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RESUMEN

Los estudios para determinar el impacto del ambiente en los
seres vivos se han incrementado de manera relevante en los ultimos
afios. Un avance importante ha sido caracterizar fuentes potenciales
de daifio, ya sea como producto de la actividad humana (fAbricas e
industrias, entre otras), como de origen natural (actividad fignea,
depdsitos minerales, aguas subterraneas, productos toxicos
@elaborados por animales y por plantas). Las consecuencias de esta
exposiciédn han sido estudiadas principalmente en las células
germinales de diversos organismos, sin embargo con el tiempo se ha
acumulado informacién del impacto del ambiente sobre las células
somaticas, haciendo evidente la importancia de la deteccion y el
estudlio de este tipo de procesos sobre todo para el hombre.

La prueba de mutacioén y recombinacidén somaticas (SMART) se ha
utilizado para valorar la induccion de mutaciones puntuales,
deleciones, pérdida de cromosomas y recombinacién en las células
somAticas de la mosca. Ademads, el diseiflo genético de esta prueba
posibilita cuantificar la contribucidén de la recombinacién soméatica
en la produccién de alteraciones genéticas.

Se han aportado evidencias experimentales de la sensibilidad
de la prueba ante diferente tipo de compuestos, #in embargo, existe
controversia en relacidon con la capacidad del sistema para detectar
el efecto de aneuploiddédgenos, por lo gque, finalmente, el trabajo se
enfocd al analisis de la respuesta ante la exposicién a este grupo
de compuestos.

El objetivo de este trabajo fue comparar el potencial
aneuploidégenoc de compuestos citostaticos con diferente mecanismo
de accién en células de las alas de Drosophila melanogaster.

Los compuestos seleccionados fueron: vinblastina, colchlicina
¥ vincristina, comunmente conocidos como alcaloides de Vinca e
hidrato de cloral, compuesto que interfiere con el ensamblaje de
subunidades de tubulina y/o actina. Larvas de tercer estadio fueron
tratadas por alimentacioén con los compuestos a diferentes
concentraciones.



Para los cuatro compuestos seleccionados se analizd la
frecuencia de induccién de manchas chicas, grandes, gemelas Yy
totales. Se compard la frecuencia de manchas inducidas por los
compuestos entre moscas libres de inversiones Y moscas que
presentan miltiples inversiones, lo cual permite descartar 1la
participacion de la recombinacién mitédtica. Ademés se analizdéd el
incremento en la frecuencia de manchas, en relacidén con el nuamero
de ciclos de divisién que genera las manchas registradas después de
los tratamientos con cada uno de los compuestos. En el caso de
vinblastina y colchicina, se encontraron variaciones evidentes
entre las moscas silvestres b4 las portadoras de miltiples
inversiones, por lo qQue para analizar con mayor detalle 1la
respuesta genotdéxica dependiente del genotipo de la mosca se
Propuso obtener una curva del tiempo de exposicidén-efecto en larvas
flr’/mwh y TM3,Ser/mwh tratadas con vinblastina y colchicina a una
concentracién de {0.125] mM, ya gqgue en ésta las frecuencias de
manchas obtenidas en ambos tipos de moscas fue similar.

De manera colateral se observd que los tratamientos
interrumpidos con vinblastina y colchicina produjeron, ademas de la
respuesta genotoxica diferencial. gran cantidad de mal formaciones
en cabeza, ©ojos, proboscis, torax b¥4 abdémen en un namero
significativo.

Otro aspecto interesante es la mayor proporcidén de moscas

portadoras de inversién qgue E-1-] recobraron en todos los
tratamientos, lo cual se relaciona con la induccién de fenocopias
debido al comportamiento de 1los compuetos. Para descartar la

participacidédn de fenocopias como la causa del incremento en el
nimero de moscas portadoras de inversiones, se diseiio un sistema de
cruza alternativo gque permitiera identificar mediante el color del
cuerpo a los organismos portadores de inversiones mialtiples. Los
resultados del anélisis morfolégico para el color del cuerpo
indicaron que efectivamente se tiene induccidén de fenocopias, 1lo
cual se hizo evidente obteniendo moscas silvestres para el color
del cuerpo y muescas en los bordes de las alas (atributo gque
corresponderia scolamente a moscas Con cuerpo color ébano y alas
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serrata).

A partir de los resultados obtenidos se puede conclulr qQue:

Drosophila melanogasterxr 8i es
aneuploidégenos y gque estas
teratdgenos para la mosca.

capaz de detectar
sustancias son ademés fuertes

En Drosophila la vinblastina mostrdé actividad mutagénica no
dependiente de recombinaciédn mitdtica, la colchicina y la
vincristina parecen tener una débil actividad mutagénica la
cual ademas podria implicar la participaciédn de recombinacidn
Y el hidrato de cloral mostrd actividad
dependiente de actividad clastogénica.

En Drosophila, un efecto asociado con la exposicién de
aneuploidégenos es la formacidn de una muesca en las alas.
La disminucidén en la progenie -+ flr’/mwh + a

recombinogénica

tiempos de
exposicién prolongados podria explicarse por la induccidn de
efectos teratogénicos.

El uso del marcador ebony permite discriminar entre 1la
progenie portadora de inversiones miltiples y las fenocoplias
inducidas.

Los resultados obtenidos indican que en Drosophila
melanogaster la presencia de inversiones miltiples no parece
conferir ventaja ante la

genotoxicidad de los compuestos
probados.



INTRODUCCION

Los estudios para determinar el impacto del ambiente en los
seres vivos se han incrementado de manera relevante en los Gltimos
Un avance importante ha sido caracterizar fuentes potencliales
(fadbricas e

afios.
de dafio, ya sea como producto de la actividad humana
industrias, entre otras), como de origen natural (actividad ignea,
depésitos minerales, aguas subterraneas, pProductros toéxicos
elaborados por animales y por plantas). Las consecuencias de la
exposicién a diversos factores han sido estudiadas principalmente
en ‘las células germinales de diversos organismos, sin embargo con

el tiempo se ha acumulado informacion del impacto del ambiente en
las células somaticas, haciendo evidente la {importancia de la
el

deteccidn y el estudio de este tipo de procesos sobre todo para
hombre, ya gue muchos de ellos se relacionan con céancer o la
induccién de malformaciones. Entre los factores implicados en la
produccién de alteraciones congénitas, se incluye también a los
contaminantes ambilentales con capacidad mutagénica y teratogénica,
ademids de Otros cuya accidén se manifiesta en infertilidad, aborto
y muerte fetal, entre otros.

Un mutédgeno es una sBustancia gque produce cambios genéticos
heredables que se manifiestan en la descendencia de los organismos
expuestos, mientras gque un teratdgeno actua preferentemente durante
tejidos en desarrollo,

la organogénesis, en las células de los
malformaciones

provocando alteraciones que se expresan como
congénitas las cuales, aunque no son heredables, alteran el
desarrcllo de los organismos, llegando incluso a ser letales (WHO,
1984) .

Un producto gquimico puede interactuar y alterar el ADN
dependiendo de sSus propiedades fisicogquimicas, asi como de 1la
forma y duracidn de la exposicidon, la dote genética de
edad, hébitos, salud, prefiéz, exposicidén a
entre otros

intensidad,
los organismos, sexo,
miltiples factores y asocilacion con otras enfermedades,

factores (Ames, et al, 1973, Clayson 1980 y Graf et al, 1984).



Drosophila como sistema de prueba

El empleo de los diversos bloensayos se orienta hacia 1la
determinacién del riesgo potencial que implica la exposicién a
alguna sustancia en particular, Yy hacia la prediccidédn de 1a
asociacién entre genotoxicidad, teratogenicidad y carcinogenicidad,
involucrando el estudio de los posibles mecanismos de accidn (bDe
Serres, 1979; Vogel y Natarajan, 1979%9a y b; Todd et al, 1983;
wiirgler et al, 1983 y Brusick, 1988).

Para determinar el impacto genotoxico de diversos factores se
han establecido metodologias experimentales o sistemas de prueba en
los que se controlan los parametros en los gue ocurre la
exposicidn, para definir la naturaleza del factor causal Y
establecer en gqué situaciones la exposicidn a éstos conlleva riesgo
para los organismos. Algunas caracteristicas qQue se han sefhalado
para un sistema de prueba ideal son: costo moderado, corta duracién
del ensayo, deteccidn de un rango amplio de eventos genéticos,
reproducibllicdad .en el efecto detectado, potencial de
biotransformacidn mediada por el metabolismo, produccidén de
progenie numerosa que proporcione muestras representativas, entre
otras (De Serres, 1979; Kilbey et al., 1981 y Valencia et al.,
1984).

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster, s un eucarionte
con s860lo cuatro pares de comosomas y un ciclo de vida corto (10
dias a 25° C) en el que produce progenie numerosa (Fig. 1). Se
regquiere poco espacio para mantenerla y los efectos inducidoes
pueden determinarse tanto en sus células germinales como en las
sométicas {vogel y Sobels, 1976 Yy Schuler et al., 1982). Los
compuestos pueden ser administrados por: alimentacidn, inyeccidén e
inhalacién a larvas y adultos, y ducha vaginal a adultos. Ademéas,
es un sistema de prueba in vivo, lo cual representa otra ventaja
adicional, va Que Drosophila es capaz de transformar
metabdlicamente a los compuestos de manera similar a la activacioén
mediada por 1la fraccion S9 del higado de mamiferos, lo que
posibilita estudiar promutagenos sin necesidad de previa activacioén

[



1T

Dvosophiia melanogaster a 25 + 1 C°

(Tomado de Maidonado, 1684).

Figura 1 Ciclo de vida de



al maetabolito reactivo (Baars, 1980;
1982 y Zijlstra y Vogel, 1988).
Entre las metodologias experimentales disponibles en
Drosophila, la prueba de no-disyuncién y pérdida de cromosomas
sexuales (Sex chromosome loss Test, SCLT),

Hallstrom et al., 1982; Clark

se ha utilizado durante
c€élulas germinales el
Mediante el analisis fenotipico de
la progenie de organismos portadores de marcadores fenotipicos se
distingue entre la induccidn de no-disyuncicén y la pérdida parcial
de cromosomas sexuales; ademéas,

los dltimos 20 anos para cuantificar en
efecto de posibles genotdxicos.

el conocimiento de la gametogénesis
de Drosophila permite discriminar el efecto de

genotéxicos en
células germinales con diferente grado de

diferencitacidn, por
ejemplo, entre células pre- y posmeidticas. Sin

embargo, los
resultados acumulados a través de los

afos han sugerido que
Drosophila es poco sensible a la acciéon de los aneuploiddgenos
debido a dos factores principalmente. EI1 primero, e8 Qque las
hembras de Drosophila presentan un tipo de segregacidén de
cromosomas que depende del apareamiento y la recombinacion de los
homologos durante la meiosis, que se denomina guiasmatica. Cuando
en las hembras se sustituyen los cromoscomas normales por otros
portadores de numeraosas inversiones se
importante la no-disyuncién cromosémica como resultado de la
auseaencia de eventos de recombinacion exitosos. El segundo argumento
se asocia con las altas concentraciones utilizadas, por lo gue se
llegd a considerar que este organismo no resultaba sensible ya que
se utilizaron concentraciones sumamente altas
resultados (Z2immering, 1987).

incrementa de manera

para obtener

En 1986, Foureman propuso otro ensayo para estudiar
aneuploidia en Droscophila mediante el uso del marcador

prune (pn:
1-0.8) que codifica para el color de los ojos.

pn es autdnomo en
los discos imagales de los o0j0s y en las moscas recién emergidas
produce ojos con una coloracién cafe-rojizo-translicido.
de los machos tienen aproximadamente 25% mas de
{(pigmento rojo)

Los ojos
dropterina
que los ojos de los machos silvestres; en estas
moscas, las concentraciones de xanthopterina Yy sSepilapterina



(pigmento café) Be incrementan arriba del 110t del de las moscas
silvestres. El control de la sintesis de drosopterina estéa
relacionada con 1la actividad de 1la enzima GTP ciclohidrolasa
(Lindsley y Zimm, 1992). Esta prueba permite detectar ganancias de
cromosomas que resultan de la no-disyunclién de 1l1los cromosomas
sexuales en la primera o segunda divisién en machos; puede detecrtar
intercambilio de cromosomas X-Y y tiene un valor potencial ya que
pPermite predecir la relativa sensibilidad de jas dos divisiones
meidticas a alteraciones en el numero de cromosomas.

Otra metodologia es la prueba de mutaciédn y recombinacidn

somAticas (Somatic Mutation and Recombination Test, SMART) (Graf et
células de los discos
determinadas genéticamente pero
la metamorfosis. Mediante el uso

pelos o tricomas gque se forman a

al, 1983). En esta prueba se utilizan
imagales de las alas que estan
alcanzan la diferenclacioén hasta
de marcadores recesivos para los

partir de cada célula de las alas, puede observarse en el adulto la
aparicién de manchas con fenotipos mutantes en un contexto de tipo
silvestre. Las manchas pucden ser simples

{chicas o©o grandes) o
gemelas .

L.as manchas simples se producen por mutacién puntual,

delecidédn, recombinacilén y no disyuncicén, mientras gue las gemelas

se© producen unicamente por recombinacioén entre el marcador proximal

¥ el centrémero, el cual funciona como un tercer marcador (Fig. 2).

El tamafo de la mancha es un estimador del tiempo gque transcurrid
entre la induccién de la alteracidn y la ultima divisidn celular.

De esta manera, las manchas chicas (de 1 a 2 células) se originan

al final del desarrollo mientras que las manchas grandes (de mas de
3 células) tienen un origen mAsS tempranc en el desarrollo.
El uso de cromosomas portadores de
permite balancear arreglos

recombinogénica entre los

multiples inversiones

genétjicos Y evita la actividad
homélogos . En esta metodologia, la
comparacion de la frecuencia de manchas obtenidas entre moscas con
arreglos silvestres Y aguellas

portadoras de cromosomas c<on
inversiones

multiples permite distinguir la contribucidén de la
recombinacién en la frecuencia de manchas obtenida (Graf et al,

1984). También en esta prueba Drosophila ha mostrade ser sensible
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& compuestos de naturaleza quimica diversa, sin embargo, no ha sido
clara su sonsibilidad para detectar el efecto de compuestos que

alteran la maquinaria del huso mitético.

Microtibulos y maquinaria celular.

Los microtibulos (MTs) estan involucrados en una gran variedad
de funciones celulares bAsicas y esenclales tales como megregacidn
cromosomica, organizacioén intracelular, transporte axonal,
motilidad y determinacién de la forma celular, entre otras. Todas
estas funciones dependen de la capacidad de 1la tubulina
componente mayoritario de los MTs, formada

-un
por las subunidades a y
para polimerizar y despeolimerizar (Avila, 1990).
La tubulina cuenta con dos sitios de unidén al GTP,
ellos, el sitio E ubicado sobre la subunidad

solo uno de

., permite un libre
intercambio con €l nucledrtido en solucién. En el sitlo E, el GTP es
hidrolizado durante el ensamblaje.

En los MTs se pueden distinguir dos dominjios: 1) las

asociaciones longitudinales que llevan a la formacién de
protofilamentos, en los que las moléculas de tubulina esté&n
alinenadas de cuerdo a su propio eje de longitud y 2) en el

cilindro estos protofilamentos estan asocliados lateralmente dentro
de las subnidades de la tubulina gue estan débilmente ancladas.

Existen proteinas Que se unen a los MTs (Protein Asscclated
Microtubules, MAPs). Cuandeo las MAPsS estan presentes en los MTs, se
encuentran organizadas sobre la superficie de éstos formando una
especie de 1lAtigos. Las moléculas de tubulina se encuentran
arregladas con la misma polaridad cuando uno de los extremos tiene
s0lo subunidades a y/o subnidades (Avila, 1990).

En 1968 Y 1972 Weisenberg et al., determinaron las
caracteristicas esenciales para las condiciones de polimerizacién:

a. Se requlere GTP a concentraciones mencres de 0.1 mM, el
cual puede ser hidrolizado a GDP (gque es acumulado) o
reemplazado por andlogos no hidrolizables. -
El GDP permanece firmemente unido en €l polimero y todo
el P, es eliminado.

11



c. El GDP por si mismo es8 un fuerte inhibidor de 1la
polimerizacidén.
d. Los MTs son sensibles al calclio.

A elevadas concentraciones, la tubulina pura puede ensamblarse
en MTs, este efecto es revertido por la presencia de iones de
calcio; ademas, las MAPS pueden ser reemplazadas por otros
cofactores semejantes a policationes. En este proceso la densidad
de carga es importante, s8i ésta es alta, una segunda capa de
tubulina puede ser depositada alrededor de los MTs para formar los
llamados MTs diplex.

El proceso de disoclacién de los MTs puede ser medido, en
condiciones donde el emsamblaje es completamente inhibido. Tales
condiciones pueden ser obtenidas en diferentes formas, ej. por la
rapida congelacidén a 4° C; por el rapido e irreversible consumo de
GTP;:; usande enzimas; por la rApida asociaciédn de tubulina no
polimerizada a un inhibidor similar a la colchicina, la
podofilotoxina, por iones de calcio; © simplemente por una dilucidn
‘por debajo de la concentracidén critica de tubulina (Avila, 199%0).

El huso mitdtico contiene la magquinaria responsable de 1la
segregacidén de las cromatidas hermanas (Fig. 3). Estéa compuesto
de un complejo y dinadmico arreglo de microtuibulos (MTs), que estan
nucleados a partir de los polos del huso (Masuda H, 1995). E1
correcto ensamblaje y la funcién del huso mitédético durante 1la
divisién celular son esenciales para asegurar gue el genoma
duplicado sea segregado a las células hijas (Fig. 4); en este
proceso, la fosforilacion de residuos esta ampliamente implicada,
asi como varias proteinas cinasas y fosfatasas que regulan de igual
forma estos procesos. En particular, mutaciones en el polo cinasa
especifico para serina-treonina en Drosophila y la cinasa CdcSp en
Saccharomyces cerevisae, relacionadas estructuralmente, producen
divisiones anormales tanto mitédéticas como meidticas (Golsteyn et
al., 1995).

12



CROTUSLOS
Mo CIETOCOMCOS

Fig. 3 Arreglo de los microtGbulos en el huso mitodtico
(M

cIntosh et al. 1985).

Se ha reportado que en Dresophila melanogaster,
tubulina es requerida para 1la
centros arganizadores de los

la gamma-
estructura y la funcidédn de 1los
microtubulos (MTOCs) . Esto se
determiné mediante el estudio de un alelo mutante del gen de la
gamma-tubulina localizado en la regidn 23C del brazo fzquierdo (2L)
del cromosoma 2. Esta mutacién,

denominada gamma-tub23CPI, es
causada por la insercién de un elemento P en la cadena lider no
traducida del transcrito de gamma-tubulina (Sunkel et al, 1995).
En Drosophila, mutaciones en la proteina KLP61F, del tipo de
las cinesinas, producen alteraciones mitdticas gue son letales para

los organismos. KLP61F se expresa en la proliferaciédn de 1los

tejidos durante el desarrollo embrionario y larvario,
papel primario en la divisioén celular.

los polos del huso no se Sseparan,

teniendo un
En ausencia de su funcién,

POr lo que se forman husos
mitdéticos monopolares (Heck et al, 1993).

13



Filg. 4 Participacién ce los microtibulos a 1e largo del
ciclo celular (McIntosh ez al, 198%5).
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Al estudiar neuroblastos de Drosophila, Gonzélez et al,

(1991), determinaron gue se requiere la presencia de un huso

funcional para que se lleve al cabo la separacién de las cromAtidas
hermanas en presencia de drogas despolimerizantes de los MTs tales
como colchicina o un anadlogo reversible como el 2-methoxi-5-(2,3,4-
trimethoxifenil)-2,4,6-cicloheptatrien-1-ona (MTC), la incubacidén
de neuroblastos en colchicina provoca el blogueo irreversible de
las células en metafase, pero aunque la exposiciédn de neuroblastos
a MTC también causd arresto en la metafase,
muchas de las células entraron a

separacién de cromatidas hermanas.

después de la reversidn
anatase v completaron la
Los mismos autores analizaron el
efecto de regiones extra de heterocromatina y sugirieron que ésta

tiene una funcién importante durante el apareamiento y la

subsecuente separacidén de los cromosomas ya que durante la anafase

temprana., los cromosomas que portaban heterocromatina extra

separaron primero la regidn centromérica y después las regiones con
heterocromatina extra.

Muchas otras moléculas como los andlogos de la colchicina,

los
alcaloides de Vinca, las podofilotoxinas y el

nocodazole entre
otras funcionan como inhibidores gue se unen especificamente a la
tubulina impidiendo 1la correcta formaciédn de MTs

(Margolis vy
Wilson, 1977; Saltarelli y Pantaloni, 1983),

mientras gue otros
como el taxol establlizan con alta afinidad el ensamblaje de los
microtibulos (Schiff et al, 1979).

Se han modificado quimicamente residuos de tubulina

para
determinar 1los

aminoacidos centrales implicados en la unidén de
drogas © GTP a 1la tubulina o para

analizar 1la capacidad de
polimerizacién,

pero en pocos casos se ha establecido de manera
exacta €1 o los aminoédcidos involucrados en estas uniones. Los
residuos de cisteina 239 y 354 podrian estar involucradas en el
ensamblaje de tubulina y en 1la interacién de

tubulina con
colchicina;

mientras que los residuos de cilsteinas 12 y 201 &6 211
podrian estar implicados en la unién de vinblastina y maytasine a

la molécula de tubulina, pero no en la unidn de colchicina. La
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metilaciédn de residuos de 1lisina de la tubulina indican que el
residuoc 394 de la subunidad o, @s importante ya que su modificacién
inhibe completamente la polimerizaciédn de la tubulina.
de lisina es especlialmente reactivo,
proximidad de 1la histidina

Este residuo
posiblemente por la estrecha
393, l1lo qgue podria incidir en 1la
formacién de un agrupamiento de residuos basicos en la a hélice
(Avila, 19%0).

La colchicina fue el primer compuesto con el que se inicid el
estudio de la interaccién de drogas con la tubulina.

Se le obtiene
a partir de Colchicum autummale y Gloriosa

superba (Avila, 1990).
La colchicina se une con alta afinidad (XKd = 5 gM) a un sitio en la
tubulina e impide que ésta sea incorporada en los polimeros en
formacidn. Se ha sugerido gue este sitio se
subunidad a®*° o en las subunidades a y
de tubulina con tripsina,

& colchicina se

localiza en 1la
de tubulina. La protedlisis
ha mostrado gue el sitio de alta afinidad
localiza entre 1los aminoacidos 339-390 de 1la

subunidad a (Serrano, 1985; Serranc et al, 1984; Avila,

e al,
1987).

Mediante inhibicidén por colchicina del entrecruzamiento entre
la cisteina 239 y 354 de 1la -~tubulina, Little y Luduena (1985) han
sugerido que el sBitio de unidén de 1la colchicina podria estar
localizado en la —-tubulina. Sin embargeo, Deinum y Lincoln (1966)
usando resonancia paramagnética han propuesto gque el sitio de uniédn
de la colchicina no esta cercanoc a 1os sitios de unién del GTP, Mg"
v 2n?", ni a las cisteinas reactivas de la a y -tubulina y que el
cambio conformacional de la tubulina inducido por la celchicina es
1o que impide el entrecruzamiento de 1los residuos de cisteina.

Uppuluri et al (1993)

usaron la digestién con tripsina y
guimiotripsina y

la hidrélisis de <tubulina para localizar los
sitios que intervienen en la unidén con la colchicina. Mediante la
digestidn triptica localizaron una banda de 4 kDa gue contiene dos
péptidos, uno con l1los residuos 1-36 y el otro con los residuos 213-
242 para la quimiotripsina y un péptido con 10os residuos 1-46 y
214-241 para la tripsina. Para identiflicar cudl de 1los péptidos
contiene el marcaje se digirié la -tubulina con tripsina, lo que
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reportd la aparicién de un péptido N-terminal de 16 kDa y otro C-
terminal de 35 kDa. Estos resultados mostraron gue al menos dos
sitios en la -tubulina estdn especificamente fnvolucrados en la
unién con colchicina y que la extensién de esta molécula abarca
ambos sit{os en el mondmero de la tubulina.

Al estudiar la estructura Quimica de la colchicina, Banerjee
et al (1981) observaron que la union de esta molécula a la tubulina
consiste en un proceso lento, no-reversible y dependiente de 1la
temperatura, contrario al proceso de unién de algunos de sus
andlogos como la colchiceina. Baséndose en datos de disoclacién
propusieron que el anf{lle B de la colchicina presenta tres
subdominios que favorecen la interaccién colchicina-tubulina.

Por sus efectos en el ciclo celular, la colchicina es
considerada un compuesto citostdtico que junto con otros alcaloides
diméricos obtenidos de Catharantus roseaus: vinblastina Y
vincristina (también llamados alcaloides de Vinca), son utilizados
en la quimioterapia del céancer por sus propledades antimitéticas.
Los derivados de C. roseaus muestran diferente toxicidad vy

efectividad en retardar el crecimiento de tumores. Las funciones de
los alcaloides de Catharanthus ha sido descrita a nivel celular,
relacionandose principalmente con la inhibicién tanto in vitro como
in vivo de la funcién de los microtdbulos al impedir el ensamblaje
de la tubulina y provocar el desensamblaje de los microtibuleos a
concentraciones relativamente bajas; a concentraciones mayores,
ocasionan desprendimiento de protofilamentos de las paredes de los
MTs. Sin embargo, los alcaloides de Catharanthus pueden afectar
ademas diferentes procesos celulares como la sintesis de ADN y ARN,
la biosintesis de lipidos, el metabolismo ciclico de nucledtidos,
el metabolismo del glutation y €l transporte de calcio dependiente
de calmodulina (Skoufias y Wilson, 199%2).

En células cerebrales de bovinos in vitro, compuestos como
vincristina, vinepidina, vinblastina y la vindesina {un nuevo
derivado de la vinblastina) inhiben la adicién de subunidades de
tubulina y su ensamblaje en los extremos de los MTs. Jordan et al
(1985), reportaron que estos derivados de Catharanthus presentan
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una potencialidad semejante, pero difieren en la capacidad de
inhibir el ensamblaje, siendc vinblastina y vindesina inhibidores
mas potentes de la proliferacién celular que vincristina vy
vinepidina.

La vinblastina es una droga antimitética gque ademas de inhibir
el ensamblaje induce la auto-asociacién de tubulina en los arreglos
superenrrcllados de los protofilamentos, suprimifendo la taza de
crecimiento y acortamiento de los MTs y reduciendo la frecuencia de
transiciones del estado de crecimiento o© pausa al estado de
acortamiento, lo gque se conoce como estado de catastrofe.

En células de ratén tratadas con vinblastina, 1la duracién
promedio de una pausa (estado de dindmica atenuado en el que el
crecimiento o acortamiento podrian ser detectados) y el porcentaje
de tiempo total consumido en pausa se incrementaron
significativamente. Se ha reportado gue una concentraciédn de 32 mM
de vinblastina reduce la actividad dinémica de los MTs hasta en un
75% (Kallio et al, 1995).

Dhamodharan et al (1995), mostraron gue en células de ratén
tratados in vivo, vinblastina se une cinéticamente a losS extremos
de los microtibulos y que uno de sus efectos principales como droga
quimicterapeutica es suprimir la dindmica de los MTs en el huso
mitético.

Singer et al (1989) observaron que al adicionar vinblastina
(2-200 M) a MTs estabilizados in vitro, éstos pasaban a un estado
de despolimerizacion formando protofilamentos en espiral y otras
formas agregadas de la proteina de los MTS . Al utilizar
concentraciones intermedias de vinblastina (> 2 < 200 uM)
determinaron que este estado de despolimerizacién correlaciona con
concentraciones altas e intermedias de la droga y que se debe a la
unién estequiométrica de ésta a la tubulina a lo largo de la
superficie de 1os MTs.

En células HelLa incubadas durante un <¢iclo celular con 2 mM de
vinblastina, se encontrd por microscopia electrdnica gue el blogueo
mité6tico de las células se asocla con ligeras alteraciones de la
estructura del huso que provocaron: a) bloqueo del ciclo celular en
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un estado similar a la prometafase o metafase; b) no segregacién de
los cromosomas en la anafase; c) reduccidén significativa del numero
de MTs unicos a los cinetocoros; d) alteracidédn de centrosomas; e)
pérdida de la estrecha asocliacién de los centriolos madrec e hijo;
£) aparicién de vesiculas membranosas en la regién centrosomal; g)
centrioclos alterados con MTs gque atravesaban su interior; sin
embargo, no hubo alteracién en la estructura de los MTs ni de los
cinetocoros inducida por la droga (Wendell et al, 1993).

La inhibicidén mitética inducida por drogas gque s8e unen a la
tubulina ha sido atribuida a la despolimerizacion de los MTs, sin
embargo, en células Hela con MTs del huso polimerizados Yy no
polimerizados, concentraciones bajas de vinblastina y vincristina
siguen induclendo arresto mitdético. También en este tipo celular,
Jordan et al (1992) compararon la actividad de vinblastina,
podofilotoxina y nocodaczole a diferentes concentraciones. Estas
drogas afectaron la dinamica de polimerizacidn de los MTS in vitro
y despolimerizaron los MTs en las células. Al examinar la
organizacién del huso por microscopia de inmunofluorescencia y
mediante un ensayc de inmunoadsorbancia cuantificaron la masa de
lo8 MTs, reportando aumento en la concentracién de tubulina y
propusieron que los cambios en la organizaciéon de los husos
mitdticos Bse deben a efectos similares de las tres drogas, que
provocan arresto mitdtico, pero no necesarjiamente producen
despolimerizacién neta de los MTs. Con podofilotoxina, el arresto
mitStico estuvo acompafiado de la despolimerizacidédn de los MTs. En
contraste, con vinblastina Yy nocodazole, el arresto mitdédtico
ocurridé en presencia de un complemento total de MTs del huso. Las
tres drogas indujeron un rearreglo de MTs casi idéntico, una
incrementada organizacidén aberrante de cromosomas metafadsicos y
fragmentacion de centrosomas. EStos datos sugleren gue estas drogas
blogquean la mitosis principalmente al inhibir la dinadmica de los
MT8s del huso, mads que por la simple despolimerizacién de los
mismos.

Otros estudios han revelado que la vinblastina Y la
vincristina: a) producen oligdémeros de tubulina sin microtidbulos,
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b) afectan de manera preferenteo los s8itios de emisién de tubulina,
c) a diferencia de la ceolchicina no inducen desplegamiento de la
hélice antfipAtica en el extremo carboxilo terminal de la -
tubulina, d) inhiben el plegamiento colchicina-tubulina =sin
provocar el desplazamiento de la misma, a) incrementan al
rompimiento quimiotriptico de 1la —-tubulina en sitios posteriores
a la tirosina 281, f) ifincrementan la especificidad del fotomarcaje
de 1la -tubulina con colchicina, Yy por ultimo ff) 4inhiben 1la
hidrélisis de GTP estimulada por la misma. Estos efectos se deben
a que comparten un sitio de unidén en comun a la tubulina localizado
en la hélice de la -tubulina, la cual e€s alterada en presencia de
colchicina (Sackett, 1995).

En ratones machos, la administracidén de altas concentraciones
de vinblastina y vincristina dafia de manera directa a las células
de Sertoll al destruirse los MTs y las mitocondrias. La vincristina
dafia de manera especifica el sistema acrosdmico y los puentes
citoplasmaticos de las espermatidas inmmaduras, lo gue produce
esterilidad.

En general, se ha determinado que en mamiferos estos
compuestos provocan retraso de los cromosomas durante ila
segregacion en la meiosis, lo que se manifiesta como micronicleos
(Kallio et al, 1995), poliploidias y aberraciones (Leopardi et al,
1993).

Sieber et al (1978) compararon los efectos teratogeénicos y
citogenéticos de tres derivados de plantas (majitansina, VP16-213 y
VM-26) con los producidos por colchicina y vincristina en ratones
hembra tratados antes de la gestacidn. En los resultados obtenidos
no hubo correlacién entre el efecto teratogénico y el citogenético
de los cuatro compuestos, aungue en todos los casos se recobraron
malformaciones craneanas en la progenie incluyendo exencefalia,
hidrocefalia, anoftalmia y microtia, adem&as de malformaciones
esguelétcticas.

Otro compuesto que ha sido asociado con el funcionamiento del
huso es el hidrato de cloral, un metabeolito del tricloroetileno que
se emplea en la industria farmaceutica como medicamento sedativo.
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Induce aneuploidias asociadas con retraso celular, hiperploidias,
no disyunciones, hipoploidias y ha sido clasificado como un
clastégeno S-dependiente (Vian ot 51, 1995). En estudios in vivo en
ratones produce c-mitosis (Miller y Adler, 1989); smse ha reportado
que en células germinales de hembras en ratones, afecta la forma
del huso mitético, la citocinesis y la progresion del ciclo celular
(Eichenlaub y Betzendahl, 1995), asi como cambilos cromosédmicos
estructurales y numeéricos (Mailhes et al, 1993); hay reportes
contradictorios con respecto a la induccién de microndacleos (MN),
habiendo resultados positivos (Leuschner y Leuschner, 1991; Adler
et al, 1991; Bonatti et al, 1992; Lynch y Parry, 1993) y negativos

{Russo et al, 1992); en mami feros induce hiperploidias en
espermatocitos (Russo et al, 1984), pero es negativo en oocitos
(Mailhes et al, 1988B). En levaduras y Aspergillus es positivo para

la prueba de tubulina in wvitro (Parry, 1993).

Zordan et al (1994) reportaron que en larvas de Drosophila el
hidrato de cloral tiene actividad recombinogénica.

En seres humanos, @l hidrato de cloral y sus metabolitos, el
tricloroetanol y el Acido tricloroacétice se acumulan en el suero
Yy sSe unen a proteinas. Los tres compiten por un sustrato, 1la
albimina. Onks et al (1992), empleando el método de peroxidasa y
dialisis investigaron s4 estos compuestos compiten con la
bilirubina para unirse a la albumina. Los resultados mostraron que
el hidrato de cloral y el tricloroetancl no afectan la unién de
bilirubina-albumina, mientras que el Aacido tricloroacético si 1lo
hace.

En células meidticas de ratén, Eichenlaub-Ritter et al, (1995)
analizaron mediante métodos citogenéticos y de inmunofluorescencia
los efectos del hidrato de cloral en ococitos maduros in wvitro. E1
hidrato de cloral blogqued la maduracidén de los ococitos durante la
meiosis I de manera irreversible y dependiente de la concentracién,
observandose la presencia de cromosomas bivalentes; los husos
meidéticos presentaron un arreglo asimétrico y los polos mostraron
un aspecto fusiforme; indujo retardo de los cromosomas durante 1la
telofase I, inhibidé la enlongacién del huso durante la anafase B y
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provocd desplazamiento del plano ecuatorial en la metafase I y II.
Los ococitos fueron irreversiblemente arrestados antes de madurar o
en presencia del hidrato de cloral 8 h antes de la primera Yy
segunda divisién. Con estos datos concluyeron que el hidrato de
cloral es un potente aneuploidégeno en células germinales de
hembras, afectando la forma del huso, la citocinesis Y la
progresioén del ciclo celular.

El objetivo de la presente tesis fué:
Comparar la actividad de diversos aneuploidédgencs en células
de las alas de Drosophila melanogaster.

Para analizar la sensibilidad y especificidad de Drosophila
ante este tipo de compuestos, se plantearon los siguientes
objetivos particulares:

1.1 Establecer el potaencial aneuploidogénico de compuestos
citostéticos con diferente mecanismo de accidén en células de
las alas de Drosophila melanogaster.

1.2 Clasificar a los compuestos probados en relacidén con su
potencial genotoxico.

II. MATERIALES Y METODOS
Sistema de cruza

Cruza 1. Se emplearon dos lineas de Drosophila melancgaster:
£1r?/ 1In(3LR)TM3, ri pt sep 1(3)8B9Aa bx3** e Bd® y mwh/mwh, de las
cuales se obtuvieron hembras virgenes y machos, respectivamente. E1l
marcador autosomico recesivo (3.00) mwh modifica la forma del pelo
o tricoma produciendo tricomas maltiples (mads de 2) por célula, a
diferencia del fenotipo silvestre en el gque se produce un tricoma
por célula. El marcador autosémico recesivo f1lr? (3.39) es letal en
condicién homocigotica, sin embargo es viable en mosaicos somAticos
produciendo tricomas amorfos con expresividad variable gue van
desde una mancha quitinosa sobre la superficie del ala hasta un
tricoma en forma de flama, de donde recibe sSu nombre. Para
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balancear al marcador f£f1lr! se utiliza el cromosoma balanceador

(TM3,Bd?) el cual porta numerosas inversiones gue evitan recobrar
productos de recombinacidén en las moscas portadoras y un marcador
letal dominante, Serxata (Ser). Para una descripcién mas detallada
de los marcadores consultar Lindsley y Zimm (1992).

De esta cruza se obtienen dos tipos de progenie en igual

proporcién: larvas libres de inversidn (* flxr’/mwh +) y larvas

presencia del cromosoma
los dos tipos de progenie no son
per lo que ambas son tratadas.
Las moscas adultas se distinguen fenotipicamente por la forma de

las alas: silvestre (libres de inversidn) y Serrata (portadoras de
inversiones) (Fig. 5).

porctadoras de inversjiones por la
balanceador TM3: (TM3l,Bd!/mwh +),
distinguibles en estado de larva,

Cruza 2. Hembras f1lr’/In(3LR)TM3, ri pf sep 1(3)B89Aa bx:* a BJ*
Y machos mwh € / mwh e. Se obtiene el mismo tipo de progenie que en

s N
»,
. “Ih@uﬂv.t:d.f' " /
1(3) OBAR Dx @ Bt
Fa \{)
L YRy meh + | T Ser
Tranetwisrdngas -
(Alas slivestres) (Alas Serrata)

Figars S Cruza progenitore pars SMART y fenotipos de las moncas
que se obticnen en 1a F1 (Tomado de Maldonado, 1994).
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la cruza 1, pero el uso del marcador para color de cCuerpo ébanoc (e)

mejora la clasificaciédn fenotipica de 1la progenie portadora de
inversiones, ya que estas resultan homocigéticas para el marcador
de color de cuerpo (Fig. 6).

Obtencion de larvas

Tres dias después de realizada la cruza, las moscas
progenitoras se transfirieron a frascos con medio fresco para
recolectar huevos durante un periodo de 8 h. 72 * 4 h después,

2 se
procedid segin Nthinger (1970) a separar las larvas del medio de
cultivo por flotacidén mediante una sclucidén concentrada de sacarosa
al 203, me hizo pasara las larvas por un embudo de separacidén de 4
mm de diametro y se recolectaron sobre una gasa fina de nylon. Con
la ayuda de una espatula se colocaron grupos de 50 a 150 larvas en

tubos homeopaticos que contenian medio de cultivo fresco adicionado

T 0’7 NCR) T, 11 p° eep

1) S9Aa ="~ o Bs"
F1
. .
Lo YT rn « | TMED, Sor
Transhoterdcipes Pormstorss dol halarcaater
(Alas svestres) (Alas Serrate, CLErpD Shano)

Fig. 6 Cruza progenkom dischada o SMART pars deacaitar
£ opies (T do de o do, 1994).
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con las diferentes concentraciocnes del compuesto a probar l1os que
se agregaron después de la coccién y antes de que el medio
solidificara.
Compuestos
* Colchicina, agente, [CAS 64-86-8] (Index Merck, 1989).
{Sigma, St. Louis MO) (Fig. 7)
* Hidrato de Cloral, [CAS 302-17-0] (Fig. 7)
* Sulfato de vVinblastina, {[{CAS 143-67-9), (Fig. 7) (Index
Merck, 1989) (Aldrich, Milwaukee, WIS).
* Sulfato de Vincristina, [CAS 2068-78-2) (Index Merck,
1989) (Aldrich, Milwaukee, WIS).( Fig. 7).

Disolventes

Para colchicina e hidrato de cloral se utilizd agua destilada

- Sy
o - Cou.Codmiing
i
Cifc _____ CHOM
ERATD B CLORAL
utilizado
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como disolvente y también como testigo negativo.

Para el sulfato de vinblastina y sulfato de vincristina se
utilizdé como disolvente y testigo negativo una sclucién de alcohol
etfilico al S\,

Tratamjientos

Se utilizaron dos tipos de exposicidn:

1) Semicrénica. Larvas de 72 * 4 h fueron alimentadas durante
48 h con medio de cultivo fresco adicionado con 0.032, 0.063,
0.125, 0.25, 0.5, 1.0 ¥ 2.0 mM de colchicina, vinblastina o hidrato
de cloral, y 0.1, 0.3, 0.5 y 1.0 mM de vincristina respectivamente.
Las larvas permanecieron en este medio hasta que entraron a
metamorfosis y emergieron como moscas adultas (Fig. 8).

2) Interrumpida. Larvas de 72 * 4 h en grupos de 50 -150 se
colocaron en 18 tubos homeopaticos que contenian medio de cultivo

.....
Tr
]
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L}
]

i

213
i
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fresco (testigos) y medio de cultivo adicionado con colchicina o
vinblastina [(0.125 mM]. Cada 6 h se retirdé un tubo con larvas
testigo Yy uno con larvas tratadas, de manera que al final se
tuvieran exposiciones de 6, 12, i8, 24 ... 48 h. Las larvas
retiradas en cada intervalo de tratamiento se enjuagaron con agua
corriente y se transfirieron a frascos con medio de cultivo fresco
en los que concluyeron su desarrollo (Fig. 9).

i [
. » - T2 T 04 e m teD 14 i

o canva

Fijacién y elaboracion de laminillas

Las moscas silvestres y las portadoras de Jinversiones se
sacrificaron por exceso de anestesia y se fijaron en alcohol al
70%8. Para la elaboracién de laminillas las alas se disectaron del
cuerpo de la mosca y se colocaron en parejas sobre portaobjetos con
solucién Fauré (30 g de goma arabiga, 20 ml de glicerol, 50 gr de
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hidrato de cloral y $0 ml de agua) para su anélisis posterior al
microscoplio éptico a 40X (Graf et al., 1984).

El registro de manchas se realizd segun su localizacidén en el
sector del ala (Fig. 10). Las manchas se clasificaron segtn su
tamailo en chicas (de 1 a 2 células) y grandes (> 2 células), y por
su fenotipo en manchas simples mwh, manchas simples flr’ y manchas
gemelas, formadas por células adyacentes con los dos fenotipos

C&S‘V.IL-‘htﬂ

Figurs 10 Zonas de regiswo de manchas en ol ala de Dror il anog
(Tomadio de Malgonado, 1984).
indicados (Graf et al., 198B4) (Fig. 11).

Analisis Estadistico

Para determinar si existian diferencias significativas entre
la frecuencia de manchas obtenida en los tratamientos y la del lote
testigo correspondiente se utilizd el procedimiento de decisidén
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Figura 11 Tipos o on ia pr de SMART.

maltiple propuesto por Frei y wirgler (1988),
cdémputo SMART (Wiirgler, no publicado),
prueba no paramétrica de X?.

Y el programa de
ambos meétodos se basan en la

Para aevaluar la Presencia de

sobredispersion en la
distribucion del nimero de

manchas por ala en las series
experimentales y la testigo se aplicdé la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney-wWilcoxon (Zar, 1%74). En ambos casos se utilizd un
nivel de significacidén del ensayo a = 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para 1108 cuatro compuestos selecclonados se analizdé la
frecuencia de induccién de manchas
totales. Para descartar 1la
mitética se compard, ademas,

chicas, grandes, gemelas y
participacién de 1la recombinacidn

la frecuencia de manchas inducidas
por los compuestos entre moscas libres de inversiones y moscas
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que presentan miltiples inversiones,

lo que impide recobrar
eventos de recombinacién.

De manera cualitativa se observd

que en todos los
tratamientos realizados

se recobraron menos moscas libres de

inversién que portadoras del cromosoma balanceador {que nme

distinguen de las silvestres porque éstas presentan una muesca
en el borde de las alas debido a

la presencia del marcador
dominante Serrata ({Ser) en el

cromosoma balanceador). Este
comportamiento no es habitual ya Que se espera gue los dos tipos
de progenie se obtengan en igual proporcién, aungue por lo comin
la proporcidon de moscas libres de inversién es ligeramente mayor.

Vvinblastina. La tabla 1 y graficas 1la y 2a muestran los

resultados obtenidos al comparar la frecuencia de manchas

inducidas por vinblastina con respecto al testigo. En moscas
libres de 4inversioén, la vinblastina a 0.125 y 0.25 mM indujo
manchas chicas, el efecto fue significativo incluso al sumar
todos los tipos de manchas (manchas totales) (P < 0.05). En
moscas portadoras de inversiones miltiples la vinblastina indujo

manchas simples chicas Y totales a 0.032 mM, incrementd

ligeramente la frecuencia de manchas simples chicas a 0.125 mM
y de manera significativa la frecuencia

de manchas simples
grandes y totales a 0.125 y 0.25 mM.

Al comparar la dispersion en la distribucidn del nimero de
células que forman cada mancha (graficas 1b y 2b),
tanto en moscas libres de inversion
inversiones multiples,

se observd que
como en portadoras de
la vinblastina produjo manchas con un
namero de células claramente mayor a las observadas en las series
testigo correspondientes. Este

resultado revela que la
vinblastina,

ademas de ser un aneuploiddgeno, tiene un efecto
mutagénico que en aparfencia es independiente de la recombinacién
Ya gue en las moscas portadoras del cromosoma balanceador TM3,
Ser la recombinacion estd practicamente ausente.
sSe asume que las células aneuploides
proliferativa,

Por otro lado,
tienen baja capacidad

por lo gque también se excluye a esta actividad

como la causante de manchas de gran tamano gque implican el

transcurso de varios ciclos de division (Dellarco et al, 1985).
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Con respecto a la dispersidén en la distribucidédn del namero
de manchas por mosca (graficas lc y 2c) se observd que el numero
de moscas gue presentaron mas manchas qQue las moscas testigo se
incrementé conforme a la concentracién de vinblastina. En las
moscas con inversiones el efecto fue similar y séleo en 1la
concentracidén mas alta se llegaron a recobrar hasta 7 manchas por

mosca.
Colchicina. En moscas libres de inversion este compuesto indujo

siendo el efecto también significativo
tipos de manchas en las

manchas simples chicas,
cuando se procedié a sumar l1los tres
concentraciones de 0.063, 0.125 y 2.0 mM (tabla I1 y gragicas 3a

Y 4a). En moscas portadoras de inversiones, la colchicine también
indujo manchas simples chicas y totales a 0.032, 0.063, 0.25 y
0.5 mM (P < 0.05). En la concentracidon mas alta no se recobraron

moscas portadoras de inversiones multiples.

La comparacion de la dispersion en la distribuciédn del
némero de células por mancha mostré gque en ambos tipos de mosca
se observd claramente el efecto aneuploidogénico de la colchicina
en el incremento en la frecuencia de manchas simples chicas, las
cuales por su tamafio implican gue no participaron en mas cliclos
de divisidn. Adicionalmente, en las moscas libres de finversion
se obtuvieron manchas de mayor tamafio gque en las portadoras de
inversiones, lo que concuerda con el potencial ancuploidogénico
de la colchicina, sin embargo, los resultados sugieren un efecto
mutagénjico de la colchicina que podria implicar actividad
recombinogénica en la produccidn de manchas de tamanho mayor a las
de la serie testigo, ya gque este efecto no se presentd en las
moscas portadoras de inversiones (graficas b Y 4b) . Es
importante sefialar gQue aungue en las moscas testigo libres de
inversién se encontrd una mancha en el intervalo de 129 a 256
células, el numero de manchas formadas por mas de 5 células en
las series tratadas podria estar relacionado con la presencia de
colchicina.

El numero de manchas por mosca se modificd ligeramente en

ambos tipos de moscas, siendo en apariencia mas sensibles las

portadoras de inversiones en las gque se recobraron hasta 9
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manchas por mosca {(grAficas 3c y 4c).

vincristina. Este compuesto incrementd la frecuencia de manchas

simples chicas y la de manchas totales unicamente en las moscas
libres de inversién tratadas con concentracién mas alta (P <«
0.05). En la concentracién 0.1 mM para ambos tipos de moscas se
observd esta misma tendencla,

8in embargo, el incremento no
alcanzd a ser significativo

(Tabla 111 y gradficas Sa y 6a).

La distribucidn del numero de células por mancha mostrd que
acorde con su genotipo, en las moscas libres de inversién el
tamafio de mancha fue mayor gque en las moscas

portadoras de
inversion, sin embargo,

en las primeras se cobservaron manchas de
32 o mas células también en el lote testigo por lo que no se
puede adjudicar claramente el efecto a la administracidén de 1la
vincristina (Graficas Sb y 6b). El incremento en el numero de
manchas formadas por 1 © 2 células fue notorio en los lotes de
moscas portadoras del cromosoma balanceador tratados con 0.1 y
0.3 mM.

La distribucién del numero de manchas por mosca en las
moscas libres de inversidon cambidé con respecto a las moscas del
lote testigo ya que aunque €l numero de manchas sSe mantuvo
similar (hasta 3 manchas por mosca), €l numero de organismos sin
manchas disminuyd incrementédndose la proporcién de 1las qgue
presentaren 2 o© mas manchas. En contraste, en las moscas
portadoras de inversiones la presencia de la vincristina no
modificd la distribucidén del numero de manchas por mosca con
respecto a su testigo correspondiente. Es interesante notar que
también con este compuesto se observéo al menos una mosca con
hasta 5 manchas (Graficas Sc y 6¢).

Hidrato de cleoral. Este compuesto fue particularmente interesante
va que incrementd, aungue no de

manera significativa, la
frecuencia de manchas sdlo a 1.0 mM,

sin embargo se observd una
clara dispersién de la distribucidn del numero de células por

mancha en todas las concentraciones probadas aunque el nuimero de
manchas por mosca fue similar al de las moscas testigo,

aungue
se recobrd una mosca con 12 manchas (Graficas 7a-c).

La presencla
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de manchas de mayor tamafio indica que Drosophila si fue sensible
a la presencia de este compuesto y €S muy probable que la
respuesta dependa de recombinacidn mitética, lo que concuerda con
los hallazgos reportados por Zordan (1994) sobre 1la actividad
recombinogénica del hidrato de cloral en este organismo. A su
vez, la actividad recombinogénica podria resultar del efecto
clastogénico encontrado por Vian et al (1995), ma&s gque por una
actividad aneuploidogénica.

En las moscas portadoras del cromosoma balanceador el
hidrato de cloral no incrementd de manera significativa la
frecuencia de manchas aungue se observed una frecuencia
ligeramente mayor a 2 mM. Por otra parte, la frecuencia de
manchas a 0.25, 0.5 y 1 mM fue claramente menor a la de las
moscas testigo. Estas fluctuaciones en la respuesta genotdxica
que no guardan relacidédn aparente con el incremento gradual en la
concentracién podrian adjudicarse a la participacidn del
metabolismo en la biotransformacidén del hidrato de cloral a una
forma reactiva (Onks et al, 1992) (Graficas Ba-c). La
distribucidn del numero de células por mancha no mostrd
desviaciones relevantes con respecto a su testigo, no obstante
la ausencia de manchas grandes en estas moscas refuerza la
participacién de la recombinacidn en respuesta a un posible
efecto clastogénico observado en las moscas libres de inversiodn.
Finalmente, la distribucidn del nimero de manchas por mosca fue
similar a la del testigo correspondiente.

Por lo comin las moscas no expuestas a genotdxicos no
muestran manchas sobre sus alas, sin embargo, como en el resto
de los seres vivos, ocasionalmente ocurren €rrores en procesos
como la replicacién del ADN. Aunque una parte de estos errores
espontaneos son reparados, algunos permanecen contribuyendo a la
denominada frecuencia basal de mutacicon. En el caso de la SMART,
las manchas de las moscas de los lotes testigo y tratados pueden
analizarse con respecto a su nimero, tamafo y origen, es decir,
cuéntas moscas de la muestra expuesta presentan estas manchas.
Por lo comin, el numero de manchas por mosca es reducido, sin
embargo, existen algunas moscas en las gue parecen ocurrir estas
alteraciones con mayor frecuencia gue en otras. En 1los
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tratamientos c¢con 1los compuestos probados resultd evidente gue la
susceptibilidad de algunas de las moscas tratadas fue
notoriamente diferente diferentes aneuploiddgenos.

ante los
Siendo més acentuado el efecto en los tratamientos en los que la

participacién del metabolismo en 1la transformacién quimica de los
compuestos parece ser mas importante, como se ha observado al
comparar la distribuciédn del numero de manchas por mosca inducida
por mutégenos Yy promutagenos en Drosophila (Ramos er al, 1996).

A partir de los resultados obtenidos puede proponerse una
clasificacién del tipo de oefecto observado para los compuestos
probados. La vinblastina mostro actividad mutagénica no
dependiente de recombinacion mitotica, mientras que la colchicina

Y la vincristina parecen tener una débil actividad mutagénica 1ia
cual ademéas podria implicar la participaciédn de recombinacién y,

finalmente el hidrato de cloral mostro actividad recombinogénica
inducida por el

efecto clastogénico.
efecto de 1los

De estos compuestos, el
tres primeros ha sido relacionado con la
interferencia en la polimerizacion y la despolimerizacién de las
fibras del huso, mientras que en el caso del hidrato de cloral
se ha sefnalado gue interfiere con la cltocinesis, aungue en
realidad ha sido poco estudiado el detalle de su forma de accidn.
De los resultados obtenidos se desprende que este compuesto tiene
una clara actividad recombinogénica lo gque lo coloca comc un
carcindégeno potencial gue debe ser estudiado con mayor detalle
en sistemas de mamiferos ya gque se ha determinado gque los cambios

en el arreglo de los genes puede traer como consecuencia 1la
pérdida de control de éstos por las secuencias reguladoras
(Buzard, 1996).

Obtencién de 1la curva de tiempo de

exposicion-efecto
vinblastina y colchicina.

para

Con la tinalidad de analizar con mas detalle el efecto de
dos de los aneuploiddégenos: la vinblastina (probable actividad

mutagénica no dependiente de recombinaclioéon mitética) y colchicina
(débil actividad mutagénica con pPosible participacién de
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recombinacién mitética) se procedidé a obtener una curva del
tiempo de exposicidon-efecto de estos compuestos, con lo gque Be
esperaba obtener clementos adicionales que permitieran explicar
la mayor proporcién de moscas portadoras de inversion.

Se selecciond la concentracion de 0.125 mM que en los
tratamientos subcronicos mostrd incrementar la frecuenclia de
manchas en ambos tipos de moscas, proficientes (libres de
inversion) y deficientes (portadoras del cromosoma TM3, Ser) en
reparacidén, cabe aclarar gque aungue las moscas portadoras de
inversiones no portan genes que interfieran con el procesoc de
recombinacién, 1las miltiples inversiones mediante las que se
construyen los cromosomas balanceadores evitan recobrar eventos
de recombinacién que pudieran producirse, tanto de manera
espontdnea como inducidos por el tratamiento, por 1o que el
efecto neto es la ausencia de recombinacidén. Otro aspecto
interesante es que se ha determinado que en aguellos organismos
en los gue sSe interfiere con la recombinacién meidtica se
recobran niveles incrementados de no-disyuncidn, y que, al menos
en células germinales de Drosophila, el reconocimiento de
secuencias homdlogas prelude una adecuada segregacién de los
cromosomas durante la formacién de las células sexuales (Hawley
et al, 1993). En células somaticas no se ha ldentificado 1la
formacién de una estructura que se relacione particularmente con
el reconocimiento de homélogos, como es el complejo sinaptonémico
en células sexuales, sin embargo, parece ser que la constitucidn
genética de las moscas portadoras de inversiones multiples
interfiere de manera similar con el reconocimiento de homélogos
¥y, e€n consecuencia con la adecuada segregacidn de éstos, lo que
se manifiesta en general, por manchas formadas predominantemente
por un numeroc bajo de células, lo gque apoyaria su baja capacidad
proliferativa s1 es que ésta es €l resultado de la segregacidn
anormal de los cromosomas homélogos durante la mitosis.

Para este analisis, el protocelo consistié en exponer a
larvas de tercer estadio a 0.125 mM de ambos compuestos por
separado, la cual se incorpord en el alimento. Por intervalos de
6 h se fueron retirando las larvas, de manera gue al final se
tuvieran exposiciones de 6, 12, 18, 24,...48B h. Las larvas
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retiradas en cada intervalo de tratamiento se transfirieron a
frascos con medio de cultivo fresco y Be esperd a que concluyeran
su desarrollo.

Los resultados obtenidos en esta etapa mostraron varios
aspectos interesantes:

En el tratamiento con vinblastina el numero de moscas libres
de inversidén {con alas silvestres) Be redujo
incrementd el tiempo de exposicidn,

conforme se
de manera que a las 120
horas, s6lo se recobraron 6 moscas silvestres. La frecuencia de
manchas chicas se incrementd de manera significativa en las

larvas expuestas durante 36 y 4B h al compuesto (larvas de 108
Y 120 h de edad), mientras gue la frecuencia de manchas totales
se incrementd en las moscas tratadas durante 30 y 36 h

de 102 y 108 h de edad) unicamente.

(larvas

En este mismo tratamiento se recobrd nuevamente una mayor
proporcién de moscas portadoras de inversiones (se distinguen por
la muesca en el borde de las alas), aungue hacia el final de la
exposicién el niumeroc de moscas recobrado fue menor (6) (Tabla V
Yy gratcas 9a vy 10a). La frecuencia de manchas chicas
incrementd en las exposiciones de 12 a 24, 36 y 48 h

(larvas de
84-96, 108 y 120 h de edad total); la frecuencia de manchas
grandes se increment® a las 12, 24, 36 y 42 h de exposicion y la
de manchas totales en todos los tiempos de exposicién a partir
de las primeras 12 h.

Con respecto a la distribucién del numero de células por
mancha se observd dispersién en los diferentes tiempos de
exposicién aungue sSin guardar relacién con la duracidén de 1la
exposiclioén. Este efecto fue mucho mas evidente en las moscas
portadoras del cromosoma balanceador (Graficas 9o y 10b). En
relacién con la distribucién del numero de manchas por mosca, la
dispersidén fue ligeramente mayor en las moscas portadoras de
inversiones (Graficas 9c y 10c).

En la curva obtenida para colchicina, se observé un
comportamiento similar con respecto a una mayor proporcién de
moscas portadoras de muescas en las alas que de silvestres,
llegando incluso a no recobrase progenie silvestre a partir de
las 24 h de exposicién (larvas de 96 h). A las 12 h de
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tratamiento (larvas de 84 h) se incrementd la frecuencia de
manchas chicas, sin embargo el resultado s&lo fue significativo
cuando se sumaron todas las manchas obtenidas en esta exposicidn
(P < 0.05).

En el mismo tratamiento, se observaron incrementos en las
frecuencias de manchas chicas y totales a diferentes tiempos de
exposicidn, sSin embargo en ninguno de éstos el efecto resultd
aestadisticamente significativo (Tabla VI y Graficas 1lla y 12a).
Al analizar la distribucidén del nuimero de células por mancha se
encontré una fuerte dispersidn con respecto a la distribucidn
testigo (larvas de 72 h de edad y 0 h de exposicién), la cual
resultd mucho mayor en las moscas portadcras de inversiones
mualtiples (Gréaficas 1l1b y 2b). Lo mismo ocurridé en el caso de la
distribucidén del nuimero de machas por mosca (Graficas llc y 12c).

Los resultados obtenidos en la curva con vinblastina apoyan
los reportados por Zordan (1994) para este compuesto en células
sométicas de las alas de Drosophila, quien planted la posibilidad
de una respuesta diferencial a la genotoxicidad de este compuesto
dependiente del genotipo de las moscas. Ademéds, la respuesta
obtenida en 1la curva con colchicina indican que el efecto
observado no es producido uUnicamente por la vinblastina. Es
probable entonces que la actividad genotédxica similar de ambos
compuestos (veneneos del huso) esté en relacidén con el efecto
recobrado, per lo que seria importante obtener la curva de
exposicion-efecto para otros aneuploidogenos.

De manera colateral se observdé que los tratamientos
interrumpidos con vinblastina y ceolchicina produjeron, ademds de
la respuesta genotoxica diferencial, gran cantidad de
malformaciones en cabeza, ©jos, proboscis, térax y abddmen en un
numero significativo (los datos no se incluyeron porgue se
requiere un planteamiento metodoldgico particular para estimar
adecuadamente la aparicién de estos eventos y e€en este caso la
metodologia aplicada es valida sdlo para cuantificar mutacidn y
recombinacion somaticas). El1 ndGmero de organismos afectados
alcanz® un maximo alrededor de las 24-36 h de tratamiento y
disminuydé en los tratamientos de 48 h, 1o gue sugiere que en los
experimentos anteriores no se habian recobrado estos organismos
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porgue morian en la etapa de pupa, es decir, no completan su
desarrollo (Tablas V y VI).

Estos datos confirman adicionalmente que Drosophila melanogaster
8i{ es capaz de detectar aneuploidégenos y que estas sustancias
son ademéas fuertes rteratdgenos para la mosca.

La aparicion de malformaciones se han descrito en asociacidén
con al efecto de aneuploiddégenos durante el desarrollo
embrionario de mamiferos (Parry y Sors, 1993), por lo gue 1los
resultados del presente trabajo muestran que en Drosophila es
probable que estos compuestos también alteren la diferenciacidén
celular que ocurre durante la metamorfosis de este insecto.

Un aspecto que llama la atencién es la mayor proporciédn de
moscas portadoras de inversidén que se recobraron en todos los
tratamientos. Es poco probable gue un organismo en el gque se ha
alterado la capacidad de reconocimiento de homologia vy, en
consecuencia, posiblemente la segregacion adecuada de los
homélogos tengan una mayor capacidad de respuesta ante 1la
genotoxicidad de los compuestos probados, por lo que existe la
posibilidad de que la disminucién en €1 numero recobrado de
organismos silvestres, observada en los tratamientos previos (y
en los reportados en la bibliografia) pudieran ser aparentes.
Reclentes reportes indican gue en Drosophila, un efecto asociado
con la exposicion de aneuploiddogenos es la formacién de una
muesca en las alas {atributo gque convencionalmente permite
distinguir a las moscas silvestres de las portadoras de miltiples
inversiones ya que estas ultimas presentan una muesca en el borde
de las alas). Asi, el mayor porcentaje de sobrevivencia de las
moscas con inversiones podria ser un artefacto producto del
efecto de este grupo de compuestos en el desarrcllo de 1las
moscas .

Para descartar la induccién de fenocopias y explicar la
mayor sobreviviencia de organismos portadores de inversiones se
decidid adicionalmente utilizar un sistema de cruza alternativo:
hembras f1r*/In(3LR)TM3, ri pf sep 1(3)89Aa bxl® e Bd® y machos
mwh € / mwh e. De esta Cruca se obtiene el mismo tipo de progenie
que en la cruza estdndar, pero el uso del marcador para color de
cuerpo ebony (e) en los machos mejora la clasificacién fenotipica
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de 1la progenie portadora de inversiones, Yya que ahora, la

presencia del marcador para color de cuerpo ébano se expresa sélo
en las moscas portadoras del balanceador en las que estarA en

condicién homocigdtica, mientras gque las moscas libres de

inversidén seran heterocigodticas y por lo tanto tendréan el color

del cuerpo caracteristico (pardo). De esta manera la progenie

portadora del balanceador tendrd ahora la muesca caracteristica
en las alas y el color de cuerpo ébano.

Se realizo entonces un ensayo plloto en el gque se obtuvo
nuevamente la curva de ticempo de exposicidén-efecto para ambos
compuestos utfilizando la nueva cruza.

Los resultados del analisis morfolégico para el color del
cuerpo indicaron que efectivamente
fenocopias, los cual se hizo
sllvestres para el color del
las alas

Se tiene induccidén de
evidente obteniendo moscas

cuerpo y muescas en los bordes de
(atributo que corresponderia
cuerpo coclor ébano y alas serrata).

solamente a moscas con

En 1991, Lynch et al, proponcen utilizar a
modelo para evaluar teratdgenos. Mediante 1la
organismos tratados con agentes

Drosophilsa como
observacién de
inductcocres de malformaciones,
cuantificaron las alrteraciones morfologicas inducidas,
consisten en modificacion en la forma del

las cuales
ojo, de redondo a
la presencia de cerdas tipo bent,
la cual las cerdas humerales normalmente rectas y
en numero de 2, se doblan en un angulo de 45 grados Yy puede
aparecer 1 © 3 de éstas; abddmen abarquillado,

lobulado y de tamafio reducido;
alteracién en

alas tipo Notched,
que provocan la formacidén de una muesca en el borde de

las alas
de manera simjilar a las producidas

por el gen Serrata,
alteraclones en el numero de segmentos del cuerpo, ausencia de
1 o las 2 alas o los halterios y otras mas, encontrando gue la

frecuencia de éstas se encuentra asociada con la concentracién
del teratéogeno utilizada.

Los resultados de este estudio piloto sélo se revisaron de

manera cualitativa, sin embargo, resulta evidente la necesidad

de discriminar 1la proporciéon de fenocopias en los resultados

reportados para compuestos con actjividad aneuploidogénica, 1lo

cual abre la posibilidad de utilizar a Drosophila formalmente en
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el andlisis del efecto in vivo de e5tos COMpUeEsStos y Otros que
afectan la diferenclacién celular.

CONCLUS IONES

1.

Al comparar el potencial aneuploidégeno de compuestos
citostaticos con diferente mecanismo de accidén, se confirmd
que Drosocophila melanogaster si es sensible al efecto de
diversos compuestos citostaticos.

En Drosophila la vinblastina mostrd actividad mutagénica no
dependiente de recombinacién mitdtica, l1la colchicina y la
vincristina parecen tener una débll actividad mutagénica la
cual ademas podria implicar la participacién de
recombinacién y el hidrato de cloral mostrdé actividad
recombinogénica dependiente de actividad clastogénica.

En Drosophila, un efecto ascociado con la exposicidédn de
aneuploidégenos es la formacién de una muesca en las alas.

La disminucién en la progenie + flr'/mwh + a tiempos de
exposicién prolongados podria explicarse por la fnduccién
de efectos teratogénicos.

El uso del marcador ebony permite discriminar entre la
Progenie portadora de inversiones midltiples Y las
fenocopias inducidas.

Los resul tados obtenidos indican que en Drosophila
melancgaster la presencia de inversiones mualtiples no parece
conferir ventaja ante la genotoxicidad de los compuestos
probados.
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Tabla I. Nimero y frecuencia de manchas/ala inducidas por vinblastina en Drosophila.

Com= Manchas por ala (Nimero de manchas) Frec. de
puesto formacién de
clones X 10°}
Conc, | Nime- Manchas Manchas Hanchas Manchas Man- | Tama- | obser | control
{wH] | ro de | sencillas | sencillas Gemelas Totales chas [ fo ~vada | corregi-
alas ] chicas {1-2] grandes ms5 m=2 mh ] prome do
células) 2 dio
m=2 células) de
L] clon

Moscas flrd/mh

Testigo 80 0.21 (17) 0.05 { 4} 0.00 { 0) 0.26 {21} 21 .14 1.1

0.032 40 0,25 (10) 0.00 { 0} 0.03 (1} 0.28 {11) 11 1.27 1.1 0.1
0.063 40 0.15 { 6) 0.03 (1) 0.00 { 0) 0.18 { 7} 7 2.00 0.7 -0.4
0.125 52 0.40 {21)+ | 0.10 ( 5) 0.00 { 0) 0.50 (26)¢ 25 1.80 2.0 0.9
0,25 42 0.40 (17)+] 0.05 ( 2) 0.02 { 1) 0.48 (20)+ 18 1.8 1.8 0.7

Moscas THI,Ser/mh

Testigo 40 0.12 { 5) 0.00 { 0) 0.00 { 0) 0.12 { S) 5 1.20 0.5

0.012 40 0.35 {14)¢ ] 0.00 { 0) 0.00 { 0) 0.35 (14)+ H 1.07 1.4 0.9
0.06) 26 0.15 { 4) 0.00 { 0) 0.00 { 0} 0.15 ( 4) 4 1.00 0.6 0.1
0,125 40 0.25 (10)1 ] 0.29 {11)+ } 0.00 { 0) 0.52 {21} 18 2.50 1.8 1.
0.25 40 0.22 (9} 1 0.22 { 9)+ § 0.00 { O} 0.45 {18)+ 18 2.50 1.8 1.}

Andlisin estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988). Niveles de probabilidad: alpha = beta = 0.05. +,
positivo.,
¢ No se recobrd un nimero aignificativo de moscas flri/meh y TH3, Ser/mwh en la concentracidn de 0.5 oM.
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Tabla I, Nimero y {recuencia de manchas/ala {nducidas por colchicina en Drosophila.

Com= Manchas por ala (Numero de manchas} Frec. de
puesto formacién de
clones % 107
Conc. Nime- Manchas Manchas Manchas Hanchas Man- | Tama- | obser control
(o] ra de | sencillas sencillas Gemelas Totales chas flo ~vada | corregi-
alas | chicas {1-2 grandes mes me? meh | proce do
células) (> 2 dio
ns2 células) de
mae5 clon

Hoscas flrd/meh

Testigo 40 0.15 { 6) 0.05 ( 2) 0.05 ( 2) 0.25 {10) 10 2.90 1.0

0.06) 40 0.50 (20)+ ] 0.00 { 0) 0.05 { 2) 0.55 (22} 22 1.64 2.) 1.2
0.12% 40 0.48 (18)+ ] 0.10 | 4) 0.00 ( 0) 0.55 (22)+ 20 1.55 2.1 1.0
0.25 40 0.20 ( 8) 0.0 (1) 0.00 ( 0) 0.22 ( 9} 9 1.67 0.9 -0.1
0.5 80 0.16 (13) 0.01 ( 1) 0.00 { 0) 0.17 {14) 14 1.79 0.7 -0.1
1.0 60 0.20 |16) 0.01 { 1) 0.01 ( 1) 0.22 (18) 18 1.56 0.9 -0.1
2.0 14 0.64 (9)¢+] 0.07 (1) 0.00 { 0) 0.71 (10)+ 10 1.80 2.9 1.9

Hoscas THJ, Ser/meh

Testigo 40 0.08 { 3) 0.0 (1) 0.00 { 0) 0.10 { 4} 4 1.50 0.4

0.032 40 0,35 (14)+ ] 0.00 ( 0) 0.00 { 0) 0.35 (14)+ 14 1.4 1.4 1.0
0.063 40 0.45 (18)¢ | 0.00 ( 0) 0.00 ( 0 0.45 {18)+ 18 1.1 1.8 1.4
0.125 40 0.20 { 8) } 0.03 (1) 0.00 ( 0} 0.22 ( 9) 9 1.44 0.9 0.5
0.25 40 0.55 (22)+ } 0.03 (1) 0.00 ( O} 0.57 (2))+ 23 .17 2.4 1.9
0.5 80 0.36 (29)+] 0.01 (1) 0.00 { 0) 0.37 (J0)+ 29 1.14 1.5 1.1
1.0 40 0,10 {4)§ 0.03 (1) 0.00 ( 0) 0.12 { §) S 1.80 0.5 0.1

Anilisis estad{stico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988). Niveles de probabilidad: alpha = beta = 0.05.4,
postivo,
* No se recobraron moscas flrd/mh y TH],Ser/mwh en las concentraciones de 0.032 y 2.0 mM respectivanente.
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Tabla ITI. Mimero y frecuencia de manchas/ala inducidas por vincristina en Drosophila.

Com- Hanchas por ala {Mumero de manchas) Frec. de
puesto formacién de
clones X 30°
Conc. | Nime- Manchas #anchas Manchas Manchas Han- | Tama- | obser { control
[mH] ro de ] sencillas ]| sercillas Gerelas Totales chas fio -vada | corregi-
alas ) chicas (1-2] grandes n=5 m=2? mih | prome do
células) 2 dio
ne=2 células) de
nes clon
Hoscas £1c3/mwh
Testigo } 80 | 0.21 a1y | o054y | o0 oy §ooaeqany | a1 {2 11
0.1 40 § 0.38 (5] 0.03 (1) | 0.00 (0) | 0.40 {16) 16 |62 | 1.6 0.6
0.) 40 0.22 (9) 0.00 ( 0) 0.00 { 0} 0.2 ( 9) 9 111 0.9 -0.2
0.5 40 0.22(9 0.10 { &) 0.05 { 2} 0,18 {15} 15 .41 1.5 0.5
1.0 40 0.5) (21)+ ] 0.08 { J) 0.0 { 1} 0.63 {25} 25 1.64 2.6 1.5
Hoscas TH3,Ser/mwh
Testigo 40 0.1 { 5 0.00 [ 0) 0.00 { 0} 0.13 { 5) H] 1.20 0.5
0.1 40 0.30 {1y 0.00 { 0) 0.00 { O) 0.30 {12) 12 1.3 1.2 0.1
0.) 40 0.18( 7) 0.00 () 0.00 { O} 0,18 { 7) 1 1.00 0.1 0.2
0.5 40 0.08 { 3) 0.00 { 0) 0.00 { 0) 0.08 { 3} 3 1.00 0.3 -0.2
1.0 0 foas(n Joooio [000(0 | owin 1 L] oa 0.2

Andlisis estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler {1988).

positivo,

Niveles de probabilidad: alpha = beta = 0.05.+,
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Tabla 1V, Nisero y {recvencia de manchas/ala inducidas por hidrato de cloral en Drosophila.

Coa- Hanchas por ala [Nimero de manchas} Frec, de
puesto torzaclén de
clones X 10°
Conc. § Nire- Manchan Manchan Hanchas Manchas Man- | Tama- | cbser | control
[eM) | rode{ gencillas | sencillas | Gemelas Totales | chas | fo | -vads | corcegli-
alas | chicas (1-2 qrandes LR} me2 meh | prose do
células) »? dio
=2 células) de
mes clon
Mescas {lri/mwh
Testigo 40 0.40 {16} 0.08 ( 3} 0.00 { 0) 0.41 {19) 19 1.6 1.9
0.0)2 40 0.35 {194 ] 0.0 1 1) 0.00 { 0) 0.37 {1931 15 1.47 1.5 0.8
0.06) 40 0.35 {14)4 ] 0.05 1 2) 0.00 { 0) 0.40 (16) 16 1.67 1.6 0.7
0.125 40 0.25 {10} 0.00 { 0} 0.00 ( 1) 0.28 {11) 11 1.82 1.1 -0.7
0.2% 40 0.47 {19) 0.00 [ 0) 0.00 ( 0) 0.47 {19) 19 1.47 1.9 0.1
0.5 40 0.37 {15} ] 0.08 { 3} 0.0 1) 0.47 (19) 19 2.0% 1.9 1.0
1.0 40 0.85 {2i | 017 (1] 0.0 ( 1) 0.75 {30)1 10 2.0 3.1 1.2
2.0 40 0.28 (11} 0.10 { &) 0.05 ( 2) 0.4} (1) 16 2.31 1.6 0.7
Moscas THI,Ser/mh
Control 40 0.25 (10} 0,00 ( 0} 0.00 ( 0) 0.25 (10} 10 1.10 1.0
0.012 40 0.20 { 8) 0.00 { 0) 0.00 ( 0) 0.20 | 8) 8 1.00 0.8 -0.2
0.063 40 0.28 (11} 0.00 { 0) 0.00 ( 0} 0.26 (1) 11 1.09 1.1 0.1
0.125 40 0.11 { 1) 0.05 {2} 0.00 { 0) 0.2 {9 9 1.78 0.9 -0.}
0.2% 40 0.08 { 3} 0.03 { 1} 0.00 ( 0) 0.10 ( 4) 4 1.50 0.4 -0.6
0.5 40 0.12 { 8) 0.00 { 0} 0.00 ( 8) 0.12 (%) L) 1.00 0.5 -0.5
1.0 40 0.10 { 4) 0.00 { 0} 0.00 (0) 0.10 ( 4) 4 1.00 0.4 -0.6
2.0 40 0.28 (11) 0.08 { 3) 0.00 { 0) 0.5 (14) 1 1.50 1.4 0.4

AnSlisie estadistico de acuerdo a Frel y Wirgler (1968).

positivo,

Niveles do probabilidad: alpha = beta « 0,05.4,
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Tabla V. Nimero y frecuencia de manchas/ala inducidas por Vinblastina en larvas de Drosophila.

Edad Hanchas por ala {Nimero de manchas) Frec. de
al formacién de
término clones X 10"
del Nime- | Manchas Hanchas Hanchas Manchas Man- | Tama- | obser | control
Trat, ro de | sencillas sencillas Gemelas Totales chas fio -vada | corregi-
alas | chicas (1-2] grandes m=aS me? ewh | prore do
células) 2 dio
m=2 células) de
mz5 clon
Hoscas [lri/mwh
72 40 0.25 {10} 0.10 { 4) 0.00 { 0) 0.35 {14) 14 2,64 1.4
84 40 0.4) {17) 0.15 { 6) 0.05 [ 2) 0.62 {2%) 25 2.20 2.6 1.1
90 26 0.1 { 8) 0.08 ( 2) 0.04 ( 1) 0.42 {11} 11 2,18 1.7 0.3
96 40 0.22(9 J 0.2 ¢1 | 0000 | 0.40 (16) 16 | 2.69 1.6 0.2
102 14 0.57 { 8} 0.21 { ) 0.00 ( 0) 0.79 {11}+ 11 2.36 ).2 1.8
108 32 0.62 (20)¢+ ] 0.28 { 9} 0.0 ( 1) 0.94 {10)¢ 30 2.60 1.8 2.4
114 18 0.39(1) 0471 3) | 0.06 ¢ 1) | 0.61 (1) 11 2.9 2.5 1.1
120 6 0.33 ¢ 23+ 1 0.7 {1} | 0.00 { 0) 0.50 ( 3) 3 2.33 2.1 0.6
Hoscas TM), Ser/meh
72 40 0.12 { §) 0.00 { 0) 0.00 { 0) 0.12 ( §) 5 1.20 0.5
84 40 0.40 (16)+ § 0,15 { 6)+ [ 0,00 ( 0) 0.55 (22)¢ 2 .14 2.3 1.7
90 20 0,25 ( 5) 0.45 { 91+ ] 0.00 ( 0) 0.70 {14)+ 14 4.4) 2.9 2.4
96 40 0.32 (13)¢ § 0.35 {14)¢ § 0.00 | 0} 0.68 {27)+ 21 1.26 2.8 2.3
102 20 0.30 { 6) 0.10 ( 2) 0.00 { 0} 0.40 { 8)¢ 8 2,62 1.6 1.1
108 40 0.35 (14)+ ] 0.47 {19}¢] 0,00 { 0} 0.82 (1)) 3 3.48 3.4 2.9
114 2 0.2 (1) 0.2 ( 5)¢ ] 0.00 ( 0) 0.55 {12}¢+ 12 3. 2.2 1.7
120 ] 0.83 { 5)¢] 0.00 { 0) 0.00 ( 0} 0.83 { 5)¢ 5 1.20 3.4 2.9

Analip1s estadis

tico de acuer:

o a frei y worgler (1398, Niveles de probabllidad: alpha = beta = 0.0,
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Tabla VI. Nimero y frecuencia de manchas/ala inducidas por Colchicina en lacvas de Drosophila,

Edad Manchas por ala {Nimero de sanchas) Frec. de
al forsacién de
término clones X 10°
del Nime- |  Manchas Manchas Manchas Manchas Man- | Tama- | obser | control
Trat. ro de | sencillas sencillas Gemelas Totales chas fo -vada | corregi-
alas |chicas (1-2 ] grandes LER ne2 ovh | prome do
células) {>2 dio
ms2 células) de
meS clon

Hoscas flrd/meh

n 40 0.43 (17) 0.08 { 3) 0.00 { 0) 0.50 (20} 20 1.60 2.1

8 40 0.40 {16) 0.03 { 1} 0.0 { 1) 0.45 (18) 18 1.56 1.8 -0.2
84 J8 0.71 2ni] 0.16 ( &) 0.00 { 0} 0.87 (3))+ 33 2,30 3.6 1.6
90 22 0.41 (9 0.18 { &) 0.05 (1) 0.64 (14} 1) 2.92 2.4 0.5

Mascas TH3,Ser/mwh

n 0 | 037 q15) | 004y Jooogoy | oz i | 19 |1e | 19
84 40 fooas e | ooy Joooroy fossn | o2 [rse] 20 0.3
30 0 [ o2an | oo Josia | oszin] a1 Jaal 22 0.2
96 a0 | 0.37 (15) [ 0.25 {20} | 0.00 {0y [ 0.62 (25 | 25 | 2.80 | 2.6 0.6
102 22 [ 036 (8 {o023(5 {0000 {059y f 13 [33] 24 0.5
108 32 bon(n Joaagsy Joooqgoy Jossay | fass] 14 -0.5
114 40 Jo3rqgs) J ooy Jooogo ] ooqer | 16 J1n] 1 -0.3
120 2 Jonqgn Jooein oo fowany | 1w }uw] a2 L3

Andlisia estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler {1988). Niveles de probabilidad: alpha = beta = 0.05.
¢ No se recobré nimerc aignificativo de organismos tlr3/mwh en los tiespos de exposicidn de 102, 108 y 120 h.
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