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RESUMEN 

Uno <le los organismos más utili:r..ados en Genética Toxicológica es la mosca de la fruta 
Drosophtla melanogastcr, la cual es capaz de detectar una ampUa variedad de agentes 
químicos que inducen mutaciones y recombinación en las células somáticas. Actualmente se 
ha implementado el uso de cepas con metabolismo diferencial con el propósito de valorar 
el efecto del metabolismo en la inducción de daño genético. Se evaluaron mediante la prueba 
de mutación y recombinación somáticas (SMAH.T) en el sistema de los ojos w/w•, siete 

compuestos químicos: dicloromctano (DCM), 0-toluidina (O-TO), 0-anisidina (0-AN), 2,4-

diaminoanisol (2,4-DAA), eter-4-aminodifenílico (4-AME), 5-mctil-2-tiouracilo (5-MTU) y 6-
mctil-2-tiouracilo (6-MTU) clasificados por la IARC-WHO 0 987) en el grupo 2B, es decir como 
posibles carcinógenos en los scrt.'S humanos. ASi mismo se trató de dctecuir sus posibles 
relaciones cmrc la estructura química y la actividad genotóxica. Esta prueba se basa en la 

utilización de las células de los di5Cos imagalcs de las larvas; la interacción de los agemes 
químicos con los discos imagalcs. da lugar a un clan celular que se observa como una mancha 
en los ojos del adulto. Se emplearon dos cepas para la realización de la prueba: la estándar 
(S'D que es silvestre, y la línea l-Iikone-R (HK) que es resistente a pesticidas; ambas cepas 
tienen niveles semejantes de citocromo P-450, sin embargo Ja HK posee una elevada 
capacidad de desmetilación. Cada compuesto se probó de manera crónica por alimentación, 
durante los tres esmdíos larvarios de Ja mosca y hasta completar su desarrollo. Los testigos 

concurrentes se lr.ltaron con el solvente que consistió en una mezcla 3:1 de alcohol eu1ico
rwecn 80. Se analiz..1.ron los ojos de las hembras F

1 
w/w•. Se contó y clasificó la aparición de 

clones blancos (w) en el comexto de los ojos silvestres (w•). Los resultados se valoraron 

mediante la prueba de X2 cuadrada de proporciones (Frei y Würgler, 1988) y las tablas de 
Kastenbaum-Bowman 0970). Se compararon !:is frecuencias inducidas y el tamaño de 

manchas por ojo. Los compuestos probados en la presente tesis, mostraron la siguiente 
respuesta: a) en la cepa ST todos fueron genotóxicos excepto el 2,-1-DAA, b) en la cepa HK 

todos fueron genotóxicos excepto el 2,4-DAA y el 5-MTU. Se detectó una relación entre la 
estructura química y la actividad genotóxica en las aminas aromáticas monocíclicas y en los 
compuestos antitiroi<lcos: la posición orto produce daño genético (0-A.i'l y O-TO) mientras 
que un amino en posición meta y un metoxi en posición para (2,4-DAA) no fue gcnotóxica. 

Los compuestos antitiroidcos, en la cepa ST fueron gcnotóxicos (5-MTU y 6-MTt:), y en la 
HK sólo el 6-MTU. Las cepas mostr:iron una sensibilidad diferencial en la biotransformación 
de los promutágenos estudiados. así la cepa ST detectó más eficicntemcme cinco de ellos 
(DCM, O-TO, 0-AN, 5-MTU y 6-::vrru), la cepa HK fue más sensible a la amina bicíclica 4-
AME; ambas cepas tuvieron la misma respuesta negativa frente al 2.4-DAA. 



INTRODUCCION 

La exposición de los seres "·ivos a agentes químicos potencialmente reactivos que están 
presentes en el ambiente, es muy alta. El avance tecnológico y el patrón de desarrollo socio
económico han ocasionado la producción masi\.'a de nuevas sustancias quínúcas y de 
compuestos orgánicos siméticos. los que constituyen hoy día, una preocupación entre los 
científicos, por los riesgos que ocasionan a la salud humana (Anwar ctal. 1992; Neubert, 19n) 
(Fig. 1). Muchos de estos compuestos que están extensamente distribuídos en el ambiente, 
son capaces de reaccionar con macromoléculas celulares como las proteínas y los ácidos 
nucléicos provocando daño genético, es decir, son genotóxicos (Garriere et al. 1992). 

Existen una serie de factores que intervienen en los mecanismos de acción de los 
compuestos químicos una vez que ingresan al organismo, lo rual plantea dificultades para 
su estudio, principalmente en la estimación del riesgo porencial derivado de la exposición 
a estos agentes. 

La acción de estas sustancias depende en gran medid1 de sus canicteñstlcas químicas, 
tales como la estructura y la posición en que se encuentren los grupos reactivos. Así, se han 
reconocido diferencias en los efectos genotóxicos de los grupos reactivos en posición cis y 
traris (Vcrmculen y Brcimcr, 1983), y en orto y para (Shahin, 1989; Williams et al. 1989). 

Ashby y Tennant (1988; 1991) compararon una serie de trabajos realizados con diversos 
organismos de bioensayo (Salmone//a, í.lta y ratón) con el fin de estudiar una gran variedad 
de compuestos químicos a los que están cxpuCS[OS los seres vivos y predecir la actividad 
geno1óxica que tienen las sustancias de acuerdo a su estructura química. Evaluaron alrededor 
de 300 agentes químicos lo que les permitió proponer una molécula hipotética (Fig. 2) 1 la cual 
lle\•a diferentes grupos sustituyentes clasificados corno reactivos y que pueden causar daño 
genotóxico en los organismos. A los compuestos que llevan estos grupos reactivos, los han 
designado con "alerta cstrw.:tural''. 

l.os estudios acerca de la relación emre la estrucrura química y la actividad genotóxica 
ofrecen la posibilidad de identificar los principales parámetros de la estructura química de 
un compuesto y su actividad biológica, lo que ha permitido la búsqueda de compuestos 
alternativos no genotóxicos de uso indispensable y el desarrollo de productos químicos más 
seguros (Shahin, 1989). 

Un aspecto de mayor preocupación en cuanto a la exposición de los seres vivos a estos 
agentes, es la alta correlación que existe entre la actividad mutagénica y la carcinogénica. 



En 1969, la Organización Mundial de la Salud (WHO), a través de la agencia 
intemacional para la investigación del cáncer (lARC), Inició un progr.ima para evaluar la 
capacidad carcinogénica de una gran cantidad de compuestos químicos, estudios que se han 
llevado a cabo con datos epidemiológicos y organismos de bioensayo. Basada en éstos, la 
IARC (1987) ha clasificado a los diferentes agentes químicos en cuatro grupos, de aruerdo 
a las evidencias que se tienen del grado de carcinogcnicidad (Fig. 3): 

En el grupo 1 se encuentran los agentes que son carcinogénicos para los seres humanos, 
es decir, se ha establecido una relación positiva entre la exposición al compuesto y el 
desarrollo de un cáncer. 

El grupo 2 se subdivide en' a) grupo 2A (probables carcinógenos), el cual incluye a 
compuestos de los cuales se tienen evidencias limita.das acerca de su carcinogenicidad en los 
seres humanos, ya que se tienen pocos datos de la relación entre la exposición al agente y 
el desarrollo de un cáncer, pero a su vez, existen suficientes estudios en animales 
experimentales. b) grupo 2B (posibles carcinógenos), resulta ser de gran interés, ya que en 
él se encuentran los compuestos químicos cuya evidencia de carcinogenicidad en humanos 
y en animales es limitada o insuficiente. 

En el grupo 3 se encuentran los agentes químicos que no han podido ser clasificados 
como carcinogénicos, o que no caen en ninguno de los otros grupos. 

Por último, en el grupo 4 se encuentran los compuestos quúnicos que probablemente 
no son carcinógenos, ya que no se tienen estas evidencias ni en humanos, ni en animales de 
bioensayo. Algunas investigaciones han mostrado evidencias del potencial carcinogénico, sin 
embargo, han sido consider.1das insuficientes debido a que tienen limitaciones cualitativas 
o cuantitativas. 

Metabolismo 

Los agentes químicos dentro del organismo pueden actuar de dos formas: 1) de manera 
directa, es decir, los que son reactivos por sí mismos y pueden ser detccmdos fácilmente en 
todos los sistemas de prueba; 2) de manera indirecta, es decir, que no son genotóxicos por 
sí mismos (promutágcnos) y que requieren ser transformados por las enzimas presentes en 
tos organismos en intermediarios reactivos clcctrofílicos, estos mctabolitos pueden reaccionar 
con centros ricos en electrones (nucleofílicos) situados en el DNA, esta interacción puede 
producir entre otras cosas, uniones covalentes llamadas aductos, como también pueden 
provocar el rompimiento de las hebras del DNA. El material genético puede volver a la 



nonnalidad si los mecanismos de reparación operan con éxito, en caso contrario, la célula 
portará una mutación inducida por el carcinógeno (Zijlstra, 1987) la cual se considera el paso 
inicial de la carcinogéncsts química ya que la célula está tr.insfonnada y podría originar un 
tumor que se manifieste clinicamente. Se han descrito otras fonnas de iniciación del cáncer, 
entre ellas está la activación de protooncogcncs por diversos mecanismos, tales como 
mutaciones inducidas, movilización del protooncogene 3 una localización cromosómica 
diferente (translocación) con pérdida del gene supresor, y la amplificación del protooncogene 
(Cortinas, 1990). La mayoña de las sust..1.ndas químicas a las que que están expuestos los seres 
vivos, pertenece a este grupo. 

El metabolismo es un fenómeno biológico importante en la biolr.lnsfomiación de 

compuestos xenobióticos, los cuales no son constitutivos de los ciclos generadores de 
energía, ni de las reacciones de síntesis del organismo. El metabolismo, es un proceso dual 
mediado por las enzimas presentes en el organismo: en algunos casos, los promuW.genos 
activados resultansermetabolitos electrofílicos capaces de reaccionar con las ma.cromoléculas 
celulares (activación), en otros casos, los productos del metabolismo pueden ser conjugados 
y eliminados del organismo sin producir efectos nocivos (desintoxicación) (Fig. 4). 

El patrón general de la biot.ransfonnación de los agentes gcnotóxicos sigue básicamente 
dos fases, las reacciones de éstas pueden observacse en la figura 5. l.a fase inicial del proceso 
consiste en reacciones de oxidación, reducción o hidrólisis, que dan lugar a la transformación 
de estos compuestos en productos más h.idrosolub\es que las sustancias originales, por la 
adición de gnipos polares a la molécula. Sin embargo, los metaboUtos formados pueden ser 
inactivos, menos activos o en ocasiones más activos que la molécula original. 

El gn.ipo de enzimas más importante responsable de las reacciones enzimáticas de esta 
fase se conocen como monooxigenasas de función mixta, las cuales requieren de dos 
componentes: un agente reductor, la ílavoproteína nicotinamida adcnín dinucleótido fosfato 
reducido (NADPH) y oxígeno molecular (atmosférico). El paso clave en estas reacciones 
oxi<laUvas es la inserción de un átomo de oxígeno molecular en el sustrato, lo que produce 
un intcnncdinrio que se rompe dando lugar a la formación del producto fmal, estos 
intermediarias pueden ser químicamente muy reactivos. En ténnlnos cuantitativos, la mayoña 
de las reacciones oxidalivas se llevan a cabo por una gran familia de isocnzimas, éste es un 
sistema multienzimátko que se agrupa con el nombre genérico de citocromo P-450, el cual 
es dependiente de las monooxigenasas de función mixta y se encuentra ampliamente 
distribuido en la naturaleza: se presenta en mamffcros, aves, peces, reptiles, insectos, plantas, 
levaduras y en algunas bacterias (Sato y Omura, 1978). 



En los procariontes, el citocromo P.-450 es hidrosoluble y muy inestable, se encuentr.i 
distribuido en el citoplasma a diferencia de los eucariomes, donde las proteínas del citocromo 
P-450 están incluídas en la bicapa lipídica del retículo endoplasmático liso. Una proteína 
importante asociada, la NADPH-citocromo P-450 óxido-rcductasa, también está fija a esta 
bicapa lipídica en una relación cstcrcoquímica de unas diez moléculas de P-450 por una de 
rcductasa (Fig. 6a). El sustrato se une inicialmcme al citocromo P-450 oxidado <Fe'•), el 
complejo rcsultame sustrato·citocromo se reduce por la reductasa y se combina luego con 
el oxígeno molecular, un segundo electrón y dos iones hidrógeno son cedidos por el sistema 
donador, los productos finales son un mcrabolito oxidado y agua (Fig. 6b). 

Actualmente se conocen por lo menos diez familias de genes para el citocromo P-450 
que constituyen la superfamilia de genes P-450. El gene ancestr:tl para el citocromo P-450 
probablemente ya se encontraba hace 1500 millones de años. Se considera que algunas de 
las familias de los genes P-450 han evolucionado de forma divergente debido a la exposición 
de los organismos a difcremcs clases de ambientes, lo que llevó a la especificidad de sust1.1tos 
de las enzimas P-450. Se conocen numerosos ejemplos de agentes químicos que son buenos 
sustratos para las enzimas codificadas por dos o más familias de genes P-450 las cuales se han 
apartado evolutivamente hace muchos años y se especula que muchas otras están ligadas en 
forma más estrecha con el P-450 primitivo y catalizan t.ransformaciones metabólicas críticas 
de sustancias endógenas, incluyendo la biosíntesis de esteroides y el catabolismo de los 
ácidos grasos. Hasta el momento, las bases del polimorfismo genético, el número de 
lsocnzimas citocromo P-450, el grado de microhetcrogencidad de estas isocnzimas y los 
mecanismos que regulan la expresión de los genes, no han sido suficientemente estudiados, 
pero sí han pemtitido llegar a la conclusión de que surgieron hace millones de años como 
un mecanismo para contrarrestar los efectos nocivos de diversos productos naturales que se 
encuentran en Jos alimentos, como flavonas 1 esteroidcs y alcaloides (Ncbert y González, 
1987). 

Como se mencionó~ el sistema enzimático P-450 constituye el sistema oxidante de la fase 
1, sin embargo, la oxidación por aminooxidasas, varias hemoperoxidasas, la prostaglandina 
H sintetasa, la xantina oxidasa y la alcohol dcshidrogenasa también es importante. 

Por otra parte la biotransformación de esteres, amidas y la de compuestos polipeptidicos, 
se lleva a cabo por hidrólisis, mient.ras que los compuestos con grupos nitro y grupos azo son 

biotÍ'ansformados por reacciones de reducción. 

La segunda fase del metabolismo ocurre cuando los compuestos o sus metabolitos 
producidos en la primera fase, se combinan con las sustancias endógenas presentes en los 



org~niS~os, _tales c~mo Stucuronato, sulfaw, acetai~ o 3:18tJi:i amin~dd,of este evento se 
Cori'?cc. cOmo ~onjug'ación o síntesis, y da lugar a prodUctos que pueden ser desactivados 
y ellffiinados del organlsmo por la orina o por las heces (Hart y Turturro, 1988; Vogel et al. 
1991). 

Las reacciones de conjugación que forman glucurónidos son cata!izadas por las 
gluc:uroniltransferasas localizadas también en el retículo endoplasmático. Estas enzimas 
emplean uridín difosfato-glucuronato como donador de glucuronato. Los glucurónidos 
constituyen la mayor pane de los metabolitos generados por numerosos fármacos que 

-= -_ contiénen fenal, alcohol o un grupo carboxilato, en general son inactivos y mediante un 
sistema de transpone de iones pueden ser excretados. Los glucurónidos formados a partir de 
4cidos carboxílicos son fácilmente hidrolizables. La conjugación de aminas aromáticas con 
ácido acético (usando acctil coenzima A como donador de acetilo) implica la participación 
de varias N-acetil transferasas. Los ácidos carbox.ílicos aromáticos, como el ácido salicfüco, 
pueden ser inactivados por conjugación con glicina. Otras reacciones incluyen la conjugación 
de los compuestos fenólicos con sulfato y 0-, S- y N-melilación de aminas y fenoles como 
por ejemplo la adrenalina (Gooclman et al. 1990). 

Sistemas de prueba 

La investigación de los efectos genotóxicos causados por los agentes químicos 
ambientales en los seres \'ivos, se realiza a través de biocnsayos. Estos se basan en el empleo 
de organismos, que se seleccionan de acuerdo a diversos parámetros tales como: la 
sensibilidad y la rcproducibilidad. Los modelos biológicos cubren la escala evolutiva, desde 
procariontes hasta mamíferos lo que permite clasificar cualitativamente a los compuestos 
gcnotóxicos. Adcm~ís es posible estudiar los mecanismos básicos de biotr.msformación. Entre 
los métodos de bioensayo más utilizados en Genética Toxicológica se encuentra el de la 
mosca de la fruta Drosopbila mclanogastcr. Este es uno de los bioensayos más rápido, versátil 
y eficiente, con el que· puede anali?..arse un amplio espectro de alteraciones genéticas 
inducidas por agentes ambientales, tanto en células germinales como en células somáticas 
(Rodrí¡,>uez-Arnaiz y Ramos, 1992). 

Los análisis bioquímicos realizados tamo en larvas como en organismos adultos de 
Drosophila melmzogastcr, han revelado que posee una alta capacidad de activación
dcsintoxicación gracias a la presencia del paquete enzimático P-450, el cual puede 
biotransformar diferentes agentes químicos (Baars et al. 1980; H3lstr0m et al. 1982). Este 
sistema parece estar involucrado también en diferentes procesos fisiológicos, que incluyen, 
el metabolismo de una amplia variedad de sustratos endógenos como las hormonas, jugando 



así, un papel Importante en el crecimiento y desarrollo (Kulkami y Hodgson, 1980; Arinc el 

al. 1991; Hodgson y Randy, 1991). 

El sistema citocromo P-450 de estos organismos se enc:Ucntra distribuidO en mayores 
concentraciones en el intestino medio, en los cuerpos gr.isos y·"én IC?S túbúlos de malpigio 
A nivel subcelular, las monooxigcnasas se encuentran ,localizadas _prin.cipalmcnte en el 
retículo endoplasmático liso y en las mitocondrias. 

Los trabajos de Zijlstr.1 (1987) realizados en moscas silvestres y en moscas resistentes a 
insecticidas evidenciaron algunas características básicas de su sistema enzirnátic9, así como 
su capacidad de hidrox.ilación y desmetilación de diversos xenobiótlcos. 

Actualmente se sabe que: a) los niveles de citocromo P-450 en moscas silvestres y 
moscas resistentes a insecticidas son similares: del orden de 2 a 2.3 nmol/g de moscas. b) las 
cepas que son resistentes a insecticidas, tienen una capacidad mayor de desmetilación que 
las cepas silvestres, por lo que se les ha denominado, cepas con actividad metabólica 
incrementada. e) no hay una relación directa entre la capacidad de hldroxilación de 
xenobióticos y la resistencia a insecticidas. d) las dif ercncias en la capacidad de biotransf onnación 
de estas cepas, pueden ser la causa de la variación en la respuesta frente a los agentes tóxicos 
y xenobióticos (Zijlstra, 1987). 

La regulación genética de estas enzimas es compleja; los pocos estudios que se han 
hecho a nivel molecular, han puesto en evidencia que el gene responsable del metabolismo 
de ciertos compuestos tóxicos y de la resistencia a insecticidas, se encuentra localizado en 
el cromosoma 2 de Drosopbl/a melanogaster (Hallstrom el al. 1982 y 1984). 

Una de las pruebas que se han implementado con este organismo para la caracterización 
de promutágenos y agentes de acción directa, es la prueba de mutación y recombinación 
somáticas, SMART (por sus siglas en Inglés: Soma tic Mutation and Recombination Test) la que 
muestrea gran cantidad de células somáticas con la ventaja de que al ser un ensayo tn vitl(J, 

se dan de manera natur.il los procesos metabólicos. Las pruebas somáticas adquieren cada 
vez mayor importancia debido a que existe una correlación entre la actividad rccombinogén.ica 
de los compuestos químicos y la carcinogénesis (Vogel y Szakmary, 1990). 

Esta prueba se basa en la utilización de las células de los discos imagales de las larvas. 
los cuales se encuentran determinados genéticamente y permanecen en un número reducido 
hasta que el organismo entra en la metamorfosis, durante la cual se producen una serie de 
divisiones mitóticas que darán origen a las distintas partes del cuerpo del organismo aduito: 



alas, ojos, labrum, genitales, etc. 

sr9urante las etapas larvarias, algún agente químico llega a inter.tccionarcon las células 
de los·discos imagales, puede ocurrir una alteración que modifique su infonnación y dará 
lugar a un don celular que será observado como una manch3 en el adulto, cuando se emplean 
los marcadores fenotípicos apropiados. Por otro lado. los clones serán de mayor tamaño si 

son inducidos al inicio de la vida laivaria, mienlfíls que los producidos en el segundo y tercer 
estadio serán sucesivamente más pequeños. 

El sistema SMART puede detectar un ::impllo eSpectro de alteraciones genéticas, ya que, 
las mutaciones puntuales, lasdelecciones, la recombinación mltótica yla pérdida cromosómlca, 
son eventos que pueden dar lugar a la formación de un don mutante (Vogel, 1987a¡ Vogel 
ahd Zljlstra 1987). 

La prueba SMART fué desarrollada en un principio empleando los marcadores mwh y 

flr' para las células de los discos lmagales de las alas de este insecto. La validación de esta 
prueba, ha sido amplia (Graf et al. 1984; Delgado, J 990) obteniéndose resultados claros del 
potencial mutagénico de diferentes compuestos químicos (Rodñguez-Amaiz et al. 1992). 

Posteriormente, se propuso implementar esta prueba en los discos irnagales de los ojos. 
El ojo compuesto de Drosopbila mela.nogasrer. consta de unidades elementales Uamadas 
omatidias, estas células se dividen contínuamente a lo largo de los distintos periodos larvarios, 
encontrándose así, cerca de 20 células precursoras de las omatidias en el primer estadio, 100-
150 células en el segundo y finalmente de 780 a 800 en el tercero. En el organismo adulto, 
una omatidia está formada básicamente por 8 células fotorrcceptoras (células R) y un 
complemento e.Je células accesorias (Fig. 7). 

F.I fotorrcccptor es una neurona sensorial elongada que lleva una cerda fotosensible; 
el r-.ibdómero se encuentra ubicado en la parte central de esta estructura y consta de dos tipos 
de receptores, los receptores externos (Rl-R6) que adquieren un patrón asimétricoliílpezoidal 
y receptores internos (R7 y RS) que se encuentran a lo largo de el eje central. Sobre esta capa 
de receptores, cst.1n las células del cono y las células pigmentarias primarias, las cuales dan 

lugar a la córnea. Rodeando cada omatidia, se lcxalizan las células accesorias llamadas células 
pigmentarias secundarias, estas células contienen pteridinas y omocromos, pigmentos que 
confieren el caracteñstico color rojizo de los ojos de las moscas silvestres (Ready, 1989). 

Se han utilizado varios marcadores fenotípicos de los ojos para la realización de la 



prueba de mutación somática y recombinación mitótica (Würgler y Vogel, 1986): 

a) white-white coral (w/vro- ojos blancos-rosa coral): en esta prueba se cvaluan en las 
hembras heterocigotas, la aparición de manchas blancas o rosa cor.ti producto de mutaciones 
génicas o delecciones y manchas gemelas, es decir blancas y rosa coral, en el caso de que 
ocurra recombinación mitótica entre el locus whitc y el cemrómero. La desventaja de este 
sistema es que los clones que afectan menos de cuatro omatidias, no se detectan fácilmente. 

b) el inestable white-zcstc (w/W• ojos blancos-amarillo limón): este sistema fue 
propuesto por Rasmuson y Green en 1974 y se basa en la mutación recesiva white y la 
inestable zeste. Muchos mutágenos pueden provocar una interacción entre white y zeste, 
dando lugar a que zcste revierta y se manifieste de forma silvestre; se originan manchas rojas 
en el contexto del ojo blanco, sin embargo esto puede ocurrir espontáneamente con una 
frecuencia muy alta. 

c) white-ivory (w/w'• ojos blancos-café tabaco), prueba desarrollada por Green el al. 
(1986), se basa en que algunos mutágenos son capaces de causar una reversión del alelo whlte 
ivory al tipo silvestre, por lo que se construyeron cepas que portaban cuadruplicado el locus 
white ivory. Estos eventos de reversión son detectados como manchas rojas en los ojos café 
tabaco de la mosca. Con este modelo el análisis de los clones es difícil, además de que sólo 
se han logrado detectar algunos mulágenos que pueden inducir este tipo de reversiones, por 
lo cual su uso se limita. 

d) Una variación de la prueba, es el sistema de mosaico en ojo w/w• que emplea 
marcadores fácilmente detectables como el mutante white (w•ojo blanco) y el silvestre 
(w•=ojo rojo) CVogcl, 1987a) en el cual se evalúa la aparición de clones blancos en el contexto 
rojo de los ojos silvestres, que son observados como manchas que corresponden a omatidias 
afectadas. Esta prueba ha sido validada también en el Laboratorio de Genética de la Facultad 
de Ciencias, mostrando ser una prueba sensible y consistente en su respuesta frente a distintas 
clases de mutágenos de referencia, los que se detectan aún a bajas concentraciones (Ordaz, 
1991). 

Recientemente esta prueba se ha mejorado con el uso de diversas cepas resistentes a 
pesticidas, las que han mostrado poseer una capacidad alta de biotransformación (\'ogel el 

al. 1991). De estas cepas, la Hikonc-R, ha mostrado un buen desempeño frente a diversos 
mutágenos de referencia, hidrocarburos aromáticos policíclicos y aminas aromáticts (Rodríguez
Arnaiz el al. 1993). 



Agentes qulmlcos 

Los siete agentes químicos seleccionados en el presente trabajo, son promut.ágenos (del 
grupo 28) a los cuales están expuestos OC'Upacionalmente los seres humanos en la industria 
textil y farmacéutica, también están expuestos los individuos que emplean algunos de estos 
compuestos con fines cosméticos o terapeúticos. Sus estructuras químicas presentan alerta 
estructural (de acuerdo a Ashby y Tennant, 1988), sin embargo, los estudios que se tienen 
acerca de sus efectos gcnotóxicos son insuficientes y han sido clasificados como posibles 
carcinógenos por la Organización Mundial de la Salud (IARC, 1987) (Fig. 8). 

Los compuestos químicos analizados en esta tesis son: 1) un compuesto alifático dorado 
(DCM), 2) un grupo de compuestos químicos que pencnece a las aminas aromáticas, tres 
monocíclicas (O-TO, 0-AN, 2,4-DAA) y una bicíclica ( 4-AME), y 3) dos agentes químlcos con 
la mlsma fórmufa y el grupo metilo en diferente posición (5-MTU y 6-M11J). 

El dicloromctano (DCM), es un solvente alifático y dorado que se empica principalmente 

como removedor de pinturas y en el procesamiento de alimentos, además, es auxiliar en la 
industria farmacéutica. Los compuestos cloí.ldos alifáticos tales como el dicloroetano, el 
dicloropropcno, asf como el dicloromctano, han mostrado ser mutagérucos en diversos 
sistemas de prueba. En Drosophiln melanogasterlnduccn mulacioncs letales reccsivas ligadas 
al sexo (Lec et al. 1983), sin embargo, no se tienen estudios en células somáticas. Es un 
compuesto gcnotóxico en ratón, cuando se administra por inhalación (durante 10 días a 4000 

y 8000 ppm), induce intercambio de cromátidas hcnnanas en células de pulmón, que es un 
órgano blanco primario para la inducción de tumores; también provoca aberraciones 
cromosómicas y micronúcleos en sangre periférica: se sabe que en los seres humanos se 
distribuye rápidamente en el cuerpo y aunque es uno de los hidrocarburos clorinados menos 
róxicos, por su Jcción depresiva a nivel del sistema nervioso centJ<tl puede provocar daños 
se,·cros (Allen et al. 1990). 

Se probaron cuatro compuestos que pertenecen al grupo de las aminas aromáticas (AA). 
Estos ;tgentes químicos han sido muy difíciles de detectar en las pruebas de Drosopbl/a 
melnuogaslerquc emplean células germinales, como Ja de letales rcccsivos ligados al sexo 
(SLRI.) y la de pérdida parrial o total de cromosomas sexuales (SCLT). En la prueba SLRL, se 
cvalua Ja inducción de daño en los 800 loci del cromosoma X para lo cual se requiere el análisis 
de alrededor de 7,000 cromosomas. Con las pruebas de células germinales se ha obteniendo 
una repuesta débil positiva parJ algunas AA (Vogel, 1987b y Vogel et al. 1991), mlentras que 
en la prueba de SMAH.T se analizan 500 ojos y se cvalua 1 locus del cromosoma X con un 
número de células elevado (800 omatidias por ojo, lo cual corresponde a 400,000 omatidias 
analizadas por concentración), con un costo de alrededor de un orden de magnitud menor. 



La orto-toluicllna (O-TO), es una amina aromática que se ha utilizado por más de cien 
años como intermediario en la industria textil, para crear colores firmes a prueba de ácidos; 
más de noventa y tres pinturas y pigmentos se producen a partir de la O-TO. También se 
empica en la producción de cosméticos y fármacos (Danford, 1991). Los rti,·clcs de 
exposición máxima pcrrrtltida son de 3 a 22 mglm' ó 5 ppm (IARC, 1987). 

La O-TO es un compuesto que da resultados negativos en pruebas con bacterias, sólo 
se detectan efectos positivos cuando se agrega la fracción 59 del hígado de mamíferos. Se ha 
demostrado que es un clastógcno (agente que induce rompimientos en los cromosomas) en 
rata y ratón después de exposiciones prolongadas; induce aneuploidías (cambios en el 

número de cromosomas) en células de mamífero en cultivo y en hongos; en DrosopbUa 
melanogaster no se tienen resultados claros de su acción (Danford, 1991). 

La orto-anísidina (O-AN), es un compuesto químico usado en la manufactura de 
colorantes. Se absorbe y metaboliza rápidamente en rat.as y ratones cuando se administra por 
vía intravenosa, provocando mctahemogiobinemia (Ashby et al. 1991; Ashby, 1992). En 
Salmoriella typbimurium en cepas con niveles elevados de N-Acctilt.ransferasa, y con la 
fracción 59 de hfgado de hamster, es mutagénica; su activación se realiza por oxidación 
(11lompson et al. 1992). Se desconocen sus efectos en Drosophl/a melnnogaster. 

El 2,4-Diaminoanisol (2,4-DAA), es un agente utilizado en la preparación de colorantes, 
principalmente en tintes de pelo y como lnhibldor de la corrosión del acero ([ndex ~terck, 
1989). En ratas y ratones, induce rumores en lúgado y estómago. En Salmo ne/la typhimurium 
es mutagénico (Ashby y Tennant, 1991). No hay referencias de sus efectos genotóxicos en 
Drosopblla melanogaster. 

El eter-4-aminodifenílico (4-AME), es una amina arom:1tica del grupo de las anilinas. Los 
pocos estudios que se tienen de este compuesto indican que es mutagénico en Salmone/la 
typbtmurlum, que induce carcinomas y adenomas en hfgado asf como tumores en las 
glándulas tiroidea y pituitaria de ratas y ratones (Ashby y Tennant, 1991). 

Por último, el metiltiouracilo (MTU), es un compuesto terapéutico, que inhibe Ja 
formación de honnonas tiroideas. El grupo metilo puede cs1.ar en posición 5 (5-MTLJ o en 
6 (6-MTU). la tiroides produce dos tipos de honnonas, las cuales son derivadas de Ja tironina 
y contienen yodo: la tiroxina y Ja triyodotironina. La tiourea y sus derivados que contienen 
un grupo tiurcileno constituyen Ja mayoría de los agentes anlitiroidcos conocidos que son 
efectivos en el ser humano. Entre estos compuestos se encuentra el mctilliouracilo que 
interfiere con la incorporación de yodo en la biosíntesis de yodotironinas. Los compuestos 



antitiroidcos tienen una acción muy breve ya que su vida media es corta, de 2 a 13 horas, por 
lo cual suelen usarse dosis muy altas, de 100 a 500 mg cada ocho horas (Goodman e.tal. 1990). 

Estos agentes químicos que se emplean en la clínica, no presentan C\idencias de su 
mut.agcnicidad en ningún sistema de prueba, particularmente, en Drosopbila melanogaster 
no han sido evaluados y en seres humanos, no se conoce si tiene efectos carcinogénicos. 

Los objetivos del presente trabajo son: 

1) Determinar si los siete compuestos seleccionados del grupo 2B, son genotóxicos en 
Drosopbi/a me/anogaster utilizando la prueba SMART w/w•. 

2) Detectar las posibles relaciones estructura química-actividad genotóxica. 

3) Valorar el papel del metabolismo en la biotransformación de los promuclgenos 
estudiados, utilizando una cepa silvestre y una resistente a pesticidas. 
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MATERIALES Y METODOS 

Agentes químicos 

Los compuestos químicos probados fueron los siguientes: diclorometano (DCM) de 
Sigma Chemical Company, 0-toluidina (O-TO), 0-anisidina (0-A.'1 y 2,4-diaminoanisol 
sulfato hidratado (2,4-DAA), de Aldrich Chemical Company Inc; eter-4-aminodifenflico 
(4-AME),5-metil-2-tiouracilo (5-MfU) y 6-metil-2-tiouracilo (6-MTIJ) de Sigma Chemical 
Company. 

Cepas de DrosopbUa melaflOgaster 

Se emplearon dos líneas para la realización de la prueba: la línea estándar (ST), que es 
silvestre, tiene capacidad de biotransformación, no posee actividad metab6Uca incrementada 
y la línea HJkone-R (HK), que fue aislada en Japón, se caracteriza por tener actividad 
metabóUca incrementada, es decir que es resistente a pesticidas y posee una elevad.a 
capacidad de desmetiladón. Ambas cepas fueron proporcionadas por el Dr. E.W. Vogel de 
la Universidad de Leiden, Holanda. Estas cepas, tienen las siguientes car.tcterística.s 
fenotlpicas: las hembras de ambas son de ojos blancos y cuerpo silvestre. Los machos de Ja 
cepa ST tienen ojos rojos y cuerpo amarillo1 los de la cepa HK son silvestres. Los marcadores 

genéticos de las cepas ojos blancos (w) y cuerpo amarillo (y) se indujeron con etil-metano
sulfonato, mediante la prueba del locus específico. El marcador para cuerpo amarilJo, no 
proporciona inforrr..aclón para este ensayo, pero permite distinguir a los descendientes de los 
progenitores. 

Sistema de cruzas 

La cruza se realizó entre hembras de ojos blancos ( w~ 1-1.5 c .m) y machos de ojos rojos 
(w•) de su Unea correspcindiemc, en medio de cultivo que contenía los compuestos sujetos 
a prueba. Cinco días después de realizada Ja cruza, se retiraron los progenitores, la generación 
resultante se desarrolló en aproximadamente 12 días. Los cultivos se mantuvieron a 25ºC y 
a 60% de humedad relativa. 

Pruebas de toxicidad 

En experimentos preliminares, se determinó la toxicidad de los compuestos. Se 
observaron cualitativamente en los cultivos parámetros tales como: inhibición en la 
ovoposición, aborción de huevos, larvas y pupas, retraso en el desarrollo y número de 
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individuos que completaron éste. También se analizaron los ojos de las hembras, si éstos 
presentaban omatidias defonnadas y un elevado número de manchas que no pennitfa un 
análisis apropiado del daño inducido, entonces, se seleccionó la concentración a la cual no 
se presentaron dichos efectos, siendo ésta la más alta empleada. Se probaron al menos dos 
concentraciones por debajo de la anterior con el propósito de conocer si existía una relación 
concentración-respuesta. Con algunos compuestos como el DCM, la 0-AN y el 4-A.M:E, se 
probaron más concentraciones con el fin de obtener la concentración más baja en la que 
hubiera un efecto genotóxico. 

Procedimiento experimental 

Las sustancias, fueron disueltas en una solución 3:1 de alcohol etílico-tween 801 se 
calentó durante diez minutos y posterionnente se mezclaron de fonna homogénea en el 
medio de cultivo para Drosopblla melanosaster (Rodrfguez-Amaiz y Ramos, 1992). Los 

cultivos fueron expuestos crónicamente durante los tres estadías larvarios de la mosca y hasta 
completar su desarrollo. Se realizaron dos series experimentales por compuesto. Los testigos 
concurrentes se t.r.ltaron con la solución de alcohol et.O.ico-tween 80. 

Anállsls microscópico 

Las moscas se colocaron en una solución consistente de 90 partes de etanol al 70%, una 
parte de lween 80 y 9 partes de agua destilada (Vogel et al. 1987b). Se analizaron los ojos de 
las hembras F 

1 
procedentes de la cruza antes descrita bajo un mJcroscopio estereoscópico 

a 120X y con iluminación artifical de una fibra óptica (Dolan-Jenner Industries, !ne.). 

L-i aparición de clones blancos (w) en el contexto de los ojos silvestres (w•), se observan 
como manchas. Las manchas se cuentan y clasifican¡ se consideran de un origen independiente 
si dos manchas se encucmr.m separadas por cuatro o nús hileras de omatidias silvestres. El 
número de ojos examinados para los testigos fue de 500 a 900 y en los tratados de 180 a 900 

en función del número de moscas que completaron su desarrollo. 

Clas lflcaclón de los datos 

Para evaluar el efecto gcnotóxico de los compuestos utilizados, se hace una distinción 
entre manchas chicas y grandes (Vogel, 1992). Las chicas tienen de 2 a 4 omatidias afectadas 
mientras que las gr.indcs tienen más de cuatro. Las manchas totales se obtienen sumando las 
manchas chicas y las grandes. 
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El porcentaje de manchas por ojo se obtiene dividiendo el número de manchas (chicas, 
grandes o totales) entre el número de ojos analizados multiplicado por 100, mientras que para 
la frecuencia inducida se resta el porcentaje de manchas totales por ojo de los grupos tratados, 
del encontrado en los testigos concurrentes. 

Aruillsls estadístico 

La valoración estadística se realizó de acuerdo al método propuesto por Frei y WUrglcr 
(1988), el cual se basa en contrastar dos hipótesis mediante la compar.ición de las frecuencias 
de mutación encontradas en las series testigos con respecto a las tratadas. 

La conuastación de dos hipótesis, permite evaluar el daño causado por el agente químico 
y diferenciar un resultado positivo, débil posith·o, indeterminado o negativo en un 
experimento. 

La hipótesis nula (Ho) señala, que no hay diferencias entre la frecuencia de mutación 
en las series testigos y las tratadas. Sl en estas últimas, la frecuencia de mutación basal se 
incrementa de manera que sea estadísticamente significativa, la Ha se rechaza. 

La hipótesis alternativa (Ha) postula, que en las series tratadas hay un incremento 
estadístico igual a "m" veces la frecuencia basal. Si el agente químico no produce el 
incremento estadístico significativo en las series tratadas, la Ha se rechaza. 

El valor "m", es el número de veces que debe aumentar la frecuencia de mutación de 
la serte testigo¡ "m" es igual a 2 para las manchas chicas y totales ya que su frecuencia de 
aparición es alta , e igual a 5 para las grandes debido a que su frecuencia es relativamente 
baja (Graf et al. 1984). 

Si se acepta la Ho y·se rechaza la I-fa el resultado indica que el compuesto es negativo 
(.),por el contrario, si se rechaza la Hoy se acepta la Ha, el compuesto es positivo (+)y scr.i 
por lo tanto genotóxico, por otro lado, si las dos hipótesis se rechazan, el compuesto se 
considera débil positivo (d) y si ambas son aceptadas, el resultado es indeterminado. 

La contrastación de las dos hipótesis se realiza por separado mediante la X' de 
proporciones a un nivel de significancia de 0.05¡ se. utilizaron además las tablas de 
Kastenbaum-Bowman (1970) para confirmar los resultados. 
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RESULTADOS 

Para cada compuesto se realizaron dos series de experimentos, al no se observarse 
diferencias significativas (P•0.05) entre éstas, se procedió a sumar 1os resultados obtenidos 
en ambas. 

En los testigos concurrentes, que se trataron con la solución 3:1 de alcohol etílico-tween 
80, se encontró un porcentaje promedio de mutación espontánea de 10.1±1.6 para la cepa 
ST y de 12.0 ± 1.3 para la cepa HK (Tabla 1 y Gráfica !). 

Los datos obtenidos, se analizaron estadísticamente para evaluar el efecto causado por 
los agentes químicos. Los resultados se muestran en las tablas 2 a la 8. El simbolo (+)indica 
efecto positivo, el (d) débil positivo, la ausencia de simbolo indica que la respuesta fue similar 
a la del testigo. 

Dlclorometano 

Este solvente no mostró ser tóxico para las moscas. Se buscó como base para su análisis, 
la conccntr.tción menor a la cual se observaban efectos gcnotóxicos y se probaron tres más 
altas para obsetvar la respuesta en relación con la concentración. Las concentraciones 

utilizadas fueron: so. 100, 2SO y sao ""'!. 

Se observó una respuesta positiva para manchas chicas y totales en la cepa ST, la HK sólo 
bioacti\'Ó el compuesto a partir de 100 mM; sin embargo, para manchas grandes, el resultado 
es diferente en ambas¡ para la cepa ST fue negativo en todas las concentraciones. En la cepa 
HK fue negativo a SO ITu\I, positivo en 100 y 2SO mM y débil positivo a SOO (Tabla 2 y Gráfica 
2). La frecuencia inducida de manchas fue ligeramente mayor para la cepa ST en todas las 
concentraciones (Gráfica 3). 

0-Toluldlna 

Este compuesto se probó en las siguientes concentraciones: 1, 2. 5 y 5 mM, a 
concentraciones mayores hubo una clara reducción de la viabilidad huevo-adulto. 

La respuesta fue positiva paro manchas chicas y totales en todas las concentraciones 
empleadas y en las dos cepas. En cuanto a las manchas grondcs, en la cepa ST los resultados 
fueron negativos para todas las concentraciones y en la cepa HK sólo se obtuvieron resultados 
positivos a S mM (Tabia 3 y Gráfica 4). 
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La frecuencia inducida de manchas es similar en las dos cepas en 1 mM, pero en 2.5 y 

5 mM, esta frecuencia es mayor para la cepa ST (Gráfica 5). 

0-An!sldln:• 

Este compuesto fue tóxico para las moscas a concentraciones mayores de 5 m.M, se 
observaron numerosas manchas y omatidias deformadas. Resultó ser claramente positivo para 
manchas chicas y totales en todas las concentraciones empleadas en las dos cepas; para 
manchas grandes, en la cepa ST fue negativo a 0.5 y a 1 mM y positivo en 2.5 y a 5 m..\l, en 
la cepa HK fue negativo a O.S y positivo en las dem:!s concentraciones (Tabla 4 y Gráfica 6). 

La 0-anisidlna mostró inducir un mayor número de manchas por ojo en la cepa ST, sin 
embargo, la cepa HK fue más consistente en su respuesta (Gráfica 7). 

:Z,4-Dlamlnoanlsol 

Este agente químico a concemrnciones de lmM y 5 mM fue muy tóxico, dando lugar a 
omatldias deformadas y a retraso en el desarrollo por lo que se probó a 0.1, 0.25 y 0.5mM. 
Sólo se encontraron resultados positivos en la cepa ST para manchas chicas y totales a 0.25 
mM (Tabla 5 y Gráfica 8). 

A la concentración más baja que fue de 0.lmM la cepa HK tuvo una mayor sensibilidad 
a este compuesto, a 0.25 y a 0.5 mM la cepa ST mostró una frecuencia inducida de manchas 
mayor que la cepa HK¡ sin embargo, no resultó ser genotóxico para ambas cepas (Gráfica 9). 

Eter-4-Aminodifeníllco 

Con este agente químico, se observó un número elevado de omatidias afectadas y 
deformadas a concentradoncs mayores de 5 mM, lo que hada imposible la evaluación del 
daño. Las concentraciones utilizadas fueron 0.1, 0.25, 0.5, 1 y SmM. 

En las dos cepas se encontraron resultados positivos para manchas chicas y torales a las 
concentraciones de 0.25, O.S, 1y5 m1VI y resultados negativos para todos los tipos de manchas 
en la concentración más baja que fue de 0.1 mM. En la cepa ST, para manchas grandes fue 
negativo a 0.25 y a 1 mM y positivo a 0.5 y 5 mM. En la cepa HK para manchas grandes los 
resultados fueron positivos sólo a 0.5, l y 5 m?vl (Tabla 6 y Gráfica 10). 
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La frecuencia inducida de manchas mostro: ~~ ~lad~n concentración-respuesta en 
ambas cepas, sin embargo, en la HK tuvo un mayor efecto genotóxlco (Gráfica 11). 

5-MetlltlouracUo 

Este antitiroideo se probó a 0.1, 0.25 y 0.5 mi\.f debido a que a mayores concentraciones 
se inhibía la ovoposlción de las moscas, además de provocar la aborcl6n de los huevos y 
larvas. 

Para la cepa ST se observó una respuesta positiva únicamente para manchas chicas y 
totales en la concentración más alta. Los resultados fueron negativos para tcx:!os los tipos de 
manchas en la cepa HK (Tabla 7 y Gráfica 12). 

La frecuencia inducida de manchas aunque fue ligeramente mayor en la cepa sr, no 
resultó ser estadísticamente significativa (Gráfica 13). 

6-Metlltlouracllo 

EL 6-metiltiouracilo fue probado a las mJsmas concentraciones que el 5-Metiltiouradlo 
ya que provocó efectos de toxicidad similares. 

Para la cepa ST fue positivo en todas las concentraciones y para los diferentes tipos de 
manchas, a excepción de las manchas grandes a 0.1 mM y a 0.5 mM. En Ja cepa HK se observa 
para las manchas chicas y totales una respuesta negativa a 0.1 mM, débil positiva a 0.25 mM 
y positiva a 0.5 mM:, en cuanto a las manchas grandes, fue negativa a todas las concentraciones 
probadas (Tabla 8 y Gráfica 14). 

l.a frecuencia inducida de manchas fue mayor en la cepa sr (Gráfica l 5). 
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DISCUSION 

La biotransíonnación enzimática de los agentes xenobióticos es de gran importan~a ya 
que puede realizarse de acuerdo a las propiedades esLructurales de los compuestos químicos 
en combinación con una serie de factores, tales como: 

1) La posición estereoquímica de los sustituyentcs, que afectan la probabilidad de 
reacciones de desintoxicación (Venneulcn y Breimcr, 1983; Shahln, 1989; WilUams et al. 
1989). 

2) las regiones hidrofóbicas de una molécula que pueden influir en las uniones con 
enzimas o en el transporte a tr.lvés de la membrana para unirse o intercalarse al DNA. 

3) la estructura química del compuesto sea ésta alifática o aromática, lo que puede estar 
relacionado con el potencial de intercalación en el material genético. Hoy día se sabe que 
existen diferencias en cuanto a la gcnotoxicidad de los compuestos alifáticos y los aromáticos. 
Entre los primeros, los que son dorados, han mostrado ser mutagénicos, entre los segundos, 
el número de anillos arorrúticos, as( como la posición y el número de grupos amino son 
determinantes tanto en la toxicidad como en los efectos genéticos observados (Ashby y 
Tennant, 1988 y 1991; Ashby et al. 1989; Hatch et al. 1992). 

Entre esta serie de factores, los estercoquímicos, juegan un papel significativo en la 
predisposición a \.In efecto gcnotóxico. La estercoselectividad, es decir, las reacciones 
enzlm:itlcas preferenciales que generan uno o varios productos los cuales se pueden formar 
más rápidamente y en mayor proporción que otros, es un factor importante en el metabolismo 
de los xenobiólicos (Vermeulen y Brcimer, 1983). Cuando los compuestos químJcos poseen 
isómeros, es decir, compuestos que difieren en la orientación en el espacio de los 
sustituyentes Quaristi, 1989) tienen considerables diferencias en sus propiedades biológicas, 
pueden ser eliminados a ·diferentes velocidades, como es el caso del anestésico hexobarbital 
que en el hombre, el isómero más activo, tiene una vida media de eliminación aproximadamente 
tres veces más prolongada que la del isómero menos activo (Vcrrnculcn y Brcimcr, 1983). 

Los productos del metabolismo cstcreosclectivo son también de importancia desde el 
punto de vista toxicológico, ya que se ha demostr.ldoquc en contraste con los isómeros trans, 
los cis, muest.ran una significativa actividad mutagénica. Varias enzin1as tales como las 
monooxidasas, las epóxido hidrolasas, así como las glutatión lr.lnsferasas poseen selectividad 
por sus sustratos y por sus productos, dando lugar algunas veces a la activación de 
compuestos xenobiótlcos. Uno de los ejemplos que ilustran la acción estereoselectiva de 
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enzimas, es el metabolismo de los lúdrocarburos aromáticos pollcíclicos vía el paquete 
enzimático P-450 dependiente de fas monooxigenasas. Una de las isoformas de esta. enzima, 
llamada P-450c, cataliza con alta csrcrcoselectividad la cpoxidación del bcnzo(a)plreno a tres 
óxidos de bcnzo(a)pircno rcgioisoméricos, de los cuales uno sólo de los tres es considerado 
como el más potente cstcrcoisómero capaz de iniciar tumores (Venneulcn y Breimer, 1983). 

Los compuestos quínúcos analizados en esta tesis son: 1) un compuesto alifático dorado 
(DCM), 2) un grupo de compuestos químicos que pertenece a las aminas aromáticas, tres 
monocíclicas (O-TO, 0-AN, 2,4-DAA) y una bicíclica ( 4-AME), y 3) dos agentes químicos con 
la misma fórmula y el grupo metilo en diferente posición (5-MTU y 6-MTt;). 

Se considera que el didoro metano, es el menos tóxico de Jos metanos dorados. Se 
mctaboliza a través de la glutatión transfcrasa y en el sistema P-450 dependiente de 
monooxigenasas, generando dos metabolitos potencialmente genotóxicos: el s~ 

clorometilglutaUón y el formaldehído (Green, 1983). 

Se ha demostrado que el formaldehído, como metalx>lito del didoro metano pue~e 
formar ligamentos cruzados entre el DNA y las proteínas en el lúgado de ratón, jugando un 
papel importante en el efecto carcinogénico de este compuesto, sin embargo, la formación 
de estos ligamentos es dependiente de la actividad de la glutatión transferasa. Se ha 
establecido que en especies tales como hamstcrs y humanos se tienen rangos mucho más 
bajos de esta vía metabólica y no pueden generarse concentraciones genotóxicamcnte 
significativas de formaldelúdo (casanova el al. 1992). 

Por otrJ parte, el producto intermediario en el metabolismo del didoro metano por el 
sistema P-450, es el fonnilo, que dá Jugar a fonnaldchído y adem.1s a monóxido de carbono, 
éstos producen efectos mutagénicos en Salmonella typhimurlum, cuando se prueban como 
meta bolitas generados durante la biotransformación de este compuesto (Ben ya ja ti e.tal. 1983; 
Alderson, 1985). 

Este compuesto fue empicado a concentraciones muy altas y no mostró efectos tóxicos 
en las moscas, lo que está en relación con la estructura química. Los resultados obtenidos con 
el dicloro metano indican que en la cepa ST fue genotóxlco a Ja concentración más baja 
utilizada (50 mti.1), mientras que la cepa HK mostró efectos gcnotóxicos hasta 100 mM, 

indicando que esta última, logró desintoxicar al compuesto a bajas concentraciones ya que 
a altas concentraciones (500 mlvO Ja respuesta es similar en ambas (Gr.íficas 16 y 17). Es muy 
probable que se hayan producido cantidades suficientes de formaldelúdo, compuesto que 
es genotóxico en Drosophila mela11ogaster (Aucrbach C1 al. 1977). 
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Las anilinas manocíclicas, como la o-toluidlna y la o·anisidina son polemcs carcinógenos 
en roedores (Asbhy y Tcnnant, 1991). Las correlaciones enlre las caracteñstlcas estrucrurales 
de estas aminas aromáticas y el daño gcnotóxico no han sido claras, sin embargo, se ha 
descrito que son mutagénicas y carcinogénicas cuando sus grupos sustituyentes están en 
posición orto, y por el contmrio no lo son cuando están en posición meta y parJ. (Sl1ahin, 1989: 
Yoshimi et al. 1988). 

Estos compuestos son promutágcnos (de acción indirecta), ya que las respuestas 
positivas obtenidas en muchos sistemas de prueba 1 requieren de la adición de algún sistema 
metabólico externo o del uso de células con metabolismo intrínseco. 

La biotransformadón de la o-toluidina y la o-arusidlna se lleva a cabo a través de 
reacciones de oxidación; la N-oxidación, da lugar a la bioaclivación del compuesto químico, 
a diferencia de la e-oxidación que es una reacción de desintoxicación. La !'-oxidación de la 
o-toluidin.a genera una serie de mctabolitos secundarios¡ la N-Wdroxy-o-toluidina, la N-acetil
o-toluidina, el o-nitrosotolucno, la N-acetoxy-N·acetll-o-toluidina, la N-acetil-N-hidroxy-o
toluidina yla· 2-hidroxi-6-metil-acctanilidina; estos compuestos son muta génicos en Salmone/la 
typblmurlum en presencia de la fracción 59 de hígado de mamífero; mientras que el o
azotolueno y el o-azoxytolueno, son negativos en el mismo sistema de prueba (Danford, 
1991). 

En Drosopbi/a melanogasterse han obtenido resultados positivos para la O·toluidina en 
SMART ala a dosis de 1 y 5 mg/ml; en SMART ojo usando los marcadores white-zestc a 1 mM 
y con los marcadores white-whitc coral con 0.1 mg/ml (Batiste-Alentom c.t al. 1991)¡ en el 
presente estudio la O-TO mostró ser genotóxlca en todas las concentraciones probadas y en 
las dos cepas. 

La oxidación de la o-anisidina es esencial para la activación de este compuesto, esta 
reacción puede ser catalizada por la prostaglandina H simetasa, que es una enzima con 
actividad de peroxidasa, en mamíferos se encuentra en varios tejidos y órganos, principalmente 
en la vejiga, que es el órgano blanco para muchas aminas aromáticas. Estas reacciones de 
oxidación generan los siguientes mctabolitos secundarios: la diimina y la quinoneimina, que 
no son mutagénlcos en bacterias <:TI1ompson C.L al. 1992). En este estudio se obtuvieron 
resultados positivos desde la concentración más baja de 0-At.'-: que fue de 0.5 rn!'vl. 

Si se compara el porcent.,jc de manchas por ojo inducido por los dos compuestos, la 
o-anisidina, resultó producir una mayor frecuencia de manchas a una menor concentración 
que la o-toluidina, debido posiblemente a la configuración estercoquímica de la primera. En 



relac16n a las cepas, ambas biotransfonnaron eficientemente estas aminas aromáticas. 

El 2,4-dlamlnoanlsol, es también una amina arom:!tica monoclcllca relacionada con la 
o-toluidlna y la o-anisldina, sin embargo tiene además otro grupo amino en posición meta, 
y un grupo metoxi en posición para (Fig. 8). Sus caracteñsticas son muy interesantes debido 
a su semejanza en grupos funcionales con la o-anisidina., sin embargo este compuesto fue 
negativo, lo que puede deberse a la posición cstereoquímica de los grupos reactivos. Otras 
anilinas con la misma configuración pero con dos grupos metoxi, como la 2.4-dimetoxianllina 
no son gcnotóxicas en rata y ratón (Ashby et al. 1991). Este compuesto químJco no mostró 
ser genotóxico en Drosopbila, sin embargo su toxicidad fue muy alta, ya que no pemtitió el 
desarrollo de los organismos a concentraciones mayores a 1 mM. 

No se ha estudiado como se metaboliza el 2,4-diaminoanisol, pero el mecanismo que 
esté implicado actúa de forma similar en las dos cepas, ya que el número de manchas por 
ojo fue semejante en los grupos testigos y en los grupos trat..'1.dos, las frecuencias obtenidas 
no son significativamente distintas (Tabla 5). 

Otra amina aromática que pertenece al igual que las anteriores al grupo de las anilinas, 
es el etcr-4-aminodifenílko, es el único de los compuestos probados que tiene dos anillos 
aromáticos, ésta constitución qufmica es la que le confiere el potente efecto genotóxico, esta 
anúna bicíclica fue eflcicmcmcme biotransfonnada por las dos cepas, aunque en la HK el 
efecto fue mayor, y además, se observó una clara relación concentración-respuesta. 

No se tienen estudios de qué vía metabólica está involucrada en el metabolismo de este 
compuesto. En este trabajo, la cepa HK mostró activar más efectivamente esta amina 
aromática bicíclica que la ST, lo que podría estar relacionado con alguna de las isoformas del 
citocromo P-450, ya que ambas poseen niveles de éste similares. 

Los dos últimos compuestos analizados muest1.1n una estructura química m..ás compleja, 
cuen1an con dos grupos imino, un a:r.ufre en posición 2 y un oxígeno, características que 
ambos comparten, sólo difirieren en la posición del grupo mcUlo: 5-metil-2-tiouracilo y 6-
mctil-2-tiouracilo. 

No se tienen evidencias suficientes acerca de la mutagenicidad de estos compuestos de 
uso terapeútico. Las concentraciones probadas fueron realmente bajas en comparación con 
las dosis que se administran clínicamente debido a que a concentraciones mayores se 
observan efectos tóxicos en las moscas, sin embargo, los resultados de este trabajo, indican 
que la posición del grupo metilo es fundamental en su genotoxicidad, ya que el 
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5-metiltiouradlo fue negativo, mientras que el 6-metiltiourac!lo fue positivo en todas la; 
concentraciones para manchas chicas y totales en la cepa 'sT. ~ 

Las di_ferencias observadas en las cepas pueden estar asociadas con Una mayor capacidad 
de desintoxicación del mctabolito reactivo, hecho que es evidente en l_a cepa resistente a 
insecticidas. 1\ctualmentc los compuestos antitiroidcos en uso clínico son el propiltiouracilo 
y el metimazol; el metiltiouracilo es menos potente, por lo que ya no se le encuentra en el 
mercado. 

La estadística, es una herramienta útil en la clasificación de un agente químico como 
genotóxico. No hay que perder de vista la relación que debe existir entre el significado 

biológico y el significado estadístico, ambos relacionados con la potencia genotóxica, la 
toxicidad, la concentración y el tipo de exposición a la cual se valoran los agentes químicos: 
seis de los siete promutágenos estudiados fueron probados en condiciones biológicamente 
significativas, es decir, en concentraciones a las cuales los seres vivos pueden estar expuestos 
en condicones normales, mientras que uno de ellos (DCM), solamente dió una respuesta 
estadísticamente significativa en concentraciones clc\.-adas, dos ordenes de magnitud 
mayores, que las que se utilizaron para probar los otros seis compuestos. 

Los agentes químicos mostmron diferentes mngos de toxicidad, lo cual determinó las 
concentraciones probadas. Para establecer la sensibilidad de las cepas frente a las sustancias 
químicas, se empleó la concentración más baja pal.l cada compuesto en la cual se observaron 
efectos genotóxicos en alguna o ambas cepas; así el orden obtenido para la cepa ST fue: 6-
1'ITü=O-AX>4-AME>O-TO•DCM>5-MTU=2,4-DAA y para la HK: 4-AME>O-TO=O-AN. En la 
gráfica 16 se puede observar este orden de sensibilidad; la cepa ST fue sensible a todos los 
compuestos probados, siendo la 0-A.i'\J' y el 6-MTI..: los más potentes. El 6-MTU mostró desde 
0.1 ml\:1 sus efectos genotóxicos, sin embargo éste pudo ser desintoxicado por la cepa HK. 

L1 respuesta gcnotóXica de las moscas cambia cuando las concenlraciones son más altas, 
Ja cepa ST tiene el siguiente orden de sensibilidad: 4-AME>O-A.N>O-TO>DCMm6.MTU>5-

MTU y la cepa 1 IK: 4-AME>O-AN>O-TO=DCM>6-MTU. La potencia de los compuestos en la 
producción del daño genotóxico, se observa en la gráfica 17 donde se muestra la frecuencia 
inducida de manchas totales por los siclc compuestos, puede notarse que la amina aromática 
bicíclic..1 (4-A.ME) produjo una respuesta estadísticamente significativa entre ambas cepas. 

Las relaciones de estructura química-actividad genotóxica se establecen cuando en los 
compuestos químicos los grupos sustituycntes se encuentran en diferente posición 
esteroquímica. En el presente trabajo las aminas aromáticas estudiadas tienen diferentes 
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grupos sustituyentes, así la 0-AN. y la O-TO ~enen en posición ono la primera un grupo 
mctoxi y la Segunda un grupo metilo¡ ambas resultaron genotóxicas. La presencia de dos 
grupos sustituyemes un amino ·cn._posid~n meta y un metoxi en posición para (2,4-DAAJ no 
mostraron inducir cambios genéticos en el Sistema de prueba empicado. 

Los compuestos químicos más relacionados Jstructuralmente en el presente trabajo son 
el 5-MTU y el 6-MTU, los que tienen el grupo metilo en diferente posición, la cepa ST 
biotr.rnsf ormó los anti tiroideos, indepedicntcmente de la posición del grupo metilo, mientras 
que la HK sólo activó al agente tcíolpcútico que tiene el metilo en posición 6. 

Un resumen de los resultados obtenidos con los siete compuestos analizados en esta tesis 
y la respuesta en la cepa estándar y la resistente a insecticidas, se encuentran en la tabla 9. 

Estos resultados muestran una respuesta diferencial entre las dos cepas; la causa de esta 
variabilidad, por su importancia, puede dar lugar a un amplio tema de estudio. 

Algunos de los factores que pueden determinar la respuesta diferencial san: el 
metabolismo individual, y la capacidad de reparación del daño al DNA (Brusick, 1987). 

Se considera que un individuo está expuesto a un agente químico cuando éste se 
introduce al organismo por cualquiera de las vías de ingreso¡ la concentración de los 
compuestos químicos en el organismo generalmente disminuye ya que pueden ser 
excretados y/o biotrnsformadas. En este trabajo, la forma de exposición de los organismos 
de biocnsayo a los agentes químicos fue crónica, lo cual permite utili7.ar conccmr.ic1ones 
subtóxicas y asegura la presencia del promutágcno durante los estadios larvarios, ya que el 
huevo y la pupa nJ absorben, ni metaboliz..·m los compuestos químicos que están en el medio 
de cultivo. 

La capacidad para metabolizar alguna sustancia en particular, puede variar en cada 
organismo ya que se ha demostrado que la sensibilidad diferencial puede deberse al 
polimorfismo en el metabolismo de los agentes xenobióticos, presente en los genes del 
citocromo P-450 (Nebert y Gonzálcz, 1990). Los organismos resistentes a insecticidas han 
desarrollado, diferentes modificaciones a nivel metabólico, como pueden ser una 
cstercoselectividad enzimática o bien una mayor capacidad para realizar diferentes reacciones 
que den lugar tanto a la desintoxificación como a la acti\·ación de diferentes sustr.uas. 

Por último, las sustancias xenobióticas al ser biotransformadas, pueden causar lesiones 
en el material genético, sin embargo, éstas pueden ser reparadas cnzimáticameme por 
mecanismos libres de errores, en cuyo casa la alteí.lción inicial desaparece¡ o sujeta a errores, 
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mecanismo por el cual se fijan las mutaciones y se transmiten a las siguientes generaciones 
celulares. La reparación depende del tipo de interacción que se establece entre el compuesto 
químico ó su mctabolito reactivo con el 0).:A, y de Ja capacidad enzimática del organismo 
expuesto (Bohr et al. 1987). 

La interacción de los compuestos químicos con los discos imagalcs durante los tres 
estadías larvarios de la mosca, puede causar una alteración genética, dando lugar a un clan 
celular que se observa como una mancha en el adulto. Los compuestos que requieren ser 
metabolizados, inducen dones pequeños, es decir, el daño suele ocurrir cuando se han 
generado los mctabolitos reactivos que actúan al final del desarrollo del disco imagal¡ mientras 
que las manchas grandes se originan cuando el compuesto actúa de manera directa en las 
primeras etapas larvarias. Los compuestos analizados en el presente trabajo son de acción 
indirecta, por lo que las manchas chicas (Fig. 9) se presentaron con una frecuencia mayor que 
las manchas grandes (Fig. 10). 

La prueba de 51\1.ART w/w• es reproducible en su respuesta ya que los resultados de los 
diferentes experimentos son consistentes, tiene la ventaja de utilizar cepas con metabolismo 
diferencial y analizar Ja variabilidad en la respuesta de los organismos frente a un amplfo 
espectro de agentes químicos que han sido difíciles de evaluar en células germinales de 
Drosopbi/a melanogaster, tales como las aminas aronúticas monodclicas y bicícllcas, 
adem:ís la mosca de la fruta es capaz de detectar compuestos de \ida media corta como el 
metiltiouracilo. 
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CONCLUSIONES 

1. Los compuestos probados en la presente tesis, mostraron la siguiente respuesta: 

a) en la cepa ST todos fueron positivos excepto el 2t"\-OAA. 

b) en la cepa HK todos fueron positivos excepto el 2,4-DAA y el 5-MTU. 

2. Se detectó una relación de estructura qufmica-activldad genotóxica en las aminas 
aromáticas (O-TO, 0-AN y 2,4-DAA) y en los compuestos antitiroideos (5-MTI.; y 6-M1U). 

3. Las cepas mostraron una sensibilidad diferencial en la biotransformadón de los 
promut:!genos estudiados. 
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Tabla 1.Númcrodem.anchas/ojoobtenldascnlostcstigosdelasccpasdeDrosopbUn 
melanognster con metabolismo difcrenclal. 

CEPA ' DE MAN e H A S 

OJOS Chicas Grandes-,,~·~ =-TOtale-s 

ST 800 , '61 7. 6 
828 83 10.0 
562 61 10.8 
500 o'53'_ 10.6 
500 ' 53' 10.6 
536 ~47' 8. 7 
500 64, 12.8 

Total 4226 422 10.1 ± 1.6 

HK 724 6 80 11.0 
904 85 108 11.9 
574 55 66 11.4 
540 62 79 14. 6 
540 so 57 10. 5 
500 42 60 12.0 
584 59 74 12. 6 

Total 4366 414 524 12.0 ± 1.3 



Tabla 2. Número y frecuencia de manchas/ojoobtcnJdas al tratar con dlclorometano 
a cepas de Drosopbila melanogastcr con metabolismo dlfercnclal. 

CONC. 

[mMJ 

:~~J[ 
r"e"" 

,,,,_.," 
\6i Testigo 9;0 --2-;9· 10.8 

so -16:2+ --15 -·-3;2 97 19.4+ 8.6 
100 

-_ 
22·;0+ ·11 2·.2 -·121 24;2+ 13.4 

250 22·:·4+ •. ;13 • ____ 3~ º- 113 25.4+ 14. 6 
500 25;2+ ·_17 5.2 102 31.4+ 20.6 

CEPA HK 

Testigo 574 55 9.6 11 1.9 66 11.s 
50 510 76 14.9 12 2.3 88 17.2 5.7 

100 500 84 16; 8+ 33 6.6+ 117 23.4+ 11.9 
250 506 79 15.6+ 30 5.9+ 109 21.s+ 10.0 
500 486 126 25.9+ 24 4.9d 150 30.8+ 19.3 

ª P=O. 05 + positivo, d = débil positivo 

33 



Tabla 3, Número y frecuencia de manchas/ojo obtcnJdas al tratar con orto·toluldlna 
a cepas de Drosophlla melanogaster con mctabollsmo diferencial. 

CONC. # DE M A N c H A sª Frecuencia 

[mM] OJOS Chicas ' Grandes Totales Inducida 

CEPA ST 

Testigo 800 49 6.1 12 . 1~5 - - 61 7.6 
1 750 115 -15,3+ ---7 .: .,o.9~ =-122-- .. 16.2+ 0. 6 
2.5 502 127 25.3-Í- 12 ... 2.4 · 139'' 27.7+ 20.1 
5 192 67 34.9+ ·3 .... -i.5: 70. '36.5+ 28.8 

CEPA HK 

Testigo 724 61 0.4· 19 2.6- 80 11.0 
1 678 102 15.0+ 29 4.3 131 19.3+ 8 .3 
2.5 572 86 15.0+ 16 2.0 102 17.8+ 6.8 
5 480 118 24.6+ 28 5.8+ 146 30.4+ 19.4 

ª P=0.05 + positivo, d = débil positivo 



Tabla 4. Número y frecuencia de manchas/ojo obtenidas al tratar con orto-anl•ldlna 
a cepas de DrosopbUa melanogaster con mctabolisino diferencial. 

CONC. I DE M A N e H A sª Frecuencia 

[mMJ O.JOS Chicas ' Grandes lk ~~t·~)~es ' Inducida 

CEPA ST 
·:~ '.- .. , · .. ,. 
-... ~ 

Testigo 828 71 8.6 12 1:4 ..• 83·' 10.0 
0.5 600 123 2o;s-1: 17 2·;a "140 ':'23;3+ 13. 3 
1 722 133 18.4+ 21 2.9 154 . 21.3+ 11.3 
2.5 572 160 28.0+ 35 6:1+ ··195'-- 34;¡+ 24.1 
5 180 80 44.4+ -15 8.3+ .• 95 52.7+ 42.7 

CEPA HK 

Testigo 904 as 9.4 23 2.s 108 11.9 
0.5 550 96 17.4+ 14 2.5 110 20.0+ 8.1 
1 908 242 26.6+ 43 4.7+ 285 31.3+ 19.4 
2.5 502 170 33.9+ 38 7.5+ 208 41.4+ 29. 5 
5 500 200 40.0+ 41 a.2+ 241 48.2+ 36.3 

ª P=0.05 + = positivo, d débil positivo 
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Tabla 5. Número y frecuencia de manchas/ ojo obtenidas al tratar con 2,4· 
dlamlnoanlsol a cepas de DrosophUa melanogastcr con metabolismo diferencial. 

CONC. I DE M A N c H A s• Frecuencia 

[mMJ OJOS Chicas 

CEPA ST 

Testigo 500 46 
0.1 448 47 
0.25 500 75 
0.5 500 65 

CEPA HK 

Testigo 540 50 
0.1 500 59 
0.25 476 64 
0.5 500 57 

ª P=0.05 + = positi~o,":"d = 



Tabla 6. Número y frecuencia de manchas/ojo obtenidas ~I tratar con etcr-4. 
:ü!~~:~:i.Illco a cepas de DrosopbUa melanognstcr con metabolismo 

CONC. ' DE M A N c H A s• Frecuencia 

[mMJ o.:ros Chicas ' Grandes ' Totales Inducida 

CEPA ST 
-· 

-

Testigo 500 46 9.2 '7 - 'l. 4- 53 10.6 
0.1 506 -54 10.6 8 ,.1.6 62 12.2 1.6 
0.25 500 .92 18.4+ 9 1.8: 101 20.2+ 9. 6 
0.5 508 193 "'38.0t .20 '~:~:t - '213 _:41.9+ 31. 3 
1 476 175 36.8+ '12 '--187 39.3+ 28.7 
5 500 ;424 -',84;8• --34 

••" 6,e+ 
;_459 . 91.6+ 81.0 

CEPA HK 

Testigo 540 62 11.5;_ '·· 17. 3.1 79 14.6 
0.1 446- .>52 , .. ,13;9. 9 2.0 71 15.9 1.3 
0.25 500 .• Ü6 -)·23.2+ 23 4.6 139 27. B+ 13.~ 
0.5 500. 227 .. 45;4+ 35 7.0+ 262 52.4+ 37 .8 
1 436 '305 '70,0+ 30 6.8+ 335 76.8+ 62.2 
5 394; 505 13.L 5+ 50 13.0+ 555 144,5+ 129. 9 

·/-, 

ª P=0.05 + = positivo,' d = débil positivo 
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Tabla 7. Número y frecuencia de manchas/ ojo obtenidas al tratar con 5-metllllouracllo 
a cepas de DrosopbOa melanogaster con metabolismo dlfere.nclal. 

CONC. I DE M A N 

(mM] OJOS Chicas % 

CEPA ST 

Testigo 536 40 7.5', 
0.1 500 50 10.0' 
0.25 500 66 13•2' 
0.5 500 76 1s.~·~-1:. 

CEPA HK 

Testigo 500 42 8.4 18 3.6 60 12.0 
0.1 520 47 9.0 7 1.3 54 10.3 
0.25 500 43 8.6 7 1;4 50 10.0 
0.5 500 49 9.8 14 2.8 63 12.6 0.6 

• P=0.05 + = positivo, d = débil positivo 



Tabla 8. Número y frecuencia de manchas/ ojo obtenidas al tratar con 6.metlltlouracUo 
a cepas de DrosophUa nrelanogastcr con metabolismo diferencial. 

CONC. # DE M A N c H A sª Frecuencia 

[rnM] OJOS Chicas \ Gran.des \ . 
Totales Inducida 

CEPA ST 

Testigo 500 _61 -·12·;·2 . 3 ·.oco;·¡;·. •·. 64 · . 12.B 
0.1 512 128 --25·,o+ s. 1.0 133 26.0+ 13.2 
0.25 502 136·· 21;·0+ °(16. ···3;2+ ·152 ·• 30.2+ 17.4 
0.5 500 146 .• L29_!2+ -~12 -:,2_;4 .1~8 31. 6_+_ 18.8 

CEPA HK "~t - •T'~~ 

Testigo 584 59} 10-,1 15 2.6 74 12. 7 
0.1 500 58 11'6 4 o.a 62 12.4 
0.25 500 73 :14.6d 15 3.0 88 17.6d 4.9 
0.5 450 85 .· 18. 9+ 9 2.0 94 20,9+ 8.2 

ª P=0.05 + = positivo, d débil positivo 
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Tabla 9, Respuesta de las cepas ST y HK frente a los 7 compuestos químicos 
analizados. 

COMPUESTO ANALISIS RELACION 
ESTADISTICO* CONCENTRACION 

RESPUESTA** 

CEPA ST HK ST HK 

MBC + + SI NO 

O-TO + + SI NO 

0-AN + + NO SI 

2, 4-DAA - - NO NO 

4-AME + + NO SI 

5-MTU + - SI NO 

6-MTU + + SI SI 

En base a la concentración más alta 
En base a la concentración más baja 

SENSIBILIDAD 

ST HK 

ST>HK 

ST>HK 

ST>HK 

ST=HK 

ST<HK 

ST>HK 

ST>HR: 
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Gr6flca S. Frecuencia hulaclda de 
manchu totalic1 por O· TO ea lu cep• 
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Grilica 13. Frecuencia Inducida de 
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Gráfica 16. Frecuencia inducida de 
manchas totales por loa siete 

compuestos en lu cepas ST y BK. 
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Se graflcó la concentración mú 
kja atllli1ticamenle 1igniflc:ath11 
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Gráfica 17. Frecueacla IDduclda de 
mancho totala por los 1le~ 

compuaCol en lu cepa ST y HX: 

DCM O-TO 
500 mM 5 mM 

0-AN ;4-DAA 4-AME 5-MTU 6-MTU 
5 mM u.5 mM 5 mM 0.5 mM 0.5 mM 

•sr ~HX: 

Se graflc6 la coacentr1el6n mú 
alta atadiatica•catc 1igaificatha 



Fig.l Representación esquemática de las vías de dispersión 
de los contaminantes ambienta.les (tomado de Koren, 1991) 



S~L\R Ui l.!\ ~ifrL;·~:; ~-:t~;, 
Fig. 2 Modelo de una molécula hipotética, la cual porta los 
diferentes grupos sustituyentes considerados con alerta 
estructural. a) -alquil esteres de ácido fosfónico o sulf6nico, b) 
grupos nitroaromáticos, c) grupos azoaromáticos, d) anillos 
aromáticos N-óxidos, e) grupos aromáticos mono y dialquilaminos, f) 
alquilhidrazinas, g) alquilaldehídos, h) derivados de N-metilol, i} 
monohaloalquenos, j) la familia de N y S mostazas, K) N
cloroaminaa, l} propiolactonas y propiosulfonas, m) derivados 
aziridinilicos aromáticos y alifáticos, n) sustituyentes primarios 
alquilados aromáticos y alifáticos, o) derivados de uretanos, p) 
alquil N-nitrosaminas, q) aminas aromáticas y sus estere y N
hidroxi derivados, r) epóxidos alifáticos y óxidos aromáticos, a) 
centro de reactividad de Hichael, t) halomonocarbonos (tomado de 
Ashby y Tennant 1988, 1991) 

(l) 

X=H, F Cl,Br,I 

<•> 
~CH, 

o=s=o 
:· 1 
·~·.-·;c~2 

Melanos halogenados 

ClX~ 

<PJ 
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Fig.J Clasificación de los compuestos carcinogénicos de 
acuerdo a la organizacion mundial de la salud 

(tomado de IARC-WHO, 1987) 

GRUPO CARACTERISTICAS 

1 Agentes carcinoqénicos para los seres bum.anos: 
Suficient•s evidencias de su carcinoqenicidad. 

2A l\qentes probablemente carcinoq6nicos: 
Evidencias limitadas en los seres bum.anos y 
suficientes en organismos de experimentación. 

2B Agentes posiblemente carcinogénicos: 
Evidencias limitadas en los seres hum.anos e 
insuticientes en organismos de experimentación. 

3 LOS agentes no han sido clasificados como 
carcinogénicos, se incluyen todos los que no 
caen en las otras categorías. 

4 Agentes probablemente no carcinoqénicos: 
Evidencias suficientes en los seres bum.anos 
y en los organismos da experimentaci6n en 
cuanto a la ausencia de carcinoginesis de 
algunos compuestos. sin embargo de otros no se 
tienen evidencias suficientes acerca de sus 
afectos negativos. 
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Fig. 4 Vías metabólicas de los compuestos xenob.:l.óticos 
(tomado de Gangolli y Phillips, 1988) 

1 =-··~· ·-"'"'=· l 
Via metal>6lica A Via metab6lica B 

Reacciones de desintoxicaci6n 

Productos Componentes 
biol6gicam.ente end6qenos 

inertes 

Productos 
excretados 

Metal:rolismo 
normal 

Reacciones de bioacti vaci6n 

Ketabolitos 
biológicamente reactivos 

1. - Interacciones tisico 
quí.m.icas/covalentes 
con: 

a) membranas 
celulares 

b) constituyentes 
macromo leculares 
como proteinas 
y DllA 
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Fig.5 Reacciones de biotransforaación de loa compuestos 
xenobióticos (tomado de GoodmAn _.!j; .!.!· 1990) 

X. REACCXONES OXXDATXVAS 

1) N- y o-Desa1quilaci6n 

RHBC83- [RNB~] -RHB2+CR20 

RO<:B3- [ R~ J-R.OB+CB20 

2) Hidroxilaci6n de cadenas laterales 
a1ifitica y arolllitica 

a-@- R-0º-a-{?)--oe 

3) N-ozidación 

R3H - (R3N-OB} _ R3H - O+B 

4) Formación de ault6xido 

RSR- [a-i~a] - aiR+B 

5) Desaminaci6n de aminas 

R2c:mnr_.._ [R2 b~JID2] - R2 CO+KB 

6) Desulfuraci6n 

:C:C. Bidr6lisis de esteres y amidas 

RCOOB+ROB 

RCOOB+RHlli 

EJEMPLO 

Des ipramida 

l"•nacetina 

Fenobarbital 

Fonitoina 

Guanetid.ina 

clorpromazina 

Anfetamina 

Tiobarbital. 

Procaina 

Lidocaina 

62 



Continuación de 1a Piqura s. 

:I:II:. Reducci6n 

1) Azorreducci6n 

RN=NR - RHB:z +RHB:z 

2) Nitrorraducci6n 

RH02- RHB:z 

:IV. Reaooionaa de conjuqaci6n 

1) Glucuronidaci6n (éter y •111ter) 

_Q. +HOR - Q- + UDP 

.Q. +HOocn -_q~+ UDP 

2) Acetilaci6n 

3) conju9aci6n con glicina 

EJEMPLO 

Prontosil 

c1orantenico1 

Acetaminoteno 

Haproxeno 

:rzoniazida 

RCOOB - RgSCoA+HB2CS:zCOOB - R~CH:zCOOB+coA-SB Acido salicílico 

4) Conjuqaoi6n con sul:fato 

ROB +3-foafoadenoaina 5-•ul~ato-aoJc:u+3-foafoadeno•ina 5-fo•fato Bsteroides 

5) o-, s- y N-Metilaci6n 

a-xu+s-adenoailaet.ionina-a-x-cnl +S-adenoailhomociateina Noradrenalina 

x = o,s,H 

63 



al 

b) 

Fig.6 a) Estructura tridimensional del si•teaa enzimático 
P-450 en el retículo endoplasDlático (R representa el sustrato) 
b) componentes principales (tomado de Nebert y González, 1987) 

•u•t••tof.n 
oxidado (elj sustrato (el+ 

~( cltocromo 
\ P"o 

sustr•to ~ei+] sustrato f el+ 

~o, 

Flavoprotein• 
Reducida 

cltocromo 
P,'° 

Roductasa 

Flavoproteina 
Oxidada 



Fig. 7 Estructura de un.a omatidia de Drosophila melanogaster 
(tomado de Ready, 1989) 

Córnea _/ ~ A\ 
Cono-----------~-Jt.--~o(} - . 'i, 
Cdlulas Pigmentarlas primarias \\_ /} 

COlulas del cono '6cV 
Cé:hJias Pi9mentarlas sect.Sidarlas 

Aabdómero --------+1-
Fotoreceptor --------++
Conducto de las células del cono 

R7 Aabdómero-------+l-

11-· 
Pie de las células del cono-----1-\~YJI/\ ~@ 
Membrana basal--------'--\'tli(µ= 
AxOn 
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Fiq. 8 Características de los compuestos químicos ut:i.lizados 
(tomado de Ashby y Tennant 1991 y de Hatch ~ !!!· 1992) 

FORMULA ALERTA I ANILLOS #GRUPOS 
ESTRUCTURAL AROMATICOS AMINO/IMINO 

CI tt-c!:-H 
1 CI + o 

DCH 

oc~ 1 1 
O-TO 

ÓOCH 
1 

o-AN 

<L 2 
2,4-DAA OCH 

H2"-0o-0-2 
4-AHE 

H 
CH,í): 

5-KTIJ o 

H 
CH3~:r 1 H + 

6-KTIJ 



a) 

b) 

Fig.9 Manchas chicas a) dos omatidias afectadas 
b) tres omatidias afectadas 
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a) 

b) 

Fig.10 Manchas grandes a) aproximadB.lDente 40 omatidias 
afectadas, b) aproximadamente 300 omatidias afectadas 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Tablas
	Gráficas
	Figuras



