis de ADN y a los agentes que producen este tipo de 

efecto se les conoce como S- independientes, ya que si la aberración se provoca 

en profase es subcromatídica y la unidad de rompimiento es la media cromátida, en 
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S y en G2 es cromatídica siendo su origen la cromátida y en G1 cromosómica, 

cuando el cromosoma es la unidad. A este grupo pertenecen los rayos X, los 

antibióticos 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 

período del ciclo celular pero su manifestación requiere de la síntesis de ADN y 

siempre son de tipo cromatídico, a los agentes que actúan de esta manera se les 

considera como S-dependientes, como por ejemplo los alquilantes, la radiación 

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 más sensibles y de amplio rango en la detección de daño genético 

inducido, permitiendo detectar efectos a nivel somático (carcinogénesis), germinal 

(mutagénesis) y/o a lo largo del desarrollo embrionario (teratogénesis), además de 

poder detectar cambios desde una sola base nitrogenada, hasta grandes 

aberraciones cromosómicas, tanto numéricas como estructurales; Drosophila, 

posee un paquete enzimático semejante al del hígado de mamíferos (Cit. P450) 

que le permite evaluar efectos genotóxicos directos e indirectos en sistemas in vivo, 

y además recientemente se está utilizando como un biomonitor de contaminantes 

ambientales in situ (Hernández, 1993). 

Una de las pruebas más recientes que se han implementado con este 

organismo para la caracterización de promutágenos y mutágenos, tanto de acción 

directa como indirecta es la prueba de "Mutación y Recombinación Somática 

(SMART)", la cual es una de las pocas pruebas somáticas in vivo, que no utilizan 

mamíferos, y que se pueden correlacionar con procesos carcinogénicos y 

recombinogénicos (Hernández, 1993). 
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La prueba de SMART se basa en la presencia de discos imágales en la larva 

de Drosophila los cuales son conjuntos de células indiferenciadas que se están 

dividiendo en la etapa larva y a través de la metamorfosis dan lugar a estructuras 

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

 

Las células dañadas heredan su alteración a las células hijas y dependiendo del 

número de divisiones es el tamaño de paquete de células con información alterada, 

el cual se le denomina clon celular y cuando expresan se ven como una mancha 

o paquete de células con otro fenotipo que las demás (Fig. 9). 

Para que el clon celular sea evidente en el fenotipo se utilizan marcadores 

genéticos fáciles de identificar y se produce a través de cruzas especificas 

organismos heterocigóticos, que porten una información recesiva, la cual no se 

expresara a menos de que exista un daño genético (Gaytán, 1993).
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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 
transheterocigóticas: 

mwh (3- 0.0) fenotipo múltiples pelos en ala 

flr3/TM3 (3- 38.8) fenotipo flama y un balanceador TM3 que se requiere para el 

mantenimiento de la línea (Gaytán, 1993) 

Se cruza macho mwh con hembras flr3, TM3 y se obtiene larvas 

transheterocigóticas mwh + /flr3 +, y se evalúan en el ala los fenotipos flr3 y mwh por 

separado como manchas sencillas y juntos como manchas dobles (Fig. 10).
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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 heterocigóticas (w / w+) evaluando solo manchas blancas sobre un contexto 

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

 

Con los dos bioensayos y con base en lo antes mencionado se pueden realizar 

estudios que complementen el conocimiento acerca de los efectos biológicos de los 

estrógenos y sus metabolitos, y determinar su vida media y cinética en el ambiente, 

además de las intrincadas formas de exposición a las cuales puede estar sujeto el 

ser humano. 
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2. OBJETIVOS 

2.1   Objetivo General: 

Evaluación ecotoxicológica 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 cromatografía que permita detectar y 

cuantificar simultáneamente al estradiol y a sus dos principales 

metabolitos (estriol y estrona). 

2. Evaluar la posible liberación al ambiente del estradiol y de sus dos 

principales metabolitos (estriol y estrona), mediante la técnica de 

cromatografía elegida, determinando la presencia y concentración de cada 

hormona en sangre, leche y orina. 

3. Determinar la capacidad genotóxica del estradiol y de sus dos 

principales metabolitos (estriol y estrona) en un bioensayo vegetal, a través 

del análisis de alteraciones anafásicas y micronúcleos en haba (Vicia faba) 

4. Determinar la capacidad genotóxica del estradiol y de sus dos 

principales metabolitos (estriol y estrona) en un bioensayo animal, a 

través de la Prueba de Mutación y Recombinación Somática (SMART) en 

ojos y alas de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) 
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

3.1   Análisis Químico: 

Para la valoración de los compuestos químicos en los diferentes substratos, se 

analizó primero la sensibilidad de las cromatografías de líquidos y de gases 

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

Ambiente (EPA) de los Estados Unidos. 

Para calibrar ambas cromatografías se utilizó estradiol y sus dos principales 

metabolitos (estrona y estriol) en grado reactivo, I3> Estradiol (E8875), Estriol (E1253) 

y Estrona (E9750) de marca Sigma- Aldrich. 

Las condiciones experimentales en las que se montó la cromatografía de gases 

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

2003), las cuales son: 

Técnica:                                                    GC/MS 

Software:                                                    6.1.2.0.1:D19 

Instrumento:                                             Serie 2000 Perkin Elmer 

Columna:                                                  Capilar CO-SIL 5, 25m x 0.25mm 

Flujo:                                                        1ml/min. 

Inyector de temperatura:                         280° C. 

Modo y volumen de Inyección:                Manual /1.0 µl 

Tiempo:                                                    15 min. 

Línea de transferencia:                           300° C. 

Programa de calentamiento:                 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. 
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Las condiciones experimentales en las que se montó la cromatografía de 

líquidos HPLC, de igual forma fueron las recomendadas por el proveedor (aplicación 

Variant 1487-2003): 

Técnica:                                                    HPLC 

Columna:                                                  Intersil % ODS-3 

Fase móvil:                                               Acetonitrilo/ agua (50-50) 

Flujo:                                                        1ml/min. 

Temperatura:                                            40° C. 

Detector:                                                   UV-detector, λ = 220 nm. 

Modo y volumen de Inyección:               Manual /10 µl 

Tiempo:                                                     15 min. 

3. 2 Selección de animales y dosificación 

a) Selección de animales 

Los organismos experimentales se seleccionaron del "Rancho Universitario" 

de la Universidad Autónoma 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 lácteos (Fig.12). 
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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 mínimo de 70 días, 

permitiendo que ocurra la desintoxificación completa (Fig.13). 

 
■ 

b) Tratamiento en vacas 

La presentación 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 vía intravenosa por cinco días (Lawrence, 1999 ) (Fig. 14). 
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Con base en lo anterior se diseñaron dos tratamiento consecutivos de cinco días 

de cada uno, con cinco días de recuperación entre el primer y segundo tratamiento, 

y cinco días al final; con el objetivo de evaluar como aumenta y disminuye la 

concentración de la hormona y de sus metabolitos en sangre, orina y leche durante 

el tratamiento y su recuperación toxicodinámica. 

El objetivo del segundo tratamiento con su respectiva recuperación 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 básales después del 

primer tratamiento. 

El muestreo de sangre, orina y leche se inició antes del primer tratamiento, lo 

que se denomino tiempo cero (To) y se tomó como testigo negativo, el cual permitió 

conocer los niveles básales del estradiol y sus metabolitos para poder determinar 

si existe o 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 día cero durante los 20 días siguientes, que abarcan los dos tratamientos y sus 

respectivos periodos de recuperación (Fig. 15). 
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3.3 Técnicas de muestreo en sangre, leche y orina 

• Sangre: Se inmovilizó al animal, posteriormente se desinfectó la 

superficie de inyección con alcohol al 70% en la región cervical sobre la 

cánula de la yugular, se localizó la yugular mediante presión para provocar la 

dilatación de ésta, se colocó el vacutainer en posición de uso (sin perforar 

el tapón), se introdujo una aguja calibre 21 ó 22 en el interior de la vena y se 

vació la sangre por escurrimiento en un tubo de ensaye con heparina y se 

mantuvo en congelación a -20° C para su posterior análisis. 

Cada una de las muestras se preparó de acuerdo a una modificación 

de la técnica descrita (Britain et al. 1993) a través de una extracción 

clorofórmica (que separó la fase lipídica de la sangre en donde se encuentran 

las hormonas a evaluar), la cual consistió en: 

1) Se tomaron 3 mi de sangre que se colocaron en un tubo 

vacutainer con K3EDTA para evitar coagulación y posteriormente la sangre 

se congeló a -20° C para su transportación y análisis. 

2) Una vez en el laboratorio, se procedió a descongelar la sangre a 

20° C en baño María. 

3) Para la extracción clorofórmica se tomaron 2 mi de sangre y se le 

agregaron 4 mi de cloroformo grado reactivo en una proporción de 1:2, 

homogeneizándose con una pipeta Pasteur. 

4) Posteriormente se centrifugó a 1300 revoluciones por minuto (rpm) por 

5 minutos, separándose 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 separó con una pipeta Pasteur agregándole 2 ml 

de cloroformo y se repitió la centrifugación. Posteriormente, se eliminó el 

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

6) Se juntaron los dos sobrenadantes de cloroformo en un tubo de ensaye 

agregándose 0.5 g de sulfato de sodio para eliminar el exceso de agua y 

con una pipeta Pasteur se transfirió el cloroformo sin tocar el precipitado a 

un nuevo tubo. 

7) El cloroformo se dejó evaporar a sequedad para concentrarlo, a baño 

María a una temperatura máxima de 40°C. 

8) Una vez eliminado el cloroformo de la muestra, se restituyó con 1 ml 

de cloroformo o acetonitrilo HPLC y se derivatizó con bis-

Trimetilsililtrifluoroacetamida (BSFTA) con 1% de Trimetilclorosilano (TMCS) -

Cat Sigma t6381- como catalizador. 

• Leche: Se tomó el primer litro de la ordeña de cada uno de los 21 días de 

experimentación, los cuales se mantuvieron en congelación a -20° C para su 

posterior análisis. 

Cada una de las muestras de leche se calentó a no más de 40°C 

durante 15 minutos para inducir la separación de la fase lipídica (nata) en 

donde se encuentran las hormonas a evaluar; a ésta, se le realizó una 

extracción clorofórmica, de igual forma que a las muestras de sangre. 

• Orina: Se inmovilizó al animal, posteriormente se realizó una desinfección en 

zona vulvar mediante solución concentrada de yodo, y a través de 

estimulación manual se indujo orinar al animal, en el momento en el que se 

observó salida de orina se recolectó en frascos estériles debidamente 
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etiquetados y finalmente se mantuvo en congelación a -20° C para su 

transportación y posterior análisis. 

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

CNA (1989) y por Schánzer y Donike (1993), la cual consistió en: 

1. A 3 mi de orina, se le adicionaron 250 µl de solución 

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

2. La solución estándar con la orina se pasó a través de una 

pipeta Pasteur (230 x 7 mm), a la cual se le adicionó 20 mm de 

resina sintética Serdolit AD-2, la cual fue previamente 

enjuagada con 2 ml de agua desionizada. 

3. Se eluyó la muestra con 2 mi de metanol y se evaporó hasta 

que sequedad. 

4. El residuo se disolvió en 1 mi de solución amortiguadora de 

fosfatos de sodio 0.2 M a pH 7 con 25 µl de Beta-

glucoronidasa de Escherichia coli., y esta mezcla se incubó por 

una hora a 55° C. 

5. El producto hidrolizado fue colectado a temperatura ambiente y 

se le adicionó 250 µl de solución de carbonato de potasio al 

7% entre pH 9 y 10. 

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

secador mecánico por 5 minutos. 

7. La fase orgánica se centrifugó al vacío a 1500 rpm por 5 

minutos. 
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8. El residuo seco se derivatizó por 30 minutos a 60° C con 

50µl de MSTFA /NH4 / ditioeritritol en una proporción 

(1000:2:4 v/p/p) y finalmente se restituyó a 3 ml con 

cloroformo HPCL. 

Tanto en sangre, leche y orina se realizó una curva de calibración 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 concentración 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 elaboró una curva de toxicidad con al menos tres 

concentraciones para determinar dosis subtóxicas. 

• En Vicia faba se medió la citotóxicidad, para determinar, si a través 

de la toxicidad se encubre un efecto genotóxico, esta se estableció a 

través de un análisis del índice mitótico (IM), el cual consiste en un 

tratamiento corto de 4 horas de exposición y 2 de recuperación, 

evaluándose el número de células en división para detectar el daño 

fisiológico provocado por agentes xenobióticos que pueda encubrir los 

efectos genotóxicos a través de la inhibición de la división celular. 

El índice mitótico se calcula a partir de la siguiente fórmula: 

IM = Número de células en división / número de células totales 

Dicho tratamiento contempla un testigo negativo de solución 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 análisis estadístico es a través de la prueba de 

diferencia de proporciones (Valencia, 1992). 

• En el caso de la mosca de la fruta, se determinó la toxicidad a través 

del "índice de sobrevivencia", el cual se identifica con el porcentaje de 

individuos sobrevivientes a las 24 horas por concentración de 

compuesto. Este último se realizó 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 proporcionó palatabilidad a la solución (un sabor 

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

Las larvas se obtuvieron a partir de un cultivo con gradiente de glucosa 

al 60%, lo que provoca que éstas floten y por decantación se puedan 

atrapar con un embudo y una malla fina. 

El índice de sobrevivencia, mencionado anteriormente, permite 

establecer la concentración letal (CL) la cual está determinada por: 

CL = Número de sobrevivientes/ Número de individuos tratados 

3.5 Potencial genotóxico en Haba (Vicia faba). 

Se identificó alteraciones anafásicas y micronúcleos en interfase de células del 

meristemo apical de la raíz del haba previamente tratadas, valorando principalmente 

la actividad clastogénica, estandarizándose la capacidad de detección inicial con el 

compuesto puro (estradiol) y sus metabolitos (estrona y estriol) a dosis subtóxicas. 
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a) Germinación 

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 

algodón humedecido y se mantienen en oscuridad nuevamente a 21 °C 

hasta que aparecen las radículas, en ese momento se quita la testa 

para evitar la contaminación por hongos. Cuando las raíces alcanzan 

de 4 a 5 cm de longitud se separan en lotes de 5 a 6 plántulas (Fig. 

16). 

 

b) Tratamiento 

El criterio para seleccionar la concentración de 10 ppm para ser 

evaluado su efecto genotóxico independientemente de sus citotóxicidad 

se sustentó en un índice de comparación con el otro bioensayo 

experimental en valoración simultánea. Para determinar la inducción de 

aberraciones cromosómicas en anafase y micronúcleos en interfase se 

montaron los siguientes experimentos (Fig. 14): 

• El primero consistió en 1 hora de tratamiento sin 

recuperación para verificar si hay efecto en la profase, el cual se 

manifiesta en anafase como aberraciones subcromatídicas y únicamente 

se origina por un agente S-independiente (efecto no retardado). 
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• El segundo consistió en 4 horas de tratamiento y dos de 

recuperación para evaluar el daño provocado en G2, el cual se expresa 

como aberraciones cromatídicas y solamente son inducidas por agentes 

S-independientes. 

• El tercer experimento consistió de un tratamiento de 4 horas 

con 14 de recuperación para evaluar el daño inducido en G1, el cual se 

manifiesta como una aberración cromosómica (se produce por agentes 

S-independientes) o cromatídica (se induce por un agente S 

dependiente). 

• El cuarto experimento consistió de un tratamiento de 4 horas y 

44 de recuperación, el cual permitió evaluar el daño inducido en G2 

por un agente S-dependiente, el cual se expresa como 

aberración cromatídica. 

En todos los experimentos las raíces 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 solución salina 

al 5% (Fig.17). Se obtuvo un total de 30 lotes experimentales, los cuales 

se mantuvieron con aireación constante a 20°C en oscuridad absoluta, 

para favorecer la división celular (Gómez-Arroyo y Villalobos-Pietríni 

1994). 
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c) Fijación 

Tanto a las raíces tratadas con las hormonas como a los testigos, 

se les cortaron 2 mm de la punta (meristemo apical), se fijaron en 

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

envueltos con papel aluminio por 24 horas. 

d) Tinción 

Se colocaron los meristemos en etanol al 70% durante 15 minutos. 

Se hidrolizaron con ácido clorhídrico 5 N a 28°C durante 25 minutos con 

agitación continua. Posteriormente, se decantó el excedente del ácido y 

se lavaron los meristemos 3 veces con agua destilada. A partir de aquí 

se inició la tinción. Se colocaron los meristemos en portaobjetos 

excavados, se agregó reactivo de Schiff dejando 15 minutos en 

oscuridad, después se transfirieron a portaobjetos planos etiquetados, 

se agregó ácido acético al 45% y sobre el cubreobjetos se realizó el 

aplastamiento en monocapa denominado "squash". 

e) Análisis microscópico 

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

preparaciones para realizar el análisis ciego. 
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Para la determinación del índice mitótico se cuantificaron al menos 

1000 células, registrándose tanto aquellas que se encuentran en cada 

una de las etapas de la mitosis como en interfase. 

Para el registro de alteraciones cromosómicas Se realizó con un 

aumento de 400X revisando toda la laminilla y contando al menos 500 

células en anafase, así como registrando alteraciones tales como: 

fragmentos sencillos y dobles, puentes cromosómicos sencillos y dobles, 

cromosomas con el centrómero inactivado e isocromosomas. 

Para el análisis de micronúcleos, se determino la frecuencia de éstos, 

mediante su identificación en 1000 células en interfase, a través de la 

siguiente fórmula: 

fMN = nMN / (nMN + nCM) 

donde: 

fMN = frecuencia de micronúcleos en células meristemáticas 

nMN = número de micronúcleos en células meristemáticas 

nCM = número de células meristemáticas 

f) El análisis estadístico: 

Para las aberraciones cromosómicas se aplicó la prueba de 

diferencia de proporciones. 

Para la evaluación de micronúcleos, cuando tienen un 

comportamiento binomial se les aplica la prueba de ji-cuadrada (x2) 

para determinar la significatividad estadística (Fig. 18). 
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3.6 Potencial genotóxico en la mosca de la fruta (Drosophila 

melanogaster) 

Para esta fase experimental, se utilizó la prueba de mutación y recombinación 

somática (SMART) en moscas de la fruta (Drosophila melanogaster) en ojo y en ala 

de manera independiente. Para determinar el potencial genotóxico del estradiol y 

de sus dos principales metabolitos, se realiza a través de la frecuencia y tamaño del 

clones celulares; en el caso de ojo con fenotipo w (ojo color blanco) y en el caso de 

ala con fenotipos flr3 (pelos en el ala en forma de flama), mwh (múltiples pelos en 

el ala) o ambos (Gaytán, 1993). 

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

en ala, fue hembras (mwh / mwh) y machos (fllr3 / TM3 Ser). 

• En ambas cruzas, se obtuvieron larvas heterocigóticas a los 10 días 

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 subtóxicas (CL10, CL20 y 

CL50). 

• A partir de la concentración más genotóxica del estradiol en el primer 

tratamiento, se eligió ésta para exponer a las larvas con las tres 
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hormonas, para evaluar su efecto genotóxico de manera 

independiente, colateralmente se expuso un grupo a un testigo 

negativo concurrente con alcohol etílico al 5%, cuyo medio de cultivo 

no tenía ninguna de las hormonas (Gaytán, 1993). 

• Se permitió que las larvas antes mencionadas llegarán a la etapa de 

organismos adulto, y en éstos, se evalúo el efecto genotóxico: 

• En el caso de ojos, se evaluaron con un microscopio estereoscópico 

con un lente auxiliar 4X, sumergiendo a las moscas en un solución de 

alcohol etílico al 96% y glicerina en una proporción 2:1 para hacer más 

evidente los clones celulares de una o dos células y evitar reflejos, 

analizando como mínimo la superficie de 500 ojos por concentración. 

• En el caso de alas, se montó inicialmente en un porta objetos 20 pares 

de alas en solución Faüre, se prensan con un cubre objetos, se dejó 

por 48 horas, posteriormente se eliminó el exceso de solución Faüre y 

se analizó ambas superficies del ala con microscopio óptico a 4000x 

hasta completar como mínimo un total de 120 alas por concentración 

(Gaytán, 1993). 

• El tamaño y frecuencia  de dichos clones celulares permite determinar 

los mecanismos y el potencial genotóxico. En cambio el tipo de clon 

indica el mecanismo genético bajo el cual se ejerce el daño, según la 

técnica establecida por Frei y Würngler (Graf, 1984; Gaytán, 1993; 

Graf,1994) 
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4. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

La presente investigación esta construida con una visión multidisciplinaría, en la 

primera etapa se hace uso de de técnicas analítica, 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 evaluó el efecto genotóxico de las hormonas y/o sus metabolitos 

excretados a través de leche y orinal. 

4.1 Selección de la técnica de analítica más adecuada 

a) Cromatografía de gases masas CG/MS 

El análisis de residuos y contaminantes en fluidos corporales y en 

alimentos, conlleva a determinar sustancias que se encuentran en cantidades muy 

pequeñas en el orden de µg/Kg. o menores; con base en lo anterior, los resultados 

esperados en este, trabajo, son en primer orden, la búsqueda de la mejor técnica 

cromatográfica a utilizar, basándose en  su capacidad de detectar, cuantificar y 

diferenciar a las tres hormonas de manera simultánea. 

Como se mencionó en la metodología, se partió de las especificaciones 

recomendadas por la casa comercial para la detección del estradiol, donde se puede 

observar en la figuras 19, 20 y 21 y en la tabla II 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 detectó 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 simultánea a las tres 

hormonas. 
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Con base a lo anterior, se eligió la concentración de 1ppm como la mínima para 

detectar simultáneamente las tres hormonas, tal y como se observa en la figura 23. 

Al usar esta concentración se evidencio que se traslapan los picos de las curvas de 

dos de ellas (pese a que aplicó una rampa de temperatura tratando de separarlas, 

lo cual no fue posible) lo que era de esperarse debido a que el principio a través 

del cual se separan, es su peso molecular; lo cual nuevamente limita esta técnica. 
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b) Cromatografía de líquidos HPLC 

Con base en los resultados anteriores, se procedió a evaluar una segunda 

técnica, siendo la cromatografía de líquidos (HPLC) acoplada a la detección con 

disposición ultravioleta-fotodiodo, debido a que la bibliografía la recomienda para la 

cuantificación de fito estrógenos en muestras biológicas (Franke y Custer, 1997 

y Variant, 2003), partiendo de una exploración preliminar de UV, para corroborar si a 

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

 

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 

concentración de 100 ppm a cada una de las tres hormonas simultáneamente 

(Fig.27), y en esta última a diferencia de la CG/MS se puede delimitar con exactitud 

el área bajo la curva de cada una y por ende su concentración. Al correrse de 

manera independiente al acetonítrilo, el cual es el disolvente que se utilizo en esta 

cromatografía, se detectó (Fig. 28) que el disolvente presentaba un pico a los 7.6 

minutos de retención, que se traslapa con el pico de la estrona (7.8 minutos), 

pero al restar el área bajo la curva del pico del disolvente al de la estrona, se 

puede calcular el área real para la hormona y por lo tanto su concentración. 
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Una vez que se estableció la capacidad de detectar y diferenciar de manera 

simultánea a los compuestos, se procedió a realizar diluciones con la mezcla de la 

tres hormonas, evaluando al mismo tiempo al disolvente, hasta determinar la 

concentración 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 concentración 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 concentración de 0.01 ppm, es donde se puede establecer la mínima sensibilidad 

para esta técnica, nuevamente HPLC presenta ventajas sobre CG/MS en donde 

dicha concentración fue de 1 ppm. 
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4.2 Evaluación de las tres hormonas en fluidos corporales 

a) Evaluación en sangre 

Elegida la cromatografía de líquidos HPLC, para la evaluación simultánea del 

estradiol y sus metabolitos, aun existe variables por determinar. Una de ellas se 

presenta cuando se busca la detección de compuestos presentes en fluidos corporales 

en matrices complejas como en: orina, sangre y leche. La especificada del método de 

detección se vuelve altamente importante, para ello se requieren procedimientos 

extensos de purificación para eliminar compuestos no deseados antes de su análisis 

(Barnes 1997). 

En el caso de la evaluación de la concentración del estradiol y sus metabolitos en 

sangre, fue a través de una modificación de la técnica descrita Britain y col. (1993) 

como ya se mencionó anteriormente; para ello, se realizó previamente una curva de 

calibración (Fig. 33), a través de someter muestras a los procesos de purificación con 

concentraciones conocidas en sangre del día cero (sin tratamiento), para poder 

determinar la concentración basal de cada hormona, así como para poder conocer 

algunos parámetros de su toxicodinámica, como por ejemplo: la concentración 

plasmática máxima para una dosis y para más de una dosis, el índice de acumulación, 
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la constante de eliminación y la vida media del compuesto; lo que nos permite conocer 

que tanto del compuesto se está acumulando o que tan rápido se esta eliminado. 

 

El área bajo la curva del estradiol y de sus dos principales metabolitos están 

reportados en la figura 34 y en la tabla III, donde se observa como el éste, aparece 

en sangre a partir del inicio del tratamiento, encontrando su concentración mayor 

en el primer tratamiento el día 6, disminuyendo entre el día 9 y 10 que equivalen al 

término del primer periodo de recuperación. Posteriormente, en el segundo 

tratamiento vuelve a aumentar la concentración hasta el día 14, disminuyendo 

nuevamente en el periodo de recuperación hasta el día 19, sin llegar a sus límites 

básales, pero en una clara decadencia, lo que permite asumir que en 5 ó 6 días el 

estradiol aparentemente sí se elimina al menos en sangre. 
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Ahora bien, si se observa al estriol y la estrona en la figura 34, su concentración 

máxima en sangre se alanza después de la del estradiol, como productos de su 

metabolismo de este último, manteniéndose éstas en el primer tratamiento por debajo 

de la concentración de la hormona original, pero no bajando a los limites básales en el 

primer periodo de desintoxificación, por lo que, en el segundo tratamiento es evidente 

una bioacumulación principalmente del estriol, tal como se observa en la tabla IV a 

través su índice de acumulación; en donde, si la concentración plasmática para una 

dosis (Cpo) es menor que la concentración plasmática máxima (Cp máx.) para más de 

una dosis, existe acumulación 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 eliminación; por lo que, se puede concluir que en 5 días 

de recuperación, aparentemente, son suficientes para eliminar al estradiol en sangre 

después de un tratamiento. Sin embargo no así 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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b) Evaluación en leche 

En éste caso se utilizó al igual que en sangre, la técnica descrita Britain y 

colaboradores (1993); utilizando la misma curva de calibración (Fig. 32), en donde no 

se encontró a ninguna de las tres hormonas en los 20 días que abarcó el periodo 

experimental (datos no mostrados), lo que podría estar corroborando lo reportado 

bibliográficamente, en donde aproximadamente: el 90% de los metabolitos del 

estradiol son eliminados a través de la vías 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) Evaluación en orina 

Para la evaluación de las tres hormonas, se utilizó la técnica descrita por 

Schánzer y Donike (1993), al igual que la sangre y la orina se determinó 

previamente una curva de calibración (Fig. 35), a través de someter a los procesos 

de purificación, muestras con concentraciones conocidas con orina del día cero (sin 

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

EL área 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 día, posteriormente al cuarto el estradiol y finalmente al quinto la estrona. La 

posible explicación del porque aparecen en orina primero uno de los metabolitos es 

debido a que es metabolizado principalmente en el hígado, donde se conjuga para 

su excreción final, pero además existe una intensa circulación enterohepática, 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 difícil 

eliminación del compuesto original (Internet; Fox y Whitesell, 2000). 
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Después del primer tratamiento (Fig. 36), se puede observar que la 

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

estradiol y del estriol. Además de que en el segundo tratamiento la eliminación de la 

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

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

estrona. Lo que estaría evidenciando una importante liberación 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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Lo anterior es de una alta preocupación, 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 toxicológico 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 tróficas. 

Los ensayos metabólicos, están destinados a establecer: el destino, velocidad 

de absorción, distribución, acumulación, así como su excreción, 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, así como de un estado metabólico 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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En humanos el cipianiato de estradiol es absorbido de manera rápida y completa, 

debido a su liposubilidad como ya se mencionó, inmediatamente se produce un éster 

esteroide que es disociado en estradiol y ácido valérico durante la absorción de éste, 

(primer paso hepático), al mismo tiempo, el estradiol es sometido a un metabolismo 
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adicional extenso (circulación enterohepática), que lo transforma en estrona, estriol y 

sulfato de estrona, lo que explica por que se encontró 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 plasmáticas aproximadamente 8 veces más elevadas que el estradiol 

del cual se originó según la bibliografía, en el caso del ganado vacuno en el presente 

trabajo sólo se observó 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 bibliografía 

refiere a un tratamiento con dosis múltiples, y en este trabajo solo se expuso a dos 

dosis consecutivas con un periodo de tiempo de recuperación de 5 días, en el cual se 

recuperó el nivel basal del estradiol, por lo que posiblemente si hubieran sido más 

tratamientos, se pudieran alcanzar los valores reportados en la bibliografía (Bhagaban, 

1990).
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4.3 Evaluación del efecto biológico a través del daño genotóxico 

El impacto biológico se midió en dos bioensayos: en habas (Vicia faba) a través de 

dos pruebas validadas en la bibliografía, la de inducción de alteraciones anafásicas y la 

inducción de micronúcleos; y como segundo bioensayo, a la mosca de la fruta 

(Drosophila melanogaster) con las pruebas de Mutación y Recombinación Somática 

(SMART), tanto en alas como en ojos. 

a) Daño genotóxico en habas (Vicia faba) 

En cuanto al efecto citotóxico en las células meritemáticas de la raíz del haba, a 

través del índice mitótico 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 proliferación 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 estadísticamente 

significativo capaz de inhibir la división celular; esto se puede explicar debido a que los 

estrógenos son fuertes inhibidores de la mitosis debido a su interacción con el huso 

acromático (microtúbulos y centriolos), al ADN y a proteínas reguladoras; el cual se 

puede ver afectado y/o favorecido dependiendo de la concentración y de su interacción 

con receptores biológicos y con iones metálicos; de ahí, que los estrógenos pueden 

actuar como hormonas o como agentes genotóxicos (efecto dual) (Markides et al., 

1998; Lierh, 2000). 

En cuanto a la capacidad de manifestar daño genotóxico por parte de la tres 

hormonas evaluadas (Tabla VIII), se analizaron las alteraciones anafásicas y 

micronúcleos en interfase, a través de cuatro grupos experimentales y un testigo, 

observándose que no hay resultados significativos en los tratamientos cortos, lo que de 

acuerdo al criterio de Kihlman (1966) y Kihlman y Andersson (1984) se descarta que 

estos compuestos tengan un comportamiento S-independiente y efectos no retardados 

en cuanto a la aparición de la aberraciones. Sin embargo, por el hecho de aparecer 

aberraciones de tipo cromatídico a las 14 y 44 horas de recuperación con dos de las 
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tres hormonas (estradíol y estriol), se sugiere que actúan como agentes S-

dependíente y con efecto retardado. 

 

Comparando los efectos entre las dos hormonas que resultaron positivas entre 

las 14 y 44 horas de recuperación; el estriol que es un metabolito de la primera, indujo 

ligeramente más aberraciones que la hormona original (estradiol) tanto para 

aberraciones totales como en la producción de alteraciones a nivel del centrómero; en 

general se encontró en promedio una alteración por anafase, pero en ocasiones hay 

más de una. Existiendo cierta correlación en cuanto al índice mitótico y el efecto 

genotóxico en anafase para estas dos hormonas, nuevamente existiendo una 

correlación con los efectos reportados debido a que el origen de las aberraciones 

cromosómicas esta relacionado principalmente con la capacidad de los estrógenos de 

interactuar con el huso acromático, con los centriolos y con el ADN, así como su efecto 

oxidante a bajas dosis, dependiendo de su interacción limitada con iones metálicos, 

pudiendo producir alteraciones directas de estos componentes celulares por 

metabolitos estrogénicos, por vía de unión covalente o indirecta o por generación de 

radicales libres (Tsutsui et al., 1997; Lierh, 2000). 
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La estrona no manifestó ningún efecto estadísticamente positivo en 

tratamientos cortos (sin recuperación y con 2 horas), ni en tratamientos largos (con 

14 y 44 horas de recuperación), al menos en las condiciones experimentales 

probadas en esta investigación. 

En cuanto a la inducción de micronúcleos, se observó bajas frecuencias y en 

los experimentos con 14 y 44 horas de recuperación, que existe aparentemente 

relación entre las alteraciones a nivel del centrómero y en la inducción de éstos, pero 

sin una significatividad estadística. 
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b) Daño genotóxico en la mosca de la fruta (D. melanogaster) 

Los primeros datos, partieron de establecer tres concentraciones letales 

subtóxicas del estradiol (Tabla IX), 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). 

 

En cuanto a la detección del potencial genotóxico en ala, se puede observar en 

la tabla X que al tratar a las larvas transheterocigóticas con tres 

concentraciones subtóxicas de estradiol, existe un respuesta inversa con respecto a 

la concentración, en donde la menor de 10 ppm evidenció tener efecto genotóxico 

mayor con respecto a las concentraciones más altas, tanto en manchas simples 

como gemelas; en el caso de las manchas simples el efecto fue significativo solo 

para manchas pequeñas, lo que sugiere que es un metabolito el que está 

actuando y no la hormona original, hallándose un efecto similar a lo encontrado en 

el tratamiento en células meristemáticas de haba, y en lo reportado en la bibliografía 

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 biológicos y con iones metálicos, en donde éstos 

últimos actúan como catalizadores (Lierh,2000). 
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Lo anterior, junto con lo reportado bibliográficamente, permite asumir que 

uno de los posibles mecanismos de acción genotóxica 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 diseñó un segundo experimento 

para determinar cual de los metabolitos primarios es el responsable de dicho 

efecto genotóxico. 

Como se puede observar en la tabla XI se trató a las larvas de Drosophila 

con el estradiol y con sus dos principales metabolitos, el estriol y la estrona, a la 

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

En el segundo experimento, el efecto genotóxico del estriol fue mayor al 

del estradiol que es la hormona original; en cambio la estrona no mostró tener 

efectos genotóxicos, al menos a las concentraciones probadas; en cuanto al 

efecto entre estradiol y estriol, éste último, muestra un mayor efecto tanto en 

manchas chicas, grandes y gemelas, lo que sugiere un mecanismo de acción 

directo e indirecto como lo menciona la bibliografía. 
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En el caso de la inducción de manchas en el ojo de Drosophila, el 

procedimiento fue similar que en el caso de alas, en donde se trató inicialmente con 

estradiol a las concertaciones de 10, 100 y 1000 ppm (Tabla XII). Para evidenciar 

si el efecto era directo o a través de metabolitos, encontrándose un efecto 

similar, es decir a la contracción menor de 10 ppm, la cual fue la que manifestó un 

efecto positivo, lo que evidencia que si hay un daño genotóxico real, debido a que 

no solo se expresó 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 nuevamente una 

participación de sus metabolitos en el efecto genotóxico. 

Con base en lo anterior, y emulando la metodología que se aplicó con la 

técnica de SMART en ala, se realizó un segundo experimento para determinar cual 

de los metabolitos primarios es el responsable de dicho efecto genotóxico, 

tratando a las larvas con las tres hormonas a la concentración de 10 ppm. 
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Como se puede observar en la tabla XIII, hay un efecto positivo para la 

inducción de manchas totales por parte del estradiol y su metabolito el estriol, de 

manera semejante a como se comportó en ala, de igual forma la estrona 

aparentemente a estas concentraciones y en esta prueba, no manifiesta ningún 

efecto genotóxico al igual que la prueba de ojos y el análisis de aberraciones 

cromosómicas y micronúcleos. 
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5. Comentarios y Conclusiones. 

En este trabajo se dio inicio con los siguientes antecedentes: 

• Inicialmente se consideraba a los estrógenos como no mutagénicos 

desde 1930, debido a que con los bioensayos y a las concentraciones 

que fue evaluado, resultó ser negativo. 

• Como segundo antecedente está la alta relación de los estrógenos con 

la inducción de varios procesos cancerígenos, asociando sus efectos a 

su capacidad de interacción indirecta con el ADN (epigenotóxico) y/o a 

su capacidad recombinogénica. 

• Como tercer punto están 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 interacción 

con iones metálicos. 

• Además hay un gran número de reportes científicos que relacionan a los 

metabolitos del estradiol con un efecto genotóxico y/o carcinogénico. 

• Finalmente, existe preocupación ante un mal uso de estos compuestos 

en actividades como la ganadería aunado a la posible liberación de la 

hormona y/o de sus metabolitos a través de orina y de manera muy 

limitada por leche. 

Lo anterior fundamenta una discusión con los resultados del presente trabajo 

si se contempla que en la actualidad algunos medicamentos que contienen 

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

que se han considerado benéficos en función de su gran variedad de efectos 

hormonales y clínicos (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 analítica y método de purificación 

• La cromatografía de gases masas (CG-MS), a pesar de estar reportada 

por la EPA para la evaluación de estos compuestos, en esta investigación 

no fue la más adecuada para la determinación simultánea del estradiol y 

sus dos principales metabolitos (estrona y estriol). Esto se debió 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 identificación y 

cuantificación de éstos; además de que la sensibilidad de la técnica solo 

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

• La cromatografía de líquidos (HPLC) acoplado con un detector de 

disposición ultravioleta-fotodiodo para el análisis de muestras biológicas, 

mostró ser más eficiente que la CG/MS, debido a que el límite de 

detección simultánea permitió 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 selección de un método analítico está de la mano de una 

correcta selección de la metodología de purificación, sobre todo si el 

compuesto a evaluar está inmerso en matrices biológicas 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 más a la baja concentración del analito que a una mala técnica de 

purificación. 

• Con los resultados obtenidos en la presente investigación, se sustentan 

las bases para que en trabajos posteriores se optimice la técnica de 

detección y su proceso analítico, en donde se abarquen costo y tiempo 

entre otras variables. 
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5.2 Toxicodinámica del estradiol y su excreción 

Los resultados del presente trabajo permiten establecer el destino metabólico 

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

de recuperación. 

Sangre 

• Con base a los análisis cromatográficos con HPLC se demuestra la 

presencia del estradiol, estriol y estrona en sangre. Se encontró que el 

estradiol y estriol están presentes a concentraciones de 1 ppm y 0.001 

ppm respectivamente, mientras la estrona presenta un valor de 10 ppm en 

tratamientos con dosis única. 

• Para tratamientos sucesivos se determinó un aumento en la concentración 

de dos de las tres hormonas, observándose 5 ppm para el estradiol y 

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

• De igual forma, se observó que el estradiol aparentemente regresó a su 

nivel basal con dosis únicas lo cual ya no sucedió tratamientos con dosis 

sucesivas. Esto posiblemente se deba al metabolismo enterohepático de 

las vacas, el cual hace que lo administrado sea nuevamente metabolizado y 

por lo tanto efectivamente distribuido en el organismo, resultando más 

fácil encontrar metabolitos excretados que la hormona original. 

• Junto con lo anterior, también se observó que el periodo de recuperación 

recomendado terapéuticamente no es suficiente para la eliminación de los 

metabolitos evaluados, los cuales se bioacumulan del primer al segundo 

tratamiento. 
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Orina 

• Con base a los análisis cromatográficos con HPLC se demuestra la 

presencia de las tres hormonas en orina. Encontrándose que el estradiol y 

estriol están presentes a concentraciones de 0.01 ppm, mientras la estrona 

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

• 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 podría explicar debido a que tanto el estradiol 

como el estriol pueden transformarse en estrona. Esto es relevante debido a 

que la orina puede diluirse o concentrarse en canales de desagüe y 

formar parte de las aguas utilizadas para riego agrícola. 

Leche 

• La no detección de ninguna de las tres hormonas en leche, después de 

dos tratamientos permite inferir que puede ser utilizado este fluido sin 

ningún riego potencial. 

5.3 Daño genotóxico 

Para evidenciar el efecto genotóxico positivo o negativo de un compuesto, se 

requiere de investigar con distintos receptores biológicos a diferentes concentraciones 

y por diversas vías de administración. Por lo tanto, los resultados del presente trabajo, 

en cuanto al efecto biológico, son una primera aproximación que sustenta 

seguir investigando con otras variables. 

• Se demostró 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 genotóxica, lo cual se puede explicar apoyado 

en la teoría de Albrech y Liehr, quienes proponen efecto genotóxico a 

bajas concentraciones debido principalmente a su interacción con iones 

metálicos (Liehr, 2000). 
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• El estradiol y el estriol mostraron un efecto citotóxico y genotóxico 

simultáneamente 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 genotóxico in vivo para estas 

hormonas en un sistema vegetal (Vicia faba), similar a lo reportado en la 

bibliografía pero en otros bioensayos animales. 

• Lo anterior esta sustentado en los daños encontrados en haba, 

observándose la capacidad del estradiol de alterar el material genético de 

manera directa por medio de la inducción de aberraciones cromosómicas 

en anafase como fragmentos, cromosomas en anillo y puentes anafásicos 

sencillos. También se evidenció la capacidad de alterar la información 

genética de manera indirecta a través del estriol al inhibir o alterar la 

función de centrómero, evidenciándolo por la aparición de cromosomas 

retardados e isocromosomas en anafase. 

• El estradiol y el estriol manifestaron efectos genotóxico similares en la 

mosca de la fruta y en haba, lo que sugiere un efecto genotóxico real al 

descartar una posible sensibilidad particular por parte de los bioensayos 

evaluados, descartando falsos positivos 

Los resultados de esta investigación justifican la actual preocupación acerca de 

los posibles efectos genotóxicos 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 pequeñas 

dosis y llegar a aguas residuales a concentraciones en las cuales se ha 

evidenciado un efecto citotóxico y genotóxico en el presente trabajo. 
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Los estrógenos se consideran carcinógenos y/o agentes perjudiciales, en 

función principalmente a su relación con el origen de varios tipos de tumores en 

diferentes órganos 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 genotóxico encontrado tanto el estradiol como el estriol, 

se pueden asociar con el origen de múltiples procesos carcinogénicos, así como con 

el alteraciones del ADN in vitro en células animales cultivadas e incluso en 

tejidos humanos. Además se evidenció daño genotóxico 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 fácil y económica 

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

Independientemente de que el estradiol y sus metabolitos se han reportado 

como carcinógenos débiles en comparación con otros carcinógenos positivos, 

estos deben ser considerados en las normas de uso, producción y/o liberación al 

ambiente. 

Por otro lado, el presente trabajo generó nueva información en cuanto a los 

efectos secundarios del estradiol y sus metabolitos; además apoyó teorías 

propuestas sobre sus efectos genotóxicos de manera directa y a través de sus 

metabolitos secundarios al menos a bajas concentraciones así como sobre su 

liberación 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 biológicos y a través de otras variables; siendo más 

evidente la necesidad de trabajar en equipos multidisciplinarlos e interinstitucionales 

que permitan conocer los efectos de agentes tóxicos 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 áreas del conocimiento, en donde, en cada caso, los resultados no 

son concluyentes sino son un eslabón más en la compleja interpretación de los factores 

físicos, químicos y biológicos que conforman el entorno. En donde el uso de 

biomonitores permita evaluar la calidad ambiental de una manera periódica, fácil, 

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