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RESUMEN

El clanato de sodio es un compuesto con propledades
antineoplasicas que se utlliiza en el tratamiento de mielomas,
hepatomas y en otras alteraciones de los eritrocitos, atribuido
esto ultimo a su capacidad de carbamilacidén irreversible en los
residuos NH’-terminal de la vallina de alfa y beta globulinas. Esta
sal es biotransformada de forma selectiva a nivel de sintesis de
proteinas en células tumorales; su presencia puede inhibir la
incorporacién de aminoidcidos en las proteinas citoplasméticas y
nucleares. Inhibe la accién del benzo(a)pireno y del
7'12'dimetilbenzo(a)antraceno. Aunque realmente no se conoce el
mecanismo de accién del clanato de sodio, se sabe que actia
especificamente en células dafadas,

Los objetivos de la presente tesis son: Evaluar la eficiencia
de la prueba de mutacidn y recombinacién somdtica (SMART), como una
metodologia para probar relaciones de sinergismo o antagonismo
entre diversos compuestos en las células somdticas de Drosophila
melanogaster y, 2) Determinar el efecto del clanato de sodio
(CNNAO) sobre la genotoxicidad de la N-nitrosodimetilamina (DMN) vy
de la azida de sodlo (NaN,).

Larvas transheterocigoticas flr3 +/+ mwh de 72 horas de edad.,
obtenidas de la cruza entre 99 flr'/TM3,Ser X dd mwh/mwh, se
sometieron a los sigqulentes tratamientos.

Se expusieron larvas de 72 ¢ 4 horas a un primer tratamiento
de 6 horas (tratamiento agudo) con sacarosa (5%); DMN (10 y 12.5
mM) 6 NaN, (2.5, 7.5 y 12.5 mM) y un segundo tratamiento de 48
horas (tratamiento crénico) con el clanato de sodio (10, 50 y 100
ppm) obteniendo una exposicién total de 6 X 48 horas.

Se montaron laminillas con las alas de los organismos adultos
transheterocigoéticos, las cuales se revisaron a 40 X. Se registréd
el nimero, tamafio y tipo de manchas inducidas. El anélisis
estadistico se realizd con el programa de cémputo SMART a un nivel
de significancia de a= 0,05,

En este trabajo se encontrdé que el clanato de sodio no es
genotéxico cuando se administra por alimentacién a larvas de tercer
estadio de Drosophila melanogaster en tratamiento crénico. Sin
embargo muestra un comportamiento mitogénico en concentraclones
mayores a 50 ppm.

El clanato de sodio increment6 la genotoxicidad de la DMN en
tratamientos combinados; y mostré interferencia negativa cuando se
le administré con azlda de sodio.

El presente trabajo muestra que la prueba de mutacién y
recombinacién somatica (SMART) en células de alas de Drosophila
melanogaster es una metodologia sensible, vers&til y econémica para
estudiar las interacciones entre varios compuestos,
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INTRODUCCION
Toxicologia

La toxicologia estudia los efectos de sustancias nocivas
(compuestos t6xicos) para los sistemas bioldgicos; ademas de
intentar establecer la magnitud del dafio inducido en funcidn de la
exposicion a dichas sustancias. Se puede definir como tdxice
ambiental a toda aquella sustancia potencialmente nociva que se
encuentra diseminada en los diversos ecosistemas (Vega,1985).

La exposicién de 1los seres vivos a agentes quimicos
amblentales potencialmente peligrosos es frecuente, Se calcula que
més de 100,000 productos quimicos han sido elaborados para uso
comercial e 1industrial, por ejemplo: aditivos de alimentos,
cosméticos, medicamentos, plagicidas y otros més (De Serres, 1979)
(Tabla 1).

De acuerdo con Timbrell (1989}, alrededor de 65,000 compuestos
quimicos se producen cada aflo en los Estados Unidos, y a éstos se
suman entre 500 y 1000 sustancias nuevas anualmente. La presencia
de estos compuestos en el ambiente es importante en la medida que
se desconoce el riesgo genético que representan para 1los seres
vivos.

El Jimpacto de los contaminantes en los organismos serd
diferente dependiendo del tipo de células afectadas. Cuando el
efecto se localiza en células germinales, el dafio se manifestara en
las generaciones siguientes (Loprieno, 1980); mientras que la
induccién de mutaciones génicas y aberracliones cromosémicas en

células somdticas se ha asociado con el desarrollo de procesos



Tablz 1. Clasificacitr: de musigenos ambiertaies (Modificadc de Moutschen, 1885).
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cancerosos (Loprieno, 1980; De Flora y Ramel, 1988).

El aumento en la frecuencia de enfermedades y malformaciones
congénitas ha impulsado el estudio de posibles factores ambientales
asociados a la etiologia de dichas alteraciones. El continuo
incremento en las tasas de morbilidad y mortalidad por cdncer ha
intensificado la bisqueda de alternativas terapéuticas enfocadas a
identificar sustancias con propiedades especificas que puedan
combatirlo, retrasar su desarrollo o prevenir su aparicidn. As{, se
trabaja con gran varliedad de sustancias, entre las que se Incluyen
de manera predominante productos naturales derivados de plantas y
animales y otros compuestos que se han sintetizado con esta
finalided.

La investigacion de la actividad genotdxica de los compuestos
que representan un riesgo mutagénico y/o carcinogénico para los
seres humanos se ha multiplicado en los ultimos afios (Ames et al.,
1973; Clayson, 1980; Graf et al., 1984), centrdndose en dos
aspectos que han resultado reiterativos en diferentes estudios
experimentales: existe una clara asoclacién entre la actividad
recomblinogénica y la carcinogénesis y, el inicio de un proceso
canceroso frecuentemente estd relacionado con cambios en 1la
Informacion genética de las células, es decir, tiene una base

1,, 1980; Cairns, 1981).

mutacional (Ames et al., 1973; Vogel et

Para detectar y cuantificar cantidades minimas de compuestos
ambientales potenclalmente téxicos se han desarrollado métodos
analiticos de alta sensibilidad., La informacién as{ obtenida ha

contribuido a determinar el significado toxicoldgico de 1la



exposicidon a bajas concentraciones de contaminantes (Vega, 198%5).

Los compuestos ambientales de mayor interés en la toxicologia
genétlca, una rama interdisciplinaria en la que confluyen dreas del
conoclimiento como toxicologia, genética, quimlca y medicina entre
otras, son aquellos con capaclidad nmutagénica, carcinogénica y
teratogénlca; ademds de otros cuya acclon téxica se manifiesta como
infertilidad, aborto espontdneo y/o muerte fetal. A este Gltimo
tipo de manifestaciones en forma genérica se le denomina daiio
reproductivo.

Asi, un compuesto es considerado genotdxico sl se ajusta a la
definicién propuesta por el comité de trabajo de la ICPEMC
(International Commission for Protection Against Enviromental
Mutagens and Carcinogens): ".,..un agente que produce una respuesta
positiva en cualguier bloensayo que mida cualquier evento genético
terminal,..", Por lo anterior, para que un compuesto quimico sea
considerado no genotéxico se requiere su inactividad en las pruebas
que miden los sigulentes tipos de efectos: modificacidén de la
gecuencia de bases del ADN, rearreglos del ADN, alteracliones de la
segregacidn de cromosomas y dano a la integridad cromosdmica, entre
otros (Brusick,1987).

Uno de los objetivos principales de la genética toxicolégica
consiste en detectar y comprender las propledades de un pequefio
grupo de compuestos quimicos altamente especificos para los 4cldos
nucléicos, y en particular para el ADN, que puede produclr cambios
en el material genétice (Vogel, 1992). Para lograr lo anterior los

esfuerzos en esta Area se han centrado en:



1) implementar pruebas y métodos para evaluar el riesgo y definir
el impacto de los agentes genotoxicos ambientales cuya presencia
puede alterar la integridad del acervo genético humano (efectos en
células germinales); 2) elucidar las relaciones entre genotoxicidad
y la infclacién de neoplasias (induccién de tumores o céancer)
(Vogel, 1992).

Muchos carcindégenos quimicos muestran su actividad inicladora

a través de interacciones con el ADN nuclear que se pueden

manifestar como dafio genético permanente, del tipo de mutaciones y

aberraciones cromosémicas. El rango de compuestos quimicos

potencialmente peligrosos va desde metales y compuestos inorganicos
hasta moléculas organicas muy complejas (Timbrell, 1989) (Fig.l).
La iniclacién de daflo genético en células somdticas

(carcinogénesis), o en células germinales (mutagénesis) estd

determinada por diferentes factores:

A. La ruta de administracién, forma de aplicacién, tasa de
absorcidn, adsorcién, distribucidén y eliminacién de 1los
compuestos.

B. La capacidad de blotransformacién del organismo afectado
(activacién metabdlica y desactivacidn).

C. El tipo de {interaccidon con el ADN (radicales libres,
intercalaclén electrofilica).

D. La tasa de reaccién con el ADN y otras biomoléculas.

5 El tipo y distribucién de aductos en el ADN.

F. La participacién de dafo secundario al ADN (ligamentos

cruzados, sitios apurinicos, y otros).
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G. Reparacién del dafio al ADN (sujeta o libre de error, o la
ausencia de reparacion).

H., Tasa de divisidn celular.

I. Expresién del daflo genédtico,

J. Tiempo transcurrido entre el tratamiento y el efecto genético.

A Bu vez, estos eventos son modulados por una variedad de

parametros quimicos asoclados a los compuestos: lipofilicidad,

factores estéricos, Iinteraccidn con enzimas, reactividad absoluta

y relativa, actividad éptica, mono y multifuncionalidad (Zijlstra,

1987; wWaters et al., 1990).

Los compuestos toxicos pueden dividirse en: directos
(compuestos genotdéxicos terminales), ya gue reaccionan con el ADN
o las proteinas sin requerir biotransformacidén; e indirectos, que
reguieren de activacién metabdlica (compuestos precursores o
promutégenos), los cuales pueden no tener propiedades genotéxicas

per se, pero se convierten en especles genotdxicas al ser

biotransformados (Vegel, 1991).

Compuestos carcinogénicos y anticarcinogénicos

Algunos compuestos han sido claramente identificados como
inductores de modificaciones en el ADN, por lo que se han
incorporado a la investigacidon experimental con la finalidad de
reproducir efectos conocidos en condiciones controladas, tal es 6l

caso de la N-nitrosodimetilamina (DMN),



N-nitrosodimetilamina (DMN)

Es un liquido amarillo de baja viscosidad, altamente soluble
en agua, alcohol, éter y en la mayoria de los solventes orgdnicos,
incluyendo lipidos; es muy voldtil, Su férmula quimica es (CH,),NNO
y esta constitufida por 32% de C, 8.16% de H, 37.82% de N, y 21.60%
de 0. Su peso molecular es 74.08 g/l y su densidad es 1.0048 g/m)
(Index Merck,1989).

Con el descubrimiento de la actividad mutagénica vy
carcinogénica de la N-nitrosodimetilamina se ha reunido gran
cantidad de {nformacién implicando de manera general a 1los
compuestos N-nitroso y otros agentes alquilantes como clases
representativas de compuestos carclinogénicos (Laval et al., 1990}).

La DMN se encuentra en trazas principalmente en el humo
condensado de tabaco y en carnes curadas como tocino, pescado
salado y productos ahumados. Se forma por la Interaccién del
nltrito con dimetilamina, y por la acclén de bacterias reductoras
de nitrato, Se le ha clasificado como una sustancia de accién
indirecta ya que requiere de la participacion del metabollsmo para
ser reactiva (Index Merck, 1989; Nouso et al., 1992) (Fig. 2).

Se le utilliza como solvente, en la sintesis del combustible 1-
1 dimetil-hidrazida, en la industria del plastico y la fibra, como
antjoxidante, aditivo para lubricantes y en condensadores (para
Incrementar la constante dieléctrica); también se ha usado como
nematicida (Index Merck, 1989).

La DMN es conslderada hepatocarclnogénica, ya que aumenta de

manera significativa la proliferacion celular de hepatocitos e



CHy

:N—N:O N - nltrosodimetiamina
CHy l
« « C hidroxilacién
CHs l HCHO
N-N=O Hidraximedl! - metinitrosaming  esesmeg-
CH,O0H d ido
no enzimatico
CHy “
N~-NzO Monometinirosamina
/
H
l no enzZimasco
Nz + (CHy) + OH’ Mutigeno
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induce aductos en células de higado de ratdén (Jeong y Yang, 1992;
Mirsalis et al., 1993).

Brummer y Rabes, (1992) clasificaron alrededor de 49 tipos de
tumores inducidos por la DMN en rifidén de rata y reportaron que la
cinética de proliferacién celular varia para cada tipo de tumor.
Ademds de su actividad mutagénica y carcinogénica en animales, se

ha reportado que en plantas como Arabidopsis thaliana provoca

alteraciones con atributos neoplasicos (Gichner et al., 1993).
En anfiblos, inhibe la regeneracidn, particularmente en los

miembros inferiores de Triturus cristatus; el crecimiento y la

morfogénesls son afectados de forma diferente dependiendo de la
concentracion gque se administre del carcinogeno (Koussoulakos,

1992). En células germinales de Drosophila melanogqaster induce

mutaciones letales recesivas ligadas al sexo, pérdida de cromosomas
sexuales y, en menor grado no-disyuncién, siendo mayor el efecto
cuando se administra por alimentacién (Vogel y Sobels, 1976)}. En
células somdticas de las alas y de los ojos de la mosca induce
mutacidén y recombinacién cuando se trata a larvas de diferentes
edades, aln a bajas concentraciones (Vogel et al., 1980; Graf et

al,, 1964; ordaz, 1991)

Azida de sodio (NaN;)
Es una sal que a temperatura ambiente forma cristales
hexagonales; esté constituida por 64.64% do N, 135.36% de Na, La

azida de sodio es una sal altamente soluble en agua fria o

10



caliente, e insoluble en éter; es relativamente estable, con un pK
de 4.8, al descomponerse produce dcido hidrazolico por lo que puede
considerarse que todas las soluclones de azida de sodio contienen
cierto porcentaje de éste. Las soluciones dcidas son ricas en acido
hidrazoico no cargado, el cual tiene un punto de ebullicién de
37°C, por lo que se cvapora répldamente en soluclones acuosas
(Kleinhofs et al., 1978; Beyer, 1987).

Es usada en la preparacion del dacido hidrazoico y en la
sintesis de azida de plomo y sodio puro; en la seleccidn
diferencial de bacterias, en el conteo automatico de células
sanguineas y como preservativo de reactivos de laboratorio. En la
agricultura se usa como nematicida, fungicida, herbicida,
estimulante de la germinacién y desinfectante de granos (Index
Merck, 1989). En la {ndustria automotriz se le utiliza, por su gran
reactividad como generador de nitrdgeno en las bolsas inflables de
sequridad (Tomlinson, 1980; Index Merck, 1989). También se usa como
conservador de vinos y de productos de diagnéstico para medicina y,
al ser un potente vasodilator, para controlar la presién sanguinea
en el tratamiento de la hipertensiéon. En la investigacién
biomédica, es un inhibidor respiratorio y un bactericida selectivo.
En la industria, las azidas metdlicas se usan como detonadores, en
la produccién de caucho, en la purificacién de aleaciones de
aluminio y de silicén con aluminio; para prevenilr la oxidacidn del
acero y/o reduclr la coagulacién de létex de estireno-butadieno
(Nilan et al., 1973; Tomlinson, 1980; Index Merck, 1989).

Los derivados de azida se han utilizan como compuestos de

11



fotoafinidad para estudiar la unién de lligandos a las proteinas

(Kleinhofs et al., 1978; Beyer, 1987).

Lags azldas pueden clasificarse en dos grupos principales:
inorgénicas, que tienen un grupo azlda simétrico y clerto grado de
unlén 1idénica; y organicas, las cuales presentan una unién
covalente, Las primeras pueden agruparse en cinco clases:

1) Azidas simples, son azldas metdlicas sencillas como la azlda
de sodio (NaN,), azlda de potasio (KN,) y la azlda de bario
Ba(N,),. En estos compuestos todas las valencias estdn unidas
al grupo azida.

2) Azldas compuestas, formadas por un grupoc azlda y otros
ligandos, como las azldas halidas y las azldas baslcas (p. ej.
el niquel hidréxido azida (OH)Ni(N,)).

3) Hetero-azldas, estos compuestos contienen el grupo azida unido
covalentemente a una estructura de al menos dos elementos de
los grupos V y VI de la tabla periodica.

4) Complejos azlda, formados por un 16n azida comc la esfera
ligando interior.

5) Azidas metalorgdnicas, representan una clase de compuestos que
presentan una combinacién metal-carbé6n y metal-azida
(Gonzdlez, 1994).

Nilan et al (1973) proponen que a pH bajos (dcidos) la azida
actia con mayor eficiencia; al ser una molécula neutra es probable
que en estas condiclones pueda atravesar mas fécilmente las
membranas celulares. Se le puede encontrar como sal de sodio o de

potasio, las cuales reacclonan con electréfilos y nucleéfilos, La
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descomposicion de azldas {norganicas por calor produce gas
nitrégeno y un residuo metédlico o nitritos, o6xidos, hidroazidas y
carbonatos (Gonzdlez, 1994).

Kleinhofs et al (1978) sugleren que numerosas hemoproteinas,
otras enzimas que contienen zinc y otros metales son inhibidas por
la azida; entre las que se incluyen enzimas dependientes de fosfato
de piridoxal o de grupos disulfuro, La azida de sodio inhibe a la
catalasa, la respiracion celular, la oxidacién del citocromo c y la
reaccién indofenol. Los efectos se deben principalmente a la
interaccién de azida con proteinas o enzimas del grupo hemo. Cuando
el i6n azida esté involucrado (N°,) el pH se ubica por arriba del
nivel fisioldgico (7.5-8.5)., Si ademds estad el Acido libre (HN,) no
disociado, el efecto del pH puede ser muy grande y la inhibicion se
incrementa al disminuir éste.

Se han estudiado los efectos fislologicos de azida de sodlo en
diversos organismos: bacterias, algas, ciliados, gusanos,
crustdceos, insectos, plantas y algunos vertebrados; en la mayorfa
de los organismos tiene un fuerte efecto téxico. La dosis letal
cincuenta (LD,,) que se ha reportado para ratas via inyeccidén i.p.
es de 35-38 mg/kg de peso corporal; en éstas el &cido hidrazoico es
letal en concentraciones superiores a 1160 ppm durante una hora
(Kleinhofs et al., 1978).

Gordon et al (1990) proponen que en humanos pequefas dosis de
azida de sodlo provocan una marcada caida en la presién sanguinea.

En monos, la administracidn frecuente y repetida de azida de

sodio produce desmiclinizacién y necrosis del nervio 6ptico, la

13



necrosis puede originarse de una dosis simple o por exposicién
crénica; y se asocia con inconscienclia prolongada. Las alteraclones
producidas en la corteza cerebral por azida inyectada ocasionan
ataxia debido a la destruccidn cortical cerebral; hiperquinesis e
hipoquinesis, que correlacionan con cambios morfoldgicos en el
sistema nervioso central (Kleinhofs et al., 1978). En mamiferos se
reporta como un potente agente hipotensivo que al estimular los
mecanismos cardiovascular vagal y simpadtico afecta el cronotropismo
y el inotropismo del corazén in vivo (Kleinhofs et al., 1978;
Gordon et al., 1990).

Gordon et al (1990} describen que las administraciones
crénicas a individuos hipertensos (0.6-1.3 mg, 3-4 veces al dia por
mas de dos aflos) producen un marcado descenso en la presidn
ganguinea hasta niveles normales, dosis mayores a los 4 mg/kg
producen convulsiones y muerte.

Existe controversia en relacidén a la genotoxicidad de la azida
de sodio, por una parte se ha probado que es un potente mutdgeno en
algunos sistemas bacterianos (provoca transiclones A.T » G.C}, y en
cebada (Kleinhofs et al., 1978); mientras que por otra, se le
consi{dera no genot6xica en organismos superfores y ain, se le
atribuye potencial antimutagénico, En células de mamiferos no
induce aberraciones cromosdémicas, Intercamblo de cromatidas
hermanas, ni dafo al ADN. Probablemente esta variedad de ejemplos
se relaciona con la potente actividad de la azida de sodio como
atrapador de oxfgeno excitado (oxigeno singulete, '0,), el cual

induce dafilo oxidativo.
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Existen reportes de la activacidén de la azida de sodio a un
metabolito mutagénico. La ruta de biotransformacién implica a la
enzima Q-acetilserina sulfidrilasa, la cual convierte O-
acetilserina en presencia de azida a f-azidoalanina, que es la
forma reactiva (Owals et al. 1981 b). No se ha excluido la
poeibilidad de que p-azidoalanina requiera bloactivacién adicional.

Kamra y Gollapudi (1979) no encontraron incrementos
significativos en la frecuencia de mutaciones letales recesivas

ligadas al sexo en machos de Drosophila melanogaster inyectados con

soluciones amortiquadoras de azida de sodio (0.1, 1 y 5 mM) en un
rango de pH 3.8 - 4.6. Sin embargo, en moscas alimentadas por tres
dias con azida de sodio (0.1 mM) a pH 4.6 observaron un ligero
efecto mutagénico.

En células somdticas de Drosophila, larvas expuestas a
tratamientos aqudos (6 horas) de azida de sodioc [7.3 - 14.7 mM)
mostraron una débil respuesta positiva en la frecuencia de mutacién
y recombinacién somdticas (Delgado, 1990). Sin embargo, en
tratamientos subcrénicos con bajas concentraciones se encontréd que
la azida de sodio es mutagénica e induce recombinacion en células
som&ticas de Drosophila (Gonzdlez, 1994), probablemente la
diferencia en la respuesta obtenida en estos reportes radica en la
alta toxicidad del compuesto, especialmente en los tratamientos

aqudos en los que se utlllzan concentraciones relativamente altas,

CIANATO DE SODIO (CNNaO)

Su férmula molecular es CNNaO, es una sal, que contiene 35.36%
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de Na, 24.61% de 0, 21,55% de Ny 18.47% de C. Es soluble en aqua
y alcohol e insoluble en éter; se descompone en NaCO, y urea (Index
Merck, 1989).

El clanato de sodio no parece ser genotdxico en diversos
organismos, sin embargo existen evidencias que muestran su
potencial anticarcinogénico, por lo que se le usa en el tratamiento
de mielomas, hepatomas y en algunas enfermedades de los eritrocitos
(Cerami et al., 1973; Wattenberg, 1980).

Esta sal es un inhibidor selectivo de la sintesis de proteinas
en una gran variedad de células tumorales de mamiferos y tiene
actividad antitumoral local en el sitio donde se inyecta (Shenouda
y Hutchinson, 1993).

En 1977, Allfrey et al. probaron que esta sal requiere ser
biotransformada para ser reactiva (accidn indirecta). Los
diferentes niveles de sintesis de proteinas de algunas células
tumorales activan de forma selectiva a este compuestoc. Cianato de
sodio puede impedir la incorporacidon de amlncdcidos en las
proteinas citoplasmiticas y nucleares, ademds de inhlbir la accidn
del benzo(a)pireno y del 7-12-dimetilbenzo(a)antraceno, que inducen
neoplasias pulmonares en la cepa A/J de ratén.

El cianato de sodio inhibe la proliferacidén de los eritrocitos
en casos de leucemia, lo que sa atribuye a su capacidad de
carbamilaclén irreversible por los residuos de NH? -terminal de la
valina y de alfa y betas globulinas (Cerami{ y Manning, 1973).

El cianato de sodio se ha empleado como un férmaco en el

tratamiento de anemias, Cerami et al (1973) mostraron que
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incrementa la afinidad por el oxigenoc en la sangre de simios y
perros. Sin embargo, la administracién crénica del cianato de sodio
puede traer consigo efectos téxicos (Rivera et al., 1991); y llevar
a la acumulacidn de grupos carbamil en la hemoglobina. Se ha
probado que aproximadamente un grupo carbamil del tetramero de la
hemoglebina es alcanzado por el clanato de sodio (Cerami, et alj;
1973). En misculo esquelético de perro el clanato de sodio muestra
alta afinidad por el oxigeno (0,) (Kohzukl y Enoki, 1993).

Aunque se desconoce el mecanismo de accién del cianato de
sodio, se ha determinado que éste actua especificamente en células

que se encuentran dafadas.

Drosophila melanogaster como sistema de prueba

La mosca de la fruta Droscphila melanogaster es el eucarionte

mejor conocido genéticamente, razén por la cual se le emplea en
diversos tipos de investigaciones; ofrece numerosas ventajas que
permiten utilizarla como un sistema de prueba animal rapido,
versdtil y eficiente, con el que puede analizarse un amplio
espectro de alteraclones genéticas {inducidas por agentes
ambientales, tanto en células somAticas como en células germinales;
se le puede mantener en espaclos pequeilos y el costo de su
manutencién es reducido, en comparacién con los sistemas de
mamiferos. Por la duracién de su clclo de vida, proporciona gran
nimero de generaciones en corto tiempo, tiene un nimero cromesémico
bajo (2n=8) y las larvas presentan cromosomas glgantes en sus

gldndulas salivales, los cuales se han uti{lizado en estudios
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citogenéticos para mutagénesis y evolucién (Ramos et al., 1993).

Los compuestos se pueden administrar por diferentes rutas de
exposicion, ademds de que permite la deteccién de virtualmente
todos los eventos genéticos Iinducidos: sustitucién de pares de
bases en el ADN, mutaciones génicas o puntuales con efecto
deletéreo, delecciones pequefiags, rearreglos cromosémicos como
inversiones y translocaciones, no disyuncién, recombinacidn en las
células germinales y en las células somdticas, entre otras,

Desde el momento en que la hembra oviposita el huevo hasta que
emerge el 1imago (adulto), el clclo de vida de Drosophila
melanoqaster es de 9.5 a 10 dias, a 25 ¢+ 1 °C y 60 % de humedad
relativa, La larva pasa por tres estadios y dos mudas larvales; la
primera de ellas ocurre a las 25 h y la segunda, a las 48 h; el
pupario se forma aproximadamente a las 96 h (Demerec, 1965;
Roberts, 1986; Ramos et al., 1993) (Fig. 3).

Pasado el desarrollo embrionario, eclosiona del huevo una
larva (de primer estadio), la cual se encuentra formada por 12
segmentos no aparentes (Demerec, 1965). La larva presenta dos
linajes celulares diferentes; las células larvarias y las
imagales. Las células larvarias forman todo el cuerpo de la larva,
han perdido su capacidad de divisién y s6lo aumentan de volumen; en
algunas se presentan cromosomas politénicos, son poliploides y
estan determinadas y diferenciadas genéticamente. Las células
imagales se localizan en pequefias estructuras denominadas discos
imagales y no estdn involucradas de manera aparente con alguna

funcién indispensable para la scbrevivencia de la larva, son
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distinguibles de las células larvales por su menor tamaiio, su
constitucidn diploide y la retencién de la capacidad de divisién
celular; estén determinadas genéticamente, pero sdlo alcanzan su
diferenciacién cuando entran a metamorfosis (Demerec, 1965;
Wilkine, 1966; Wirgler y vogel, 1986; Pomeral, 1990; Ramos et al.,
1993),

Durante la metamorfosis, la hormona ecdisona deséncadena una

serie de camblos en el organismo, los cuales involucran 1la
destruccién de clertos tejidos y organos larvarios vy la
organizacién de las estructuras del adulto a partir de un complejo
de células primitivas, los llamados discos imagales. La mayor parte
de los 6rganos del adulto se forman a partir de éstos, o bilen por
células larvarias que se diferencian al ocurrir la reorganizacién
del estado pupal.
Las extremidades, ojos, antenas, alas y el aparasto genital se
diferencian a partir de su disco imagal respectivo, gue sufre una
histogénesis durante el desarrollo pupal dando origen a las
distintas partes del cuerpo del adulto (Ramos et al., 1993) (Flg.
4).

Andlisis bioquimicos realizados tanto en larvas como en
organismos adultos de Drosophila, indican que en ellos se detectan
complejos enzimaticos semejantes a los de la fraccién §9 del higado
de los mamiferos, razén por la cual Drosophila se ha empleado en

mutagénesis como modelo experimental in vivo, ya que la capacidad

de biotransformacién de promutédgenos de este slstema de prueba es

similar a la detectada en los mamiferos (Vogel y Zijlstra, 1987),
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Para realizar la prueba de mutacién y recombinacidn somdticas

(SMART) en células de las alas de Drosophila melanogaster se

utilizan larvas transheterocigéticas para dos marcadores
fenotipicos recesivos localizados en el tercer cromosoma que
controlan el aspecto de los tricomas, o procesos unicelulares que
forman las células diferenciadas de la superficie de las alas:
pelos miltiples en el ala (multiple wing hair, mwh) y flama (flare,
f£1r?), ubicados a 0.0 y 39.0 unidades de mapa sobre el cromosoma 3,
respectivamente; de tal forma que sl durante el desarrollo de las
alas ocurren cambios en la informacién de las células, se
originardn clones celulares que se harén evidentes como manchas
fenotipicas mutantes que podran distinguirse del resto de las
células ~de tipo silvestre- a través de la expresion fenotipica de
los tricomas en la mosca adulta (Garcia-Bellido y Merriam, 1971).
Esta prueba tiene valores mds altos de sensibllidad (0.75-0.78) y
especificidad (0.83-0.86) que la de letales recesivos ligados al
sexo (SLRLT) (0.33-0.79 y 0.50-0.73, respectivamente) cuando se
analizan compuestos no alquilantes (Vogel, 1987; Graf y Wirgler,
1988; Vogel y Szakmary, 1990).

En la prueba de mutacién y recombinacién somdticas, aquellos
eventos provenientes de mutacién puntual, delecidén, no disyuncién
y la recombinacién entre los marcadores utilizados (fir® y mwh),
originardn una mancha simple en la que las células involucradas
expresarédn sélo uno de los marcadores mutantes (Fig. 5). Unlcamente
los eventos de recombinaclén que ocurren entre el marcador proximal

(flrl) y el centrémero, dardn origen a manchas gemelas, en las
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Fig. & Eventos genéticos y tipos de manchas detectados en Ia
SMART (ModMcado de Graf ot al, 1984).



cuales las células exrpresardn los dos marcadores de manera
independiente (Fig. 5). Por su origen, las manchas gemelas son
indicadoras de recombinacién, por lo que en la prueba SMART puede
estimarse la capacidad inductora de recombinacién de un compuesto
en particular, al distinquirse entre éstos eventos y otros. Se ha
determinado que aproximadamente el 80 % de los compuestos que
inducen recombinacién en bacterias son carcinégenos cuandoe se
prueban en mamiferos (Ames et al., 1973; Vogel et al., 1980; Radman
y Kinsella, 1980; Cairns, 1981).

Los tratamientos en la prueba SMART pueden abarcar toda la
fase larvaria o 86lo una parte de ésta. Los tratamientos agudos
pueden seleccionarse para probar compuestos con vida media corta,
para exposiciones a altas concentraclones, o cuando se desea
localizar especificamente el efecto provocado. En adicién a lo
anterior, los tratamientos de mayor duracién se utilizan para
compuestos quimicamente estables y exposiciones a bajas
concentraciones por periodos prolongados. Debido a la duracién de
la fase larvaria, es posible exponer a las larvas a mas de un
tratamiento, de manera que puede determinarse si el orden en que
éstos son aeplicados modifica su genotoxiclidad; o bien, administrar
simultdneamente ambos compuestos (co-tratamientos), con lo que es
posible estimar si la interaccién quimica entre ellos altera el
efecto inducido.

Los tratamientos combinados pueden usarse, por ejemplo, en la
determinacidén de la capacidad antimutagénica de algin compuesto,

definida como la disminucién del efecto inducido por otros

24



mutdgenos. Este protocolo se ha utilizado exitosamente para probar
el potencial antimutagénico de derivados vegetales en Drosophile
(Mufioz, 1994). Y para comparar resinas obtenidas de la raiz de tres
especies del género Ipomoea en relacidén con su capacidad para
proteger a la mosca del dafio inducido por el promutédgeno alquilante
N-nitrosodimetilamina (DMN). La prueba SMART mostrd que una de
ellas es antimutagénica, es decir, reduce el dafio inducide por la
DMN; otra de las resinas prohbadas no mostré proteccién alguna y, la
tercera potencié el daifio inducido por la DMN (Mufioz, 1994).

Es Importante continuar con la evaluacién de las ventajas de
este tipo de protocolos para llegar a establecer su aplicabilidad
y limjitaciones en el estudio de la antimutagénesis, lo que
incrementara la obtencién de {nformacién en este gentldo; asi como
estudiar otro tipo de compueastos que se utilizan experimentalmente,

y de los que no se conoce su mecanismo de accidn.

OBJETIVQOS

Este trabajo se realizé con un doble objetivo:

1} Contribuir a evaluar la eficiencia de la prusba de mutacién y
recombinaclién somAtica (SMART), como una metodologia para
probar interaccién entre diversos compuestos en las células

somidticas de Drosophila melanogaster,

2) Determinar el efecto del clanato de sodio (NaNCO) sobre la

genotoxicidad de la N-nitrosodimetilamina (DMN) y de la azida
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de sodio (NaN,).

MATERIALES Y METODOS
Compuestos quimicos :

Las sustancias y compuestos utilizados fueron: azida de sodio
(NaN;) CAS [26628-22-8), N-nitrosodimetilamina (DMN) CAS [62-75-9],

MercK y, Clanato de sodio (CNNaO) CAS (917-61-3) Janssen Chimica.

Cruza y marcadores

Se utilizaron larvas * flri/mwh + de 72 t 4 h de edad; las
cuales se obtuvieron de la cruza progenitora 99 flr!/TM3 Ser X 44
mwh/mwh.

El marcador (flr!/TM3,Ser) "flare" se localiza a 39 unidades
de mapa en el cromosoma 3; es letal en condicién homocigética en
células germinales, pero puede expresarse en células somdticas
produciendo tricomas en forma de flama (Garcia Bellido y Dapena
1974)., Para el mantenimiento de esta linea se usa el cromosoma
balanceador TM3,Ser (el cual presenta maltiples inversiones que
abarcan gran parte del cromosoma 3 y que no permiten recobrar
eventos de recombinacién, para distinguir a las moscas portadoras
del cromosoma balanceador se utiliza el marcador "Serrata" (Ser),
un gen letal dominante que produce indentaciones en el borde distal
de las alas, de esta manera, las unicas moscas que sobreviven son
las heterocigéticas para flr! y para Ser, por lo que se tiene un
sistema de letales balanceados (Russell, 1992)., El marcador mwh

(miltiples pelos en el ala) se encuentra en el cromosoma 3 a 0.0
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unidades de mapa; y se manifiesta fenotipicamente porque altera el
nimero de tricomas por célula; produciendo miltiples tricomas, en

lugar de uno como en el fenotipo silvestre (Lindsley y Zimm, 1992).

Sincronizacién

Después de tres dias de realizada la cruza, los progenitores
fueron transferidos a frascos con medio de cultivo fresco en los

que se colectaron huevos por un periodo de 8 h.

Tratamiento

En la figura 6 se muestra un resumen del protocolo seguido.
Por flotaclén se recuperaron larvas de 72 ¢+ 4 h utilizando una
solucidn saturada de sacarosa segun el procedimiento de N8thiger
(1970), posteriormente se colectaron medliante un embudo de
separacién de 4 mm de didmetro, en una malla fina de nylon; se
enjuaqaron y 8se colocaron grupos de 100 a 200 larvas en tubos
homeopdticos que contenian una malla de nylon en un extremo y un
tapon de poliuretano en el otro para impedir que las larvas
escaparan, Los tubos con las larvas fueron colocados durante 6 h
(tratamiento agudo) en vasos de precipitado que contenian 12 mg de
celulosa y 0.3 ml de una solucidon de: sacarosa 5% (testigo
negativo). DMN (10 & 12.5 mM) disuelto en sacarosa al 5%, & NaN,
{2.5, 7.5 & 12.5 mM] disuelto en sacarosa al 5% (testigos
positivos), respectivamente. Transcurrido este tiempo las larvas se

enjuagaron con agua corriente y se transfirieron a medio de cultivo
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fresco que contenia 0, 10, 50 6 100 ppm de clanato de sodio
(CNNa0), el cual se colocd previamente en el medio de cultivo
liquido a 60 °C y se dej6 enfriar. Las larvas se dejaron en este
medio (aproximadamente 48 h) hasta que emergieron como adultos
(tratamiento subcrénico).

Cada experimento se repitié dos veces bajo las mismas
condiciones para verificar la reproducibilidad de la respuesta,
después de determinar estadisticamente que no existian diferenclas
significativas entre los resultados obtenidos en cada repeticién,

se procedié a sumar los datos de ambas para aumentar el tamafio de

muestra.

Registro de las manchas.

Las moscas adultas transheterocigéticas que se recuperaron de
los frascos experimentales y testigos respectivos fueron
sacrificadas por sobredosis de éter y se fijaron en alcohol al 70%
(Fig. 7). Las alas fueron separadas del organismo con ayuda de
pinzas de relojero y se montaron en portaobjetos empleando solucidn
Faure (Graf et al., 1984). En cada laminilla se colocaron 10 pares
de alas de hembras y 10 psares de alas de machos. Las alas se
revisaron a 40X, cuantificando el nimero, tipo y tamaiio de manchas.
Se considera que dos manchas son Independientes cuando se separan
por mds de 2 hileras de tricomas normales (Garcia-Bellldo vy

Merriam, 1971; Graf et al., 1984),
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Andlisis estadistico.

Para determinar si existian diferencias significativas entre
las series testigo y tratadas, se comparé la frecuencia de manchas
de cada lote mediante el programa de cémputo SMART (Frei y wWirgler,
no publicado), a un a = 0.05, y el procedimiento de decisién
miltiple de Fre{ y Wlrgler (1988).

La hip6tesis nula (Ho), estipula que no existe diferencia
entre la frecuencia de mutacidén de las series testigo y las
tratadas; por esta razdén, su aceptacién indlca que el tratamiento
no altera la frecuencia de mutacién basal. El rechazo de esta
hipétesis indica que hay un incremento estadistico significativo en
la frecuencia de mutacién basal.

La hipétesis alternativa (H,) propone que el tratamiento
Incrementa m veces la frecuencia basal de mutacién, Su rechazo
indica que la frecuencia de mutacién lnduclda no alcanza el
incremento de frecuencia postulado (m), mientras que su aceptacién
sefiala un efecto positivo del tratamiento. E1 incremento propuesto
m, indica el nimero de veces que debe aumentarse la frecuencia de
mutacidén del lote testigo. m = 2 para manchas simples chicas y
manchas totales, deblido a que la frecuencia basal de este tipo de
manchas es alta; y m = 5 para manchas simples grandes y manchas
gemelas, debido a que la frecuencia de estos eventos es muy baja.
Los resultados que pueden obtenerse del andlisis son los
siqguientes: negativo (-), si se acepta la H, y se rechaza la H,;
positivo (+), sl se rechaza la H, y se acepta la H,; débil positivo

(d+), 8l se rechazan ambas hipétesis, en cuyo caso la frecuencia de
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mutacién serd mayor de la del lote testigo, pero no alcanzara el
incremento propuesto; e, indeterminado (i), si se aceptan ambas

hipé6tesis, ya que esto no puede ser cierto simultdneamente.

RESULTADOS

Se reallzaron al menos dos repeticiones de cada tratamlento y
se compararon los resultados obtenidos en cada una; al no
encontrarse diferenclas significativas, se procedid a sumar los
datos de cada repeticidn para Incrementar el tamafo de muestra,

El clanato de sodio fue probado por separadot 1) en los
tratamientos con DMN y 2) en los tratamientos con azida de sodio.
La frecuencia de manchas inducidas en larvas de Drosophila
melanogaster por DMN y cianato de sodio, s86los y en combinacién, se
muestra en la tabla II y en la figura 8.

La administracion crénica de clanato de sodio en ausenclia de
DMN, no result6 genotéxica para las larvas en ninguna de las
concentraclones probadas. Las frecuencias recobradas en las series
tratadas para manchas simples chicas y grandes, manchas gemelas y
manchas totales fueron similares a las obtenidas en el testigo
negativo (0.25, 0.06, 0.0l y 0.32, respectivamente) (Fig. 8a-8d).
En las dos dltimas columnas de la tabla II, en las que se estima la
frecuencia de clones inducidos por 10° células (frecuencia
observada y frecuencia corregida -al restar el valor del lote
testigo-), no se detecté induccién de clones.

En los tratamiontos combinados: La DMN [10 mM] + cianato de

32



Tabla II. SmwrD Y ae Pz DA ( aguda) ¢ Clansto de sodio ( 1 72 X 6 X 48 hr,
Menchas por ala {NGsero de manches) Frecusacis de
Disgnietico estadistico” formacisn 4.5:10!!.!
X 10~
o™n = 7] Nis. Manchas Nin.de Clase chear corre-
{xre} (o) de sisples chicas sizples gemelas totales clones clonal vada Gica
alas (1-2 ecels.) grandes men pros.
2 (> 2 cwls.) | 01 ow2
o5
-] -] 118 30 (0.25) 7 {0.08) i (6.03) 38 {0.32}) s 1.79 1.3
10 120 32 {0.273- 8 (0.07)- 2 {0.02}- 42 {0.35}~ 40 1.8% 1.4 8.1
p-13 120 19 {0.16)~ 7 (0.06}- & {C.03)- 30 (0.25)- 29 2.38 1.0 -0.3
100 120 32 (0.27)~ 7 (0.06}~ 1 (0.01)- 40 (0.33)- 40 2.17 1.4 0.1
10 o 120 158 (1.32) 3es (3.21) 8% (0.43) 598 (4.98) 435 1.3¢ 14.9
10 120 180 {1.30)- 412 (3.43)- 157 {1.31)1 T43 {5.24}1 622 3.36 21.3 6.4
50 116 200 {1.72)- 372 (3.2}~ 111 (0.96)1 683 [5.85)- 534 3.2 18.9 4.C
100 120 188 {1.32)- 352 (2.93)- 93 {3.77)1 603 {5.03)- 457 3.20 15.6 o.e
12.% o 120 146 (1.22) 327 (2.72% 70 {0.58) 543 (4.53) 416 3.34 14.2
10 11a 347 (1.25)- 341 (2.89)- 94 (.80}~ 382 (4.931}- 433 3.38 15.1 a.9
50 120 220 {1.83)~ 413 {3.44)- 123 (i.023- 756 (6.3C}- 563 3.2 19.2 5.0
100 118 227 {1.82)- 476 {4.03}- 102 (0.86)- 885 {6.82)- 638 3.29 22.2 8.6

* Analisis estadistico ds acuerdo con Fral y Wiryler, 1988

alfa = peta =~ 0.05.

£€

(oo publicadn):s, positivo; -, negativo; i, incoucluse; con un nivel de probabllidad:



sodio [0, 10, 50 y 100 ppm); el cianato de sodio no modificé de
manera significati{va la genotoxicidad inducida por la DMN: las
frecuenclas de manchas simples chicas y grandes en las
combinaciones 10-10, 10-50 y 10-100 fueron similares a la del
testigo positivo correspondiente (1.32 y 3.21, respectivamente)
(Fig. 8a y b); no asi la frecuencia de manchas gemelas, que se
Incrementd ligeramente y en relacién inversa a la concentracion de
clanato de sodio, aunque el dlagnéstico estadistico para el
{ncremento fue indeterminado (Fig. 8c); la frecuencia de manchas
totales no fue modificada con ninguna de las concentraciones (Fig.
8d). La frecuencia observada de formacién de clones por 10™° se
incrementé de wmanera I{nversa a la concentracién en todas las
combinaciones probadas, obteniéndose la mayor Iinduccién en la
combinacién 10-10 (6.4).

En los tratamlentos combinados: DMN 12.5 mM + clanato de sodio
{0, 10, 50 6 100 ppm], la presencia del clanato de sodio {ncrementd
la frecuencia de todos los tipos de manchas conforme se incrementd
su concentracidn, sin embargo, en ninglin caso el {ncremento fue
significativo (Tabla II y Figs. 8a-8d). La frecuencla observada de
formacién de clones X 10 se {ncrementé en relacién con la
concentracién de clanato de sodio, con la mayor induccion de clones
en la combinacidn 12.5-100 (8.0).

En la figqura 9 se presentan la frecuencia de manchas totales
y la clase clonal promedio obtenidas con los tratamientos
combinados: DMN y clanato de sodio. En ausencla de la DMN (Fig.

9a), la frecuencia de manchas por ala no se modifica, sin embargo,
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la clase clonal promedio se incrementa a 50 y 100 ppm. En los
tratamlientos combinados con DMN-cianato (Fig. 9b y c), 1la
administracién de clanato de sodlo no modiflicéd la clase clonal
promedio obtenida con DMN a 10 y 12.5 mM, sin embargo, la
frecuencia de manchas por ala fue llgeramente mayor a la del
testigo positlvo en las combinaciones 10-10 y 10-50, asi como en
12.5-50 y 12.5-100. Finalmente, en la figura 10 se compara la
distribucién de manchas por mosca obtenida para cada una de las
combinaciones analizadas, En el testigo negativo ([0-0],
aproximadamente ¢l 50 % de las moscas no tlenen manchas sobre sus
alas, una proporcldén menor de moscas tienen 1 mancha, y adn menos
moscas tienen 2 o 3 manchas sobre sus alas. El cianato de sodio
s0lo incrementd ligeramente el numero de manchas por mosca a 50 y
100 ppm, concentraciones en que se encontraron moscas con 4 y 5
manchas (Fig. 10a).

La diferente capacidad metabdlica de las moscas utilizadas se
hace evidente al ser tratadas con compuestos como la DMN, que
requiere ser blotransformada para ser reactiva. La figura 10b
muestra que la distribucidén del nGmero de manchas por ala se
modifica drasticamente en las moscas tratadas con DMN, obteniéndose
moscas que tienen solamente ] mancha y otras que presentan hasta 21
manchas en sus alas, Al administrarse 1las diferentes
concentraclones de clanato de sodio se observé mayor heterogeneidad
en la distribuclén de manchas, con un rango de ! a 28 manchas por
mosca en la combinacién 10-10; 2 a 19 manchas/mosca en 10-50; y 1

a 26 en 10-100. Al aumentar la concentracién de DMN a 12.5 mM el
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rango de manchas/mosca fue de 2 a 23, y en las diferentes
combinaciones fue 0 a 30, 0 a 25 y 2 a 36 manchas por mosca en las
combinaciones 12.5-10, 12.5-50 y 12.5-100, respectivamente (Fig.
10¢).

En la tabla IIl se muestran los resultados obtenidos en los
tratamientos con cianato de sodio, sélo y en combinacidn con azida
de sodio.

La respuesta obtenida en el tratamiento de cilanato de sodio
fue similar a la de la serie anterior, sin embargo, se incremento
la frecuencia de manchas simples grandes con 0-50 y 0-100 mM de
clanato de sodio, sin embargo s56lo en la primera combinacién la
diferencia fue significativa (P<0.05). Las diferentes combinaciones
de azida de sodio-con cianato de godio no {ndujeron incrementos en
la frecuencia de los distintos tipos de manchas, pero si resultaron
toxicas para las larvas ya que conforme se incrementé la
concentracién de la azida de sodio, la cantidad de larvas
recobradas fue cada vez menor, de manera que en la concentracién
12,5 mM de azida de sodio no se dispuso de moscas tratadas en
cantidad suficlente para hacer algin andlisis, razén por la que no
se muestran resultados para esta combinacién. En la figura lla-d se
muestra la frecuencla de todos los tipos de manchas obtenidas en
esta parte de los experimentos, aungue se observan variaciones en
el nimero de manchas, es importante aclarar gue en ninguna de las
concentraciones las diferenclas fueron significativas. En la figura
12 se comparan la frecuencia de manchas y la clase clonal promedio

de las tres comblnaciones de azida-clanato de sodio. En esta serie
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Tabla III. Niswro y as 1 por Ralk, (tratamianto agodo) ¢+ Clanato de sodio (

5 72 X 6 X 48 hr.

Ranchas por aia {Ndmsro ce manchas)

Diagnfstico estadfstico®”

Fracuencis de
formecifn de clonss X
1073

oy

Nax, CRNa0 NGs. NG=.de Clase ocbeer- corre~
{vom] de simples sisples cemalas totales clones cloral vads gica
(==} alas cnicas grandes bl pros.
{1-2 cwls.) {> 2 cmle.} w5 w2
=2 o5

o ] 80 26 {0.32) 1 {0.81) i {0.01) 28 (0.35) 28 50 1.4
16 (1] 28 {0.32)- 3 (0.043}1 0 (0.0Q)% 29 {0.36)- 29 1.55 1.5 G.1
S0 8C 19 (0.24)- 7 (6.09)+ 4 {0.05)L 30 {0.37)~ 29 2.31 1.5 .1
100 80 20 (0.25)~ 6 (0.08)2 1 {0.01)% 27 (0.34)- 27 2.52 1.4 -0.1

2.5 o a0 23 (6.29) B (0.10) 2 ¢0.03) 33 (o.41} 33 2.03 1.7
10 80 22 (0.28)- 2 (G-03)- o (0.00)~ 24 (0.30)- 22 1.83 1.2 -8.5
s0 8 14 (0.17)- 3 (C.04}- 6 {0.00)- 17 (6.21)- 17 1.76 c.9 -0.8
100 a0 25 (8.31)- 4 (0.05)- 1 (0.01)- 30 (6.37)- 30 .73 1.5 -0-2

7.5 [ L] 23 (0.29) 4 (0.0%) 2 (0.03) 29 [0.36) 25 3.97 1.5
10 a0 17 {0.21}- 4 (0.09)~ 2 (6.C3)~ 23 {(6.29)~- 23 2.35 i.2 -8.3
S0 a0 16 (0.20)- 5 (C.08)- 1 (0.01}- 22 {(0.28)~ 22 2.45 i.1 ~0.4
106 80 11 (0.14)- 1 (G.01)- i (0.013- 13 (0.16)~ 13 1.77 6.7 -0.8

* Analisis estadistico de acuerdo cot Frei y Wirgler no publicado (1988). +, positive; , megative; i, incouncluso; con on nivel de probabilidad:

alfa = beta = 0.05.
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de experimentos se observé un ligero aumento en la clase clonal
promedio en 0-50 y 0-100 mM de cianato de sodio, sin modificaciéon
en la frecuencia de manchas totales; la presencia del cianato de
godio disminuyé ligeramente (p>0.05) la frecuencia de manchas
totales por ala (Fig. 12b y 1l2c); por su parte, la clase clonal
promedio tendié a disminuir en las combinaciones con 2.5 mM de
azida de sodio, pero aumentd en los tratamientos combinados 7.5-10
y 7.5-50, Finalmente, la figura 13 muestra la distribucidn de
manchas por mosca obtenida en los tratamientos combinados
anteriores. En todos los casos, la distribucidén resultd similar a

la de su lote testigo correspondiente.

DISCUSION

La investigacidn enfocada a combatir o prevenir el cdncer ha
explorado diversas alternativas, intentando encontrar compuestos
menos toxicos y mas efectivos que contribuyan a alcanzar este
objetivo., Asi, historicamente se han utilizado compuestos con
actividad anticancerigena que se asocian con mecanismos de accidn
variados., Los hay alquilantes, como la mitomicina-C;
antimetabolitos, como las aminopterinas; hormonas, como propionato
de testosterona; enzimas, como L-asparaginasa; antibléticos, como
la bleomicina; y productos extraidos de las plantas, como
vinblastina y vincristina (Stock, 1970; Hellman, 1972; Carter y
Livingston, 1976; Pratt y Ruddon, 1979; Adler, 1981).
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En ocasiones se recurre al uso de sustanclas a las que se les
ha encontrado un efecto particular, aungue se desconozca en
general, su forma de accién. Tal es el caso del clanato de sodio,
un antineopldsico utilizado en el tratamiento de hepatomas,
mielomas y leucemia, del cual se ignora el mecanismo relacionado
con su efecto antineoplasico.

En forma paralela a la bisqueda de alternativas Gtiles en la
terapia del cédncer se han desarrollado modelos bioldgicos que
aceleren el andlisis de antineoplasicos potenclales, proporcionando
informacién sobre estos compuestos con una inversién de tiempo y
costo menores a los requeridos en sistemas de mamiferos. Ademéds de
los requisitos anteriores, un modelo debe reproducir log eventos
blolégicos relacionados con el desarrollo de procesos malignos.

La iniciacidn de procesos cancerosos se asocia con cambios en
la informacidn genética de las células afectadas, de manera que
aproximadamente el 80 % de los compuestos carcinogénicos son
ademas, mutadgenos activos (Calrns,, 1981), Otro de los eventos
relacionados con la carcinogénesls es la capacidad de los
compuestos quinicos para inducir recombinacién.

La prueba de mutacidon y recombinacién somaticas (SMART) que
utiliza células de las alas de Drosophila fue propuesta
originalmente como una alternativa para estudiar la actividad
genotdxlica de los diversos compuestos sobre células somdticas (Graf
et al., 1984). A medida que se ha acumulado informacién relacionada
con la sensibilidad y reproducibllidad de este sistema de prueba,

se ha aceptado con esta metodologia se puede determinar de manera
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preliminar la genotoxicidad de sustanclas pertenecientes a grupas
diversos de compuestos quimicos.

El clanato de sodio fue probado en dos ocaslones mediante la
prueba SMART, en ambogs casos la respuesta obtenida para este
compuesto indicd que no resulta genotdxico para Drosophila, no
obstante que en la sequnda serie de experimentos se incrementé la
frecuencia de manchas grandes a 50 y 100 ppm, siendo el incremento
significativo sélo en el primer caso {aunque en el limite de
decisidn) e inconcluyente en el segundo. Es importante mencionar
que en los experimentos realizados en combinacidén con azida de
sodio el tamafio de muestra fue de 80 alas (Tabla III} y no de 120
como en los experimentos realizados con la DMN (Tabla II), la
diferencia en el tamafic de muestra utilizado se debid a que en los
experimentos con azida de sodio no Be recobraron suficientes
organismos, probablemente debido a la toxiclidad de este compuesto.
Por otro lado, se ha determinado que el tamafio de muestra dptimo
para tomar decisiones estadisticas en la prueba SMART es de 55
moscas (110 alas) (Frel y Wirgler, 1995), de manera que no se
descarta la posibilidad de que al aumentar el tamafio a 120 alas el
resultado pudiera modificarse, esto basado en que Jiménez et al.
(1995) estudiando la interaccidén entre la exposicidén a sulfato de
niquel y cianato de sodio, trataron larvas de Drosophila en las
mismas condiciones que las referidas para este trabajo pero
utilizando 10, 100 y 1000 ppm de cianato de sodio y no encontraron
incremento en la frecuencia de ningin tipo de manchas (P>0.05).

En los experimentos combinados DMN-cianato de sodio no se
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registraron incrementos significativos en la frecuencia de los
diferentes tipos de manchas, sin embargo las manchas gemelas
(surgen por recombinacién) y las manchas totales fueron més
frecuentes en relacién inversa a las concentraciones probadas, en
las combinaclones con cianato gque en tratamiento con la DMN a 10
mM. Al incrementar la concentracidén de DMN a 12.5, nuevamente la
frecuencia de todos los tipos de manchas fue mayor en las moscas
tratadas con DMN-Cianato, pero ahora el incremento fue, en general,
dependiente de la concentracidén (excepto en la combinacién 12.5-
100), Allfrey et al (1977) probaron que el cianato de sodio
requiere ser biotransformado para ser reactivo (accidn indirecta)
aunque se ha determinado que la activacién de este compuesto ocurre
especificamente en células dafiadas, se desconoce la forma en que
dicha activacidn se lleva al cabo, aunque se ha asumido que podria
estar relacionada con la actividad diferencial de las células
tumorales, particularmente en relacidn con los niveles de proteinas
que son sintetizados (Ceraml et al. 1973; Kohzuki y Enoki., 1993).
Debido a que la actividad de la DMN también es dependiente del
metabolismo, es posible que el efecto observado en los tratamientos
combinados DMN-clanato de sodio se deba al efecto aditivo de los
dos compuestos sobre el metabolismo, si blen se requiere de mas
evidenclia experimental que determine si en el caso de Drosophila
esta activacién se produce de manera especifica en células
alteradas.

Rivera et al. en 1991 reportaron que la administracién crénica

de cianato de sodlo puede traer consligo efectos téxicos, En al caso
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de Drosophila este compuesto no ha mostrado inducir toxicidad atin
a 1000 ppm (Jiménez et al., 1995), sin embargo es posible que en
combinacién con otros compuestos si resulte toxica. En el caso de
DMN no se observd mortalidad aparente en las larvas tratadas, no
asi en el caso de los tratamientos combinados con azlda de sodioc en
los que la toxlcidad se hizo evidente en todas las combinaclones,
incrementandose ésta en relacién con la concentracién de ambos
compuestos, razdn por la que no se recobraron moscas en cantidad
suficiente para reallizar algin andlisis de genotoxicidad en la
combinacién 12.5-100.

La azida de sodio, un veneno de la cadena respiratoria,
potente inductor de estrés quimico y atrapador de oxigeno exitado
(oxigeno singulete, '0,), ha probado ser un mutigeno recombinogénico
en Drosophila a concentraciones tan bajas como 0.25 mM, con un
efecto localizado en la induccién de manchas grandes, cuando se
alimenta cronicamente (durante 48 h) a larvas de tercer estadio
(Gonzédlez y Ramos, 18996). En tratamientos agudes (6 h) incrementa
la frecuencia de manchas simples chicas a 9.8 mM y la de manchas
grandes a 14.7 mM, no tiene efecto sobre las manchas gemelas
{Delgado, 1990).

En este trabajo se decidid probar el efecto combinado de azida
de sodio y cianato de sodio debido a la afinidad por el oxigeno de
ambos compuestos. Los &resultados obtenides muestran que la
presencia del cianato de sodio no s8dlo no incrementéd la
genotoxicidad de azida, sino que disminuyé la frecuencia de manchas

recobradas (Fig. 1l). La reduccién en la frecuencia de manchas en
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tratamientos combinados usando la prueba SMART se ha interpretado
como un posible efecto antimutagénico, sin embargo, en este caso,
no puede explicarse como un efecto protector sino probablemente sea
debida a la incapacidad de las células para reparar el dafio
inducido por la azida de sodio, cesto se comprobdé con la cescasa
viabilidad de las larvas tratadas conforme se incrementd 1la
intensidad de los tratamientos. A partir de estos resultados se
suglere que la toxicidad, mas no la genotoxicidad de azlda de sodio
se incrementa en presencia de cianato de sodio. Lo anterior sugiere
dos posibilidades: 1) en la genotoxicidad de la azida de sodio
estan implicados otros factores ademds de su afinidad por oxigeno
ya que la demanda de éste en las larvas tratadas con la azida y el
cianato de sodio no se expresd en mayor daflo en las células de las
alas, 2) que en el efecto recombinogénico inducido por la azida de
sodio el tiempo puede ser un factor importante para que el daifio se
exprese, lo que no excluye que la demanda de oxigeno sea el factor
primario en la induccién de dafio. Ambas posibilidades requieren ser
investigadas.

En las moscas adultas, las manchas constituyen la expresién
fenotipica de alteraciones genotipicas en las células precursoras
de las alas (células del disco imagal del ala); se ha determinado
que para alcanzar el nimero de células que forman cada ala se
requiere el concurso de 15.6 divisiones celulares, asumiendo que la
duracién del ciclo celular de las células precursoras es de 8 h
(Garcia-Bellido y Merrxiam, 1971; Szabad et al., 1983). Asi, una

célula precursora (50lo se ejemplifica con 1 célula) que inicia la

49



serie de divisiones mitéticas para la formacién del ala se
encontraria en 2° ciclos - 1 célula; después de la primera divisién
se tendrian 2! ciclos - 2 células; oen la siguiente divisién, 22
ciclos = 4 células, y asi sucesivamente, de manera que se puede
estimar cudntos ciclos de division pasaron desde que se originé el
cambio en la informacién genética de la célula precursora, ya que
esto determinard el tamano de la mancha en la mosca adulta, este
valor recibe el nombre de clase clonal promedio (Tabla IV).

No obstante lo anterior, en la mosca adulta el tamafio de la
mancha no siempre corresponde con el valor que puede esperarse con
base en la edad de la larva al momento del tratamiento y con el
tipo de accién de un agente mutagénico (mutdgeno o promutageno), de
manera que variaciones en la clase clonal promedio pueden indicar
interferencia en la proliferacién de las células precursoras.

Cuando en las series tratadas se obtienen valores menores a
los del testigo correspondiente es posible que el efecto del
tratamiento provoque atraso o impida la proliferacién; por otra
parte, valores mayores podrian resultar por ejemplo, de la
induccién de més ciclos de divieién (compuestos mitogénicos). El
andlisis de la clase clonal promedio debe realizarse en combinacidn
con otros parametros, como la frecusncia de manchas totales y la
frecuencia de induccién X 10°° células.

La frecuencia de induccién X 10° células, estima cuantos
clones nuevos s@ inducen con base en un nimero de células
constante. En la frecuencia de induccién corregida X 10°° se restan

los clones del lote testigo, de manera que el resultado es
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Tabla IV . Namero de células por clon y nimero de ciclos celulares
precursores de un ala de Drosophila melanogaster.

No. de Cicles No. de Células
Celulares por clon
2° 1
2! 2
22 4
23 8
24 16
2% 32

2° 164
27 128
2° 256
2° 512
210 1024
24 2048
2% 4056
213 8192
214 16384
21 32768
218 65536




indicativo de los clones producidos sdlo por el tratamiento.

En las dos series de experimentos, cianato de sodio incrementd
la clase clonal promedio en 50 y 100 ppm, sin incrementar la
frecuencia de manchas, ésto implica que sin que se produzcan nuevos
clones, el tamafo de éstos tiende a ser mayor., La frecuencia de
induccidn por 10 indica que el cianatoc de sodio no induce la
formacién de clones extras a los que surgen de manera espontdnea.
La ocurrencia de divisiones celulares extras, han sido reportadas
para células en cultivo (Murray y Hunt, 1993) y mediante el uso de
lineas mutantes en Drosophila (Lawrence, 1992) cuando, por muerte
de células afectadas o ciclos de divisién de mayor duracidén, las
células vecinas tienen 1 a 2 divisiones celulares extras (Szabad,
1983). Otra posibilidad implicaria el tiempo utilizado en la
reparacidén del dafo inducido, es decir, que la reparacién se
realizara en menor tiempo, lo que evitaria el retraso en la entrada
a la siguiente mitosis, de esta manera las células que forman parte
de una clopa mutante no se retrasarian de manera importante en
relacidén con las células vecinas no afectadas. Asi, el cianato de
sodio parece tener un efecto mitogénico a partir de 50 ppm, sin
embargo en los tratamientos combinados no se encontraron evidencias
de induccidn mitogénica, ya que aunque en la serie de experimentos
con la azida de sodio a 7.5 mM se incrementé la clase clonal
promedio con 10 y 50 ppm de clapnato, este incremento estuvo
acompafiado con disminucién en la frecuencia de manchas por lo que
otros factores como la pérdida de algunas clonas afectadas, debido

a la toxicidad alcanzada en estos tratamientos podria estar
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produciendo un falso efecto mitogénico, se recomienda estudiar este
aspecto con una o varias metodologias disefadas para determinar
este tipo de efecto.

Los organismos utilizados en mutagénesis, al {gual que en
dreas experimentales similares, deben reunir una serie de atributos
que les definen como pertenecientes a la poblacidén de interés. Sin
embargo, desde los primeros resultados obtenidos en los estudios de
toxicologia genética ha sido evidente la diferente capacidad de
respuesta de organismos pertenecientes a la misma especie y ain
aquellos del mismo sexo, edad y dote genética similar. Esta
variabilidad inherente a las poblaciones biolégicas constituye un
atributo adiclional de las mismas y podria relacionarse parcialmente
con la capacidad que tiene cada organismo para Dbiotransformar
xenobléticos., La heterogeneidad en la deteccidn de un xenchidtico
estd en relacion directa con los reguerimentos de activacidn
metabdlica por parte del organismo, por lo que ante la presencia de
un promutdgeno ccmo la DMN, compuesto que requiere ser
blotransformado para ser reactive (Nouso et al., 1992) una
proporcidn de los organismos mostrardan indicios del efecto inducido
aiin a bajas concentraciones, mientras que otros requieren de
cantidades considerables para mostrar daflo alguno; teéricamente, la
distribucién de los niveles de deteccién que se obtendria
involucrando grandes cantidades de organismos adquirirad le forma de
una distribucién normal, con la mayor proporcién de los organismos
respondiendo a valores intermedios.

En la prueba SMART, cada mancha sobre las alas indlca la
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induccidén de una alteracidn, de manera normal, la mayoria de las
moscas no presentaran manchas mutantes, sin embargo, algunas
mostrardn 1 o varios eventos que se han producido sin que las
moscas hayan sido expuestas. La distribucién del nimero de manchas
por mosca sique una distribucién de tipo Polsson., Se ha observado
que en las moscas tratadas esta distribucidén se modifica vy
principalmente ante la exposicidén a promutdgenos la dispersidn de
la distribucidn se incrementa notablemente, lo gue probablemente
es una manifestaclén de los diferentes niveles de respuesta que
pueden existir en esa poblacion (Mufioz y Ramos, 1995).

En los tratamientos combinados, el clanato de sodio incrementé
la dispersidn de la distribucion de manchas por mosca producida por
las dos concentraciones de DMN utilizadas, probablemente lo
anterior puede deberse a que el cianato de sodio también es
biotransformado (Ceraml et &l., 1973) por lo que su presencla
induciria la produccién de enzimas involucradas en la
desintoxicacidn, las cuales al sumarse a las inducidas por la DMN
podrian falicitar la conversiodn de este iiltimo a su forma reactiva,
de manera que habria mayor cantidad de compuesto reactivo
disponible lo que incrementaria el nimero de manchas totales en los
tratamientos combinados.

En camblo, en combinacidn con azida de sodio, compuesto gque
también requlere ser blotransformado (Kleinhofs et al., 1975) el
clanato de sodio no mostrd efectos aparentes sobre la distribucién
del nimero de manchas por mosca. Al respecto, hay que considerar

que los dos compuestos referidos presentan afinidad por oxigeno
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(Cerami et al., 1973; Kohzuki y Encki., 1993) y son inductores
enzimadticos probados (Conger y Carabia, 1977; La Velle y Mangold,
1987) vy a la vez, inhibldores de sintesis de proteinas (Shenouda y
Hutchinson., 1993), por lo que el efecto sobre las larvas expuestas
pudo haberse expresado comc interferencla en la reparacién del dafio
inducido por la azida de sodio lo que podria llevar a la no
viabilidad de las células afectadas. En la flgura 13b y 1l3c se
muestra que a medida que aumenta la concentracién de clanato en
presencla de azida, la dispersidén de la distribucién del nimero de
manchas por mosca se reduce, siendo inclusive menor que la del
testigo negativo, en consecuencia, el nlimero de moscas que no
presentan manchas se incrementa lo que podria indicar que en estas
moscas las células afectadas al no poder reparar el posible daifo
inducido no proliferan o mueren y por esa razdén no se recobran.
La prueba SMART es una alternativa valiosa para estudlios de
mutagénesis en células somdticas porque proporciona informacidn
sobre distintos eventos genéticos, sin embargo, en el anallsis de
los efectos recobrados es importante que se consideren diversos
aspectos para obtener informacién consistente con todos ellos., Es
necesario continuar utilizando los protocolos combinados para
determinar si este sistema logra distinguir entre la genotoxicidad
particular de los compuestos utilizados, asi como la producida por
la interaccidén entre éstos, El andlisis de la susceptibilidad
individual vista a través del nimero de manchas por mosca requiere
ser validada utilizando compuestos con diferentes mecanismos de

acclién para comprender la utilidad de su aplicacién en el estudio
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del impacto de xenobidticos en las poblaciones analizadas,

CONCLUSIONES

El cianato de sodio administrado crénicamente por alimentacidn
no induce mutacién y recombinacién somdticas en larvas de

Drogophila melanogaster.

En apariencia, el cianato de sodio es un compuesto mitogénico

en concentraciones superiores a 50 ppm,

El cianato de sodio potencia la genotoxicidad de la DMN en

tratamientos combinados.

El cianato de sodio incrementa la proporcion de moscas con

manchas sobre sus alas producida por DMN,

La interferencia negativa del cianato de sodio con la
genotoxicidad de azida de sodio, podria estar asociada con la
toxicidad alcanzada en los tratamientos combinados con estos

compuestos.

La SMART es una metodologia sensible y versédtil para estudiar

el efecto combinado de compuestos de interés.
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