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Rdpidas moscas de blanco fuego,

animales pequerios, jpequerio fuego errante!
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Regalame la magica luz de

tu llama blanca y clara,

de tu pequefia antorcha de estrellas.

Xokonoschtletl, "Lo que nos susurra el viento”

"Entre la Biblia de jerusalén y estas moscas que andan por ahi volando,
prefiero a estas moscas por tres razones:

Porque son putridas y blancas con los ojos azules

y lo procrean todo en el aire como riendo.

Por ese velocisimo de su circunstancia

que ya lo sabe todo antes del Génesis.

Por, ademas, leer el mundo como hay que leerlo: de la putrefaccién a

la ilusién.”

Gonzalo Rojas, "Daimén del domingo™



La luz de tu cuerpo son tus ojos,
si tus ojos son limpios,

todo tu cuerpo estard iluminado
pero si tus ojos son sucios

todo tu cuerpo serd obscuro.

Mateo VI, 22-23.
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RESUMEN

En el 4rea de la toxicologia genética, Ia implementacién de nuevas metodologias incluye dos
aspectos principales: la comprobacion de la eficiencia de Ia metodologia con base en las condiciones
del laboratorio, ¢l siguiente paso es alcanzar la reproducibilidad en los resultados obtenidos con
respecto a los de otros laboratorios. Mediante este proceso, la informacién obtenida es considerada
vilida por parte de organizaciones ambientales que regulan la calidad de la informacién reportada. En
la prueba de reparacién del ADN de Drosophila melanogaster se wtilizan moscas portadoras de dos
genes recesivos ligados al sexo que les confiere deficiencia en los mecanismos de reparacin por
escision (mei 9 °) y reparacién postreplicativa (mei 41°°). La presencia de estos genes no se
manifiesta en una expresit’)n fenotipica distinguible por lo que se recurre al empleo de un cromosoma
balanceador (FAM7). La progenie derivada de esta cruza es de 4 tipos: hembras homocigétas para las
dos mutaciones, deficientes en reparacion; hembras heterocigétas, proficientes en reparacion; machos
hemicigétos portadores de las dos mmtaciones, deficientes en reparacién; machos portadores del
cromosoma balanceador, proficientes en reparacion. La ventaja de este sistema in vivo es que ¢l daiio
que un compuesto pueda ocasionar al ADN puede ser registrado independientemente del sexo,
comparando la supervivencia de las moscas deficientes con las proficientes, todas recuperadas de un
mismo frasco de tratamiento, bajo las mismas condiciones de experimentacion.

En este trabajo se comparé el efecto de compuestos con diferente actividad quimica con
respecto a la induccién de dafio al ADN: N-nilmsodhnetm (DMN), promutigeno alquilante;
Metil-metanosulfonato (MMS), mutigeno alquilante; Colchicina, aneuploidégeno, al inductor de

recombinacién, Azida de sodio (NaN3) y Cloruro de plomo, genotdxico.



Los resultados mostraron que, en comparacién con Metil-metanosulfonato, la N-
nitrosodimetilamina induce una mayor proporcién de alteraciones en las que se requiere la
participacion de la reparacion por escisién y de la reparacién postrcp]icativa, al disminuir
significativamente la sobrevivencia de los organismos deficientes en reparacién, en tanto que los
tratados con colchicina y azida de sodio no presentaron diferencias significativas en la sobrevivencia
entre las moscas proficientes y las deficientes en reparacién, ambos compuestos fueron altamente
téxicos para las moscas tratadas; el cloruro de plomo no afecto la sobrevivencia de ninguno de los
tipos de moscas tratadas.

La prueba de reparacion del ADN de Drosophila melanogaster, detectd la actividad de
compuestos que alteran directamente al ADN (MMS y DMN), esto se ve reflejado en el menor indice
de sobrevivencia de los organismos deficientes en reparacion en relacién con los proficientes. La
colchicina y la azida de sodio, son dos compuestos que provocan alteraciones a otros niveles, ambos
compuestos disminuyeron en igual forma, la sobrevivencia de las moscas pro y deficientes en
reparacién, por lo que la respuesta obtenida se considera negativa para esta prueba y concuerda con
lo esperado para estas substancias. Los resultados obtenidos con los compuestos alquilantes asi como
con colchicina, coinciden con los publicados para la misma prueba por Fujikawa (1988} y Negishi
(1991). Se ha sugerido que en E. coli v S. typhimurium la azida de sodio podria interferir en la
reparacién por escision (Kleinhofs 1976), los resultados obtenidos apoyan parcialmente lo anterior,
Ya que este compuesto disminuyé por igual la sobrevivencia de todas las moscas tratadas. La
actividad de la azida de sodio que se manifiesta in vivo como recombinogénico mitético (lo cual
incluye rompimiento y reunién del ADN) implica un tipo de interaccién con el ADN esto implica un

tipo de interaccién con el ADN que ha sido reportado por Gonzilez y Ramos (1997), quienes han
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mostrado que Ia actividad recombinogénica est4 limitada a las moscas libres de inversién, mientras
que en las hembras y machos portadores de un cromosoma balanceador, o en los machos hemicigétos
(Ramos-Morales y Ordaz, 1999), no se observa efecto genotéxico, pero s se aprecia pérdida por
letalidad de una fraccién de los organismos tratados; asi, dada la presencia del cromosoma FM7 en
las moscas proficientes en reparacién y de la doble mutacién en las deficientes en reparacion, no se
esperaba diferencia en el efecto de la azida en los dos tipos de moscas, por lo que la respuesta
obtenida se considera negativa para esta prueba y concuerda parcialmente con lo esperado para esta
substancia. La genotoxicidad del plomo, no pudo ser detectada mediante esta prueba, los resultados
obtenidos son negativos en el andlisis de este metal, tampoco provoca alteraciones a otros niveles
celulares, ya que la sobrevivencia de todas las moscas tratadas no se altero y no fue diferente a la de
su testigo concurrente.

La prueba de reparacién de! ADN de Drosophila melanogaster es una metodologia que
permite discriminar la actividad de los compuestos ensayados; es una prucba in vivo de facil mangjo,
los resultados se obtienen en menos de una generacién (<10 dfas), es econémica, confiable y sensible.
Esta prueba es una alternativa que complementa a otras metodologias de Drosophila melanogaster,
lo que enriquece la comprensidn de los distintos mecanismos de accion de genctdxicos.

La prueba utilizada en este estudio mostré una serie de ventajas: es una alternativa
importante en estudios de mutagénesis ya que se recobran resultados a partir de concentraciones
menores a las utilizadas en otras metodologias, es una metodologia in vivo, lo que la hace
sumamente valiosa ya que existen muy pocos sistemas de prueba que detecten este tipo de efecto in
vivo y que rednan la complejidad de este eucarionte; es una metodologia econémica que proporciona

resultados en un tiempo relativamente breve y es de ficil ejecucion.
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Una desventaja importante es la construccion del sistema de cruzas, ya que debido a las
caracteristicas de los marcadores, se requiere utilizar cromosomas compuestos y balanceadores, lo
que limita la capacidad de deteccion de la prueba. Una alternativa para mejorar la deteccién de la
induccién de dafio al ADN es correr paralelamente experimentos con moscas de tipo silvestre, las
cuales son proficientes en reparacién y no portan cromosomas balanceadores ni cromosomas
compuestos, asi, la comparacion entre la sobrevivencia de las moscas silvestres podria ser itil para
determinar e] efecto del cromosoma balanceador en el sistema de cruza y se podria discriminar mas
confiablemente la participacion de la recombinacién entre cromosomas homologos como una

estrategia para reparar el dato inducido por compuestos recombinogénicos como la azida de sodio.
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INTRODUCCION

¢ TOXICOLOGIA GENETICA

La répida industrializacion y urbanizacion, ha ¢levado los niveles de contaminantes
en el ambiente y con ello, el riesgo que implica para los seres vivos (Chakravarty, 1992).
Un agente genotéxico es aquel que produce alleraciones en los 4cidos nucleicos, lo que
provoca modificaciones en las caracteristicas hereditarias. Algunas substancias genotéxicas
comparten propiedades fisicoquimicas que facilitan la interaccién con el ADN y que se han
asociado a la presencia de grupos quimicos particulares. La toxicologia genética es ¢l
estudio del efecto de Ia toxicidad de estos contaminantes en los procesos genéticos, dichos
estudios pueden ser usados para medir ¢l potencial de induccién de efectos mutagénicos,
carcinogénicos o teratogénicos (Winder, 1993). La toxicologiz genética tiene como
objetivos: la implementacién de pruebas y métodos de evaliacién para definir el impacto
de agentes genotoxicos encontrados en el ambiente y cuya presencia pueda implicar un
riesgo a la integridad del genoma humano, asi como la determinacién de sus mecanismos
de accidon (Casarett, 1975).

Entre las diversas herramientas de la toxicologia genética estin los sistemas de

prueba.



o SISTEMAS DE PRUEBA

Varias son las caracteristicas de un sistema de prueba ideal: bajo costo, corta
duraci6n, que permita detectar un amplio rango de eventos genéticos, reproducibilidad en la
respuesta, que detecte compuestos que requieren activacidn metabdlica y que sea capaz de
producir una descendencia numerosa. Estos sistemas van desde bacterias hasta mamiferos
{Rubin, 1988).

El uso de metodologias experimentales para estudiar genotoxicidad contribuye a la
identificacién de compuestos con actividad potencialmente peligrosa para los seres vivos. Los
diferentes eventos terminales se estudian tanto en células germinales y somdticas, asi como in
vivo € in vitro. Ent la genotoxicidad de un compuesto participan factores como metabolismo,
edad, sexo y Ia constitucién genética de los organismos; ademas de aspectos relacionadoes con
la naturaleza quimica de los compuestos, su estabilidad, permanencia y persistencia en el
ambiente, as{ como el tipo de interaccién que se establezca entre el compuesto o sus
metabolitos con el ADN o la maquinaria celular; en consecuencia, la capacidad de los
organismos para reparar €i dafio genético es una funcién primordial en su sobrevivencia, ya
que la correcta expresién del genoma celular y la fiel transmisién de la informacién a la
siguiente generacién depende en gran medida de la eficiencia de los mecanismos de

reparacién del ADN (Dusenbery, 1996).



» Drosophila melanogaster COMO SISTEMA DE PRUEBA

Por muchos afios la mosca de 1a fruta Drosophila melanogaster a sido un organismo
prominente en la investigacion genética (Russell, 1998), esto ha permitido que numerosos
genes que se expresan fenotipica o genotipicamente, estén perfectamente mapeados en sus
cuatro cromosomas, ademds de contar con distintos arreglos cromosomicos (Fig. 1)
(Mitchell, 1984), su ciclo de vida es corto de 10-12 dias (Fig. 2) (Graf, 1992), ademis que
cuenta con el sistema enzimdtico dependiente del citocromo P-450 y el sistema del
citocromo oxidasa, los cuales permiten activar metabdlicamente promutagenos (aminas
arométicas, hidrocarbonos policiclicos aromiticos, entre otros) a su forma mitagenica, este

tipo de activacién es similar a la que ocurre en mamiferos (Fig. 3) (Mitcheil 1984).

Fig. 1 Cromosomas de Drosophila melanogaster, mapa genético y arreglos

cromosomicos. Tomado de Fly Database, 1998.
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Fig. 3 Esquema de la activacibn metabdlica de compuestos
quimicos, por el citocromo P-450. Tomado de Friedberg, 1984.



Estas caracteristicas ademas de su ficil manejo y costo de mantenimiento
relativamente bajo, han permitido que Drosophila melanogaster sea considerado un
organismo ideal como sistema de prueba en la toxicologia genética (Rubin, 1988). Se han
implementado metodologias para detectar genotoxicidad en: células germinales, prueba de
mutaciones letales recesivas ligadas al sexo (SLRLT y DLT), prueba de pérdida
cromosdmica y no disyuncion (SCLT); en células somiticas, la prueba de mutacion y
recombinacidn somdtica en ala y ojo (SMART) y la prueba de reparacion del ADN
(DNART) (Mitchell, 1984).

e PRUEBA DE REPARACION DEL ADN DE Drosophila

melanogaster.

El uso de diferentes metodologias experimentales para estudiar genotoxicidad, que
involucran organismos con deficiencias en los sistemas de reparacién, contribuye a identificar
a aquellos compuestos con actividad potencialmente peligrosa, ya que intervienen
directamente con la estructura del ADN (Wood, 1995). Las pruebas de reparacién del ADN
involucran bacterias (E. Coli) (William, 1988), levaduras (Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe) (McAthey, 1996), células animales (ratén y rata) (Williams,
1989), células humanas (linfocitos y hepatocitos) (Mubasher, 1997) e insectos (Drosophila
melanogaster) (Nguyen, 1979).

Estas metodologias han sido combinadas con el estudio de mutantes metabdlicos y

mutantes deficientes en uno o varios procesos de reparacion del dafio al ADN. El sistema de
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prucba de reparacién del ADN en células somaticas de Drosophila melanogaster detecta
dafio directo al ADN. Es una prueba in vive, de corta duracién y especifica; que permite
aplicar tratamientos agudos o cronicos, la exposicién al posible mutigeno puede ser por
alimentacién, inhalacin, inyeccion, etc. En esta prueba se utilizan genes recesivos ligados al
cromosoma X, que afectan la reparacién por escision (mei &) y la reparacién postreplicativa
(mei 41 %) (Negishi 1991). Por el sistema de cruza empleado, en la progenie se obtienen
organismos proficientes y deficientes en reparacién (Inoue 1995).

En 1988, Fujikawa proponc la prueba de reparacion del ADN para Drosophila
melanogaster utilizando las mutaciones recesivas mei & y mei 41 2, sin embargo dado que
ambas mutaciones estén ligadas al cromosoma X'y mei 41 ”° en homocigosis produce
esterilidad, se incluy6 el arreglo de cromosomas compuestos, reversos acrocéntricos, C(1)DX
para balancear el sistema de cruzas, en las moscas que portan este arreglo se generan gametos
XX y gametos O, por lo que el cromosoma X del macho (que porta la deficiencia en
reparacion) se hereda en forma patroclina y las hembras heredan de sus padres el cromosoma
Y, lo que da como resultado que en la progenie los machos scan deficientes en reparacion por
escisién y reparacion postreplicativa, mientras que todas las hembras serdn proficientes en
estos mecanismos de reparacion (Fig. 4) (Negishi, 1991).

Esta prueba permite detectar agentes genotéxicos que provoquen dafio directo al ADN,
al establecer una relacién entre e] nimero de machos deficientes y el numero de hembras
proficientes, después de haber sido tratados con el posible agente genotéxico durante el

desarrollo larvario (Negishi, 1991).
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Sin embargo, por el tipo de cruza empleado, un problema de esta prueba ha sido que
iinjcamente los machos muestran deficiencias en reparacién. En 1995, Inoue propone utilizar
un nuevo sistema de cruzas, ahora balanceado con un cromosoma FM?7, en el cual las hembras
portan un ¢romoesoma con secuencia normal y uno con numerosas inversiones que impiden la
obtencion de progenie recombinante y con ello se mantienen los genes recesivos responsables
de la deficiencia, con esto logra obtener una progenie en la cual se tienen machos proficientes
y deficientes en reparacién, asi como hembras proficientes y deficientes en reparacion,
distinguiendo fenotipicamente cada tipo de condicién con una mmacién dominante ligada
también al cromosoma X, el cual modifica la forma del ojo a Barra (Bar, B), 1a ventaja de este
sistema es que el dafio que un compuesto pueda ocasionar al ADN puede ser registrado
independientemente del sexo, comparando la supervivencia de las moscas deficientes con las
proficientes, todas recuperadas de un mismo vial de tratamiento, bajo las mismas condiciones
de experimentacién (Fig. 5) (Inoue, 1995). Los resultados obtenidos con esta prucba se
presentan en la tabla 1, con ella se han realizado no solo anilisis de mutdgencs, también de
antimutagenesis con buenos resultados (Negishi, 1994) v los resultados obtenidos con esta
prueba han sido corroborados con otras metodologias de Drosophila melanogaster (Negishi,

1991).
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Tabla 1.

Resultados obtenidos con la prueba de reparacién del ADN.

Mutigeno Resultado Autor Afio
Radiacion Ultravioleta + Fujikawa 1988
Rayos X + Fujikawa 1988
Metil metano sulfonato + Fujikawa 1988
2-Acetil amino fluorano + Fujikawa 1988
Bincristina - Fujikawa 1988
Colchicina - Fujikawa 1988
Cafeina - Lamm 1989
Sacarina Lamm 1989
Té - Lamm 1989
Helecho + Lamm 1989
Ciclofosfamida + Lamm 1989
N-nitroso dimetil amina + Negishi 1991
N-nitroso dietil amina + Negishi 1991
8- Methoxypsoralen + Negishi 1992
Etil metano sulfonato + Nivard 1993
Hidrocarbonos aromaticos + Fujikawa 1993
policiclicos
Aflatoxina B] + Obana 1994
Aflatoxina M1 + Shibahara 1995
Griseofulvina + Inoue 1995
Radicales libres + Watanabe 1996
Fenazinas - Watanabe 1996
Aminofenazinas i Watanabe 1996
Di-(2-etithexil)talato + Kawai 1998
Claves: +, positivo;  ~, negativo; i}, inconcluyente.
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e REPARACION DEL ADN EN Drosophila melanogaster

La vida de un organismo y su continuidad dependen de la estabilidad de la informacién
genética almacenada en el ADN, esta molécula es sensible al dafio producido por agentes
fisicos (radiaciones ionizantes, luz ultravioleta), quimicos (a!gunbs provocados por el
mismo hombre y otros de origen natural) y biolégicos presentes en el ambiente (Howard,
1982), y si ademds se suma a esto la propia constitucion de la molécula que estd sujeta a dafio
espontdneo, como pérdida de bases, alteracién quimica y cambios en la secuencia del
material debido a infidelidad en !a replicacién y/o recombinacién, entonces la célula se
enfrenta a grandes dificultades para mantener la imtegridad de la informacion, aunque en su
mayoria estas alteraciones no provocan problemas, gracias al constante monitoreo celular y
a la reparacion de estos defectos (Friedberg, 1980). En los Gltimos afios se ha reconocido la
importancia del estudio de estos mecanismos, no solo por mantener la integridad de la
molécula, sino que se ha establecido una relacién directa, entre las lesiones que no son
reparadas por algin mal funcionamiento en los procesos de reparacion, con la aparicién de
cincer (Hanawalt, 1986).

En Drosophila melanogaster estos procesos de reparacién, no estdn completamente
entendidos, aunque se sabe que presenta reparacion fotoreactiva, principalmente en huevo y
los primeros estadios larvarios, reparacion por escisién, reparacién de hebra doble y
reparacién postreplicativa (Dusenbery, 1996); los procesos de reparacién que se cree existen
en Drosophila melanogaster son: por alquil transferasas y reparacion por AP endonucleasas;
no se tienen reportes acerca de que haya DNA glicosilasas en Drosophila melanogaster

{Dusenbery, 1996 y Deutsch, 1987).
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sREPARACION POR ESCISION

La reparacién por escision es €l mecanismo mds comin en todos los seres vivos,
eucariotes y procariotes (Lewin, 1994), en Drosophila melanogaster se han encontrado
distintos genes que sintetizan proteinas que participan en este mecanismo de reparacién y que
son homologas con las de otros organismos, incluyendo al ser humano, con base en esto a
reparacin por escision en Drosaphila melanogaster, podela ser controlada por: DmXPA,
proteina que reconoce el sitio de Ia lesién, se ha mapeado en la regidn 3F6-8 del cromosoma
X, no se han reportado lineas deficientes en este gen (Dusenbery et al, 1996); DmXPB,
helicasa 3'-5', que es sintetizada por el gen hayware ubicado en el cromosoma 3 en las bandas
67E3-E4; DmXPD, recientemente identificada, es homwloga con la subunidad XPD de la
proteina TFIIH, esta proteina es una helicasa 5-3', su ubicacién ain esta en estudio
(Dusenbery et al, 1996); DmXPF o Mei 9, sintetizada por el gen mei 9, ubicado en el
cromosoma X, estz proteina endomicleasa corta la regién 5' de la lesién; no se han reportado
proteinas que participen en la incisién 3' de la lesion (Dusenbery et al, 1996). El fragmento de
ADN que contiene la lesion es escisado por las polimerasas § y £ que funcionan como una
exonucleasa 3-5' (Grigorii, 1998) v la resintesis del ADN se lleva a cabo por un complejo
enzimdtico, compuesto por las polimerasas @ y P que controlan la sintesis del ADN y las
proteinas: DmPCNA, sintetizada por el gen mus 209 ubicado en el cromosoma 2, DmRP-A
que es homologa con las de otras especies, no ha sido mapeada, ni clonado su gen, asi como
tampoco se han reportado lineas deficientes (Dusenbery et al, 1996); DmRPC, el gen que
sintetiza esta protefna esta ubicado en el cromosoma 4 en las bandas A10-11, este gen tiene el

nombre provisional de Rfc40; estas tres protefnas forman un templado para las polimerasas
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(Dusenbery et al, 1996). Aunque se ha reportado actividad de ligasas en Drosophila
melanogaster los estudios no son concluyentes (Dusenbery et al, 1996); el mecanismo de

reparacion por escisién de Drosophila melanogaster se muestra en la figura 6,

DmXP. esién
Reconocimients 5 A\I yL
del dafio 3 IIIIIllIIIIIIIllllHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlllﬁllllllIIII

Inrision
pold
DmPCNA pols
Escision s By AY V4
3!
/
DmRP-A
DmPCH, DmRPC
. ? Ligasa— é\. \r p?l @
Resintesis 9
3 *
f A pal 8

Fig. 6 Reparaci6n por escisién en Drosophila melanogaster. Segiin Dusenbery, 1996
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e« REPARACION POSTREPLICATIVA

La reparacion postreplicativa no esta completamente entendida en Drosaphila
melanogaster (Boyd, 1976), aunque se cree que es similar al de Saccharomyces cerevisiae
{(Grigoriti, 1998), s¢ ha reportado que este tipo de reparacion esta asociado con proteinas
““checkpoint’™ que regulan el paso de G2 a M en el ciclo celular de Drosophila melanogaster,
estas proteinas sirven como sensores de daiio al ADN, en case de haber alteraciones en el
ADN, las *““checkpoint™ se pegan a esta zona, desatarxio la reparacién postreplicativa, y si el
dafio es severo la célula entra en apoptosis (Hari, 1995). Genes como mus 101, mus 310, nus
205, mei 41, mus 302, entre otros estin asociados a la sintesis de estas proteinas (Brown,
1981).

Este mecanismo de reparacion involucra la replicacién y la recombinacion, aunque los
detalles exactos de este tipo de reparacién son inciertos, el mecanismo puede consistir en lo
siguiente: cuando una molécula de ADN se replica y existe una lesion que no fue reparada, las
ADN polimerasas no pueden tomar como molde esta zona, interrumpiendo la replicacién y
reiniciandola delante de la lesion, dejando un hueco; el resultado es que de las cromdtidas
hermanas resultantes, una estard intacta, miemntras que en la otra crométida una de las cadenas
tendrd un hueco y en la otra cadena habrd una region dafiada (Lewin, 1994). Al no pasar del
punio G2 al de Mitosis en ¢! ciclo celular, las proteinas ““checkpoint™ se unen al hueco y/o a
la regidn dafiada, posteriormente otra ““’checkpoint™ sirve como intermediario entre esta sefial
y el inicio de la reparacion, en Saccharontyces cerevisiae este proceso se lleva a cabo con dos

proteinas Mecl y Mec3 (Weinert, 1998), en Drosophila melanogaster esta doble funcién es
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aparentemente hecha por la proteina Mei 41, que tiene regiones homologas con ambas
proteinas de Saccharomyces cerevisiae (Hari, 1995 y Keith, 1995),

La funcién de Mei 41 como proteina sensor de dafio e intermediaria va mas all4, en
Saccharomyces cerevisine Mec3 sirve ta.mbiéu.como sustrato para iniciar la reparacién por
recombinacién de la regién dafiada, misma funcién que podria realizar Mei 41; sin embargo
estos procesos de reparacién no se han determinado en Drosophila melanogaster (Fig. T)

{Weinert, 1998).
Lesion

mus 101, mus 310,
mus 25, mus 302, ?

Sintesis

Apoptosis Reparacion
del ADN

Recombinacién Reparacion y continuacién
del ADN del ciclo celular

Fig. 7 Funcién de las proteinas ““checkpoint™ del ciclo celular, en relacién con la reparacién
postreplicativa.
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* GENES MEIOTICOS.

Desde que en 1968, Sandler describié mutaciones que afectan Ia recombinacién y la
reparacion del ADN en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, se abrié ¢l campo de
estudio de estos mecanismos celulares (Boyd, 1974). Drosophila melanogaster ofrecia
ventajas inigualables en comparacién con otros organismos de estudio utilizados en ese
tiempo, ya que existia la posibilidad de utilizar un modelo in vivo, que ademis permitia
realizar observaciones in vitro (Boyd, 1974).

Estos andlisis en los mecanismos de reparacion de Drosophila melanogaster
impulsaron el desarrollo de lineas de moscas mutantes en dichos procesos (Nguyen, 1979) que

permitieron el desarrollo de Ia prueba de reparacion del ADN de Drosophila melanogaster.

e mei9”

Este gen meiotico, fue inicialmente identificado por reducir la recombinacién meiotica en
hembras, provocar la segregacion postmeiotica, recombinacién mitotica y no disyuncién
(Araj, 1996), ademas de incrementar la sensibilidad a agentes alquilantes (MMS), radiaéién
ultravioleta, rayos X, mostaza de nitrégeno, acetilaminofluorano (Boyd, 1976). El gen mei 9

esta localizado en las bandas 4B-4B6 del cromosoma X en 1-6.5 um (Fig. 8) (Araj, 1996).
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Fig. 8 Posicién cromosémica y citogenética del gen mei &°

Las lineas portadoras de esta mutacién presentaron una reduccitn de entre el 30-40%
de actividad de endonucleasas en relacién con las lineas silvestres (Osgood, 1982). El gen mei
9 codifica para una proteina endonucleasa de 946 residuos de amino4cidos homologa en 51%
con la proteina RAD1 de Saccharomyces cerevisiae (Fig, 9), estas proteinas son homologas
con la ERCC4 de la enzima de reparacién por escisién de mamiferos y de la XPF de humanos
(Sekelsky, 1995).

Radi

Mei 9

Fig. 9 En gris resaltan las homologias en aminodcidos de las proteinas endonucleasas RAD! y

MEI 9. Tomado de Araj, 1996.
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Estas proteinas participan en la reparacién por escisién al cortar la region ' de Ia lesién
(Osgood, 1982), la mutacién recesiva de este gen bloquea la reparacién por escisién al
imterrumpir el paso de incisidn en el mecanismo de este tipo de reparacién, esto provoca que la

lesién no sea escisada y permanezca en la cadena de ADN (Fig. 10) (Dusenbery, 1996).

. DmXI'A\ ﬁdemn
Reconocimientn )
del dasio 3 ""lll""l“l|||||||||||||l||||||ﬂ|||||||'m||||IIIIII

Reparacion interrumpida

Reparacién normal

Fig. 10 Disfuncion de Ia reparacién por escisién provocada por la
mutacion recesiva mei 9.
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o meid4l”’

El gen mei 41 tiene una funcién esencial en la meiosis y en el mantenimiento de la
estabilidad cromosémica (Banga, 1995); se localiza en el cromosoma X en las bandas
politenicas 14C4-14C6, a 1-52.4 um (Linsdley y Zimm, 1992) (Fig. 11). Se caracteriza por
provocar esterilidad en hembras, una alta frecuencia de no disyuncidn, alterar la

recombinacién meidtica e inducir recombinacién mitética (Banga, 1995).

Fig. 11 Posicion cromosémica y citogenética del gen mei 41

En 1976, Boyd analiza el locus mei 4] ®° y sugiere que participa en la reparacién
postreplicativa, aunque su via de accién no fue determinada, las lineas portadoras de este gen
mostraron sensibilidad a agentes alquilantes (MMS, EMS), radiaci6n ionozante y ultravioleta,
mostaza de nitrogeno, acetilaminofluorano (Boyd, 1976), hidroxiurea, rayos X, entre otros
(Hari, 1995).

Este gen sintetiza una proteina de 270 kd perteneciente a la familia fosfatidil inositol
3—cinasa (Dusenbery, 1996), que es homdloga en la regién carboxilo terminal de la proteina
AT7-9 sintetizada por el gen ATM de humanos en un 60%, también es homdloga en esa

region de la proteina RAD3 de Saccharomyces cerevisiae en un 66% (Hari, 1995), Mecl y
19



Mec3 de Saccharomyces cerevisiae, entre otras proteinas ““checkpoint™ (Fig. 12) (Keith,

1995).

ATT-S viL"’.i

MECI G}L, iV Ig"a

MEu[pi-L }NLASMY,IEG W
Iy } Ll L S

Fig. 12 Regién carboxilo terminal de proteinas ““checkpoint™, en gris resaltan las

homologias en aminoécidos. Tomado de Keith, 1995,

Esta familia de proteinas homologas estdn implicadas en el control del ciclo celular,
como ““checkpoint™ entre G2 y M, retrasando o arrestando el ciclo cehular, de acuerdo a la
fidelidad de la sintesis del ADN (Hari, 1995), aunque los procesos de reparacién
postreplicativa en Drosophila melanogaster no estdn totalmente descritos, se considera que
pueden tener similitud con los de Saccharomyces cerevisiae (Grigorit, 1998), de esta manera
1a protefna que sintetiza mei 4 ¥ checa la inegridad del ADN después de la fase de sintesis
retrasando ei ciclo celular, en caso de anomalias como huecos en las cromatidas hermanas o
incluso akeraciones en la estructura de la cadena de ADN, arresta a la célula (Hari, 1995),
permitiendo con esto que inicie la reparacion postreplicativa. En ¢l caso de la mitacién de mei
41 ™ 1a lesién no seria detectada ni reparada, pasando a mitosis la célula, con la integridad del

ADN alterada (Fig. 13) (Dusenbery, 1995).
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célula con alteracién en
el ADN céhila normal
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mus 101, mus 310,
mus 25, mus 302, ?

La reparacion o
postreplicativa no Sintesis
inicia y el ciclo celular

continua

Fig. 13 Alteracién en el ciclo celular y la reparacidn, provocado por la mutacion
recesiva mer 41,



OBJETIVO

En este trabajo se analizé la induccitn de daflo directo al ADN por mutigenos con
diferente actividad quimica: N-nitrosodimetilamina (DMN), Metil-metano-sulfonato (MMS),

Colchicina, Azida de sodio y Clorure de plomo.

MATERIALES Y METODOS

¢ Compuestos

¢ N-Nitrosodimetilamina (DMN)

Las N-nitrosaminas son compuestos que han sido detectados en el ambiente, en
alimentos, bebidas alcohtilicas, productos cosméticos, humo de cigarro, desechos industriales,
etc. Muchos de éstos son potentes carcinégenos cuando se han probado en experimentos con
animales y sc ha demostrado también que pueden tener efectos similares en el ser humano, por
esto se ha considerado que estos compuestos pueden tener una funcién importante en la
induccion de cancer (Friedberg, 1934).

La N-nitrosodimetilamina (DMN), es una N-nitrosamina altamente mutagénica y
carcinogénica en un amplio intervalo de especies animales (Williams, 1989), es un agente
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alquilante que metila a los oxigenos de la citosina y guanina del ADN (Friedberg, 1984). La
mutagenicidad de este compuesto es dificil de estudiar debido a que necesita ser
biotransformado y activado. Esta N-nitrosamina sufre una desmetilacién oxidativa que la
biotransforma a hidroxidimetil-nitrosamina inestable, esta molécula origina un jon
alquidiazonium y un ijon metildiazohidroxido que es la molécula reactiva (Williams, 1989)

(Fig. 14).

CH;NCH, CH;NCH,0H
—p |

NO NO
N- Nitrosodimetilamina a Hidroxidimetil-nitrosamina
CH,O CHﬁ’ Metilacién
‘Formaldehido NOH del ADN
Metildiazohidroxido

Fig.14 Activacion de la N-Nitrosodimetilamina. Tomado de Williams, 1989.
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e Metil Metano Sulfonato (MMS)

Conocido también como 4cido metanosulfonico, desde 1909 es considerado como
potente carcinégeno, agente alquilante de accién directa soluble en agua, se utiliza como
catalizador en reacciones de polimerizacién y como disolvente (The Merck Index, 1989),
pertenece al grupo de los alquiloalcanosulfuros. Es un compuesto altamente mutagénico que
se considera O-alquilante y N-alquilante, principalmente de adeninas y guaninas del ADN
(Friedberg, 1984), este agente introduce grupos alquil (-CH;,~CH,,~CH3), con lo que ademsas

cambia las propiedades de apareamiento de las bases (Fig.15) (Russell, 1998).

Metilacion con MMS H‘F"N
N.

/  jeeeeent  C-H
‘ N N

ra N
Desoxirrb “N-Hoooe O
esoxirnbosa o ;
Desoxirmbosa

s WP 3¢ 0 P
;[; —t 0° METILGUANINA IVINA
WN-H
‘ N— .
Desoxirrbosa /N—H
H
GUANINA
A
HT—'/N 000OOH-N JH
N/ °© PEEAN
1H-HoooooN C—H
UAR C—N
. . Desoxivrbosa )N—HOOO&O
Sin metilacién H Des;mim‘bosa
Gu A CITOSINA

Fig. 15 Metilacién de la Guanina por acci6én de MMS. Tomado de Russell, 1998.
24



¢ Colchicina

Es un alcaloide extraido de plantas del genero Colchicum, utilizada para el tratamiento

de gota y como veneno (Fig. 16).

Fig. 16 Molécula de Colchicina. Tomado de Wolfe, 1995.

La colchicina se une especificamente con los heterodimeros de la tubulina provocando
un desensamble en la mayoria de los tipes de tubulina, incluyendo el huso y el citoesqueleto
(Wolfe, 1995). Aunque las bases moleculares de la accién de la colchicina aun no son
totalmente claras, se ha encontrado que aparentemente inhibe la unién de las o tubulinas con
la B tubulinas, lo que provoca una mala polimerizacion de los microtubulos (Fig. 17) (Wolfe,
1995}, v ¢l arresto celular en metafase, también puede inducir hipoploidia, hiperploidia y
ancuploidia tanto en células sométicas como germinales in vive e in vitro de distintos linajes

celulares (Kallio, 1995).

Fig. 17 Accidn de la colchicina en la polimerizacion de 1a tubulina,
Tomado de Wolfe, 1995.
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o Azida de sodio

Es una sal altamente soluble en agua caliente o fria, ligeramente soluble en alcohol,
este compuesto tiene miliples wsos como potente vaso-dilatador, usado en el control
terapéutico de la presidn arterial; fungicida para la conservacién de vinos, estimulante de la
germinacién, nematicida, bactericida, previene la oxidacién del acero, materia prima en la
produccion de caucho, se utiliza para inflar las bolsas de aire de automdviles, es considerado
mutagénico en bacterias, plantas y en cultivos celulares de mamiferos (Owais, 198R),
recombinogénico en Drosophila melanogaster y carcinbgeno potencial (Gonzilez y Ramos,

1997), sin embargo su mecanismo de accién no ha sido atin determinado {Owais, 1988)

e Cloruro de plomo

En la naturaleza esta sal de plomo esta presente en el mineral cotunita, es soluble en
agua, en la industria se le utiliza para fabricar “plomo blanco”, colorantes, oxiclorato de
plomo y soldadura fundente (The Merck Index, 1989). El cloruro de plomo provoca
infidelidad en la transcripcion de distintas polimerasas (Friedberg, 1984). En general, el
plomo es un compuesto considerado altamente peligroso para el ser humano, es un
contaminante ambiental, utilizado como detonante de algunas gasolinas (Roy, 1992);
aunque de probada toxicidad, los estudios sobre su genotoxicidad son contradictorios en Ia
mayoria de los sistemas en los que se ha ensayado (Winder, 1993). Se han establecido

distintos mecanismos de accién genotoxica del plomo, desde su posible interferencia con la
26



polimerasa f} que participa en la reparacion por escisién o con ligasas que participan en este
mecanismo de reparacién (Winder, 1993), también se le considera un veneno mitético
provocando aneuploidias y aberraciones cromosomicas (Chakravarty, 1992), se ha
reportado que podria interferir con la fidelidad de la sintesis del ADN al alterar la
incorporacién de bases en el ADN recién sintetizado (Johnson, 1998), considerado como
comutageno al tomar parte en la reaccién de Fenton, esta reaccién aumenta la cantidad de
radicales H,0, e OH, estas moléculas si interaccionan directamente con el ADN (Roy,
1992). Los radicales libres se forman de manera natural en las distintas reacciones
metabélicas y de respiracién de la célula, sin embargo son eliminados por distintos
mecanismos, si el numero de radicales libres se incrementa estos pueden romper la cadena
del ADN, formar aductos, pueden modificar la conformacién estructural de guaninas y
adeninas, oxidar el aziicar de la base y formar un sitio AP (Newcomb, 1998). El Plomo es
una molécula muy grande ain estando disuelto en agua y acompafiado por alguna sal, la
célula al fagocitar esta molécula formaria una gran cantidad de radicales libres en su
interior, independientemente de que el plomo participe en la reaccion de Fenton, habria un
exceso de H;O, e OH en el interior de la célula, lo que incrementa el riesgo de alteraciones

en el ADN (Fig. 18) (Roy, 1992).

& Radicales libres

Fig. 18 Formacién de radicales libres al fagocitar la célula moléculas de

plomo. Roy, 1992,
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o Lineas de Drosophila melanogaster

El balanceador FM7, y''° s¢® w sn? v¥ g' B', es un cromosoma X construido con
miiltiples inversiones, estable, que evita la recombinacién; en su constitucidn hay diferentes
mutantes, de los cuales en la prueba se utilizan: w* , g° , sn™ y B', como marcadores
fenotipicos.

w* (white apricof), alelo recesivo ligado al cromosoma X, ojos de color durazno, en
presencia del gen &', Tos ojos son de color blanco.

g’ (garner), alelo recesivo ligado al cromosoma X, ojos color café obscuro, en
presenciz del gen v/, los ojos son de color blanco.

s’ (signed), alelo recesivo ligado al cromosoma X, provoca que los pelos del cuerpo
se deformen y adopten una apariencia ondulada, corta y rogosa.

B' (Bar), gen dominante ligado at cromosoma X, en homocigosis modifica la forma de
los ojos a una barra y en heterocigosis los ojos tienen forma de muesca.

Se realizb una cruza de hembras FM7, /2 sc® W s v g' B! 7y mei & mei 41
DS (brevemente FM7/mei & mei 41 D3 las moscas tienen los ojos en muesca ¥ de color rojo
y los pelos del cuerpo normales) con machos y’ mei & mei 41°° 1Y (brevemente mei & mei
41723 /Y, presentan los ojos redondos y de color rojo y los pelos del cuerpo normales). En
cada generacién se recobran 4 genotipos distintos de moscas, que se distinguen de acuerdo a
su fenotipo
1. FM7 / mei & mei 41 D3 hembras, proficientes en reparacién, con los ojos en forma de

muesca y de color rojo, los pelos del cuerpo son normales.
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2. mei 9" mei 417°°% | mei ¥ mei 4177 hembras, deficientes en reparacion, ojos redondos y
de color rojo, los pelos del cuerpo normales.

3. FM7 /Y machos, proficientes en reparacion, ojos en barra y de color blanco, los pelos del
cuerpo son ondulados, cortos y rugosos.

4. mei & mei 41°° /Y machos, deficientes en reparacifn, ojos redondos y de color rojo, los
pelos del cuerpo son normales.

Los fenotipos de la cruza y la progenie se muestran en la figura 19.
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» Obtencién de larvas

Para obtener larvas con una edad semejante, a los tres dias de realizada la cruza
progenitora se transfirid a los progenitores a frascos con medio de cultivo fresco por un
periodo de 8 h., retirdndolos posteriormente. A partir de los huevos colectados se obtuvieron

_ larvas de 72 + 4 h. que fueron asignadas al azar a las series testigo y experimentales.

e Tratamientos

Los compuestos se disolvieron en agua destilada, que se tomd como testigo negativo,
todos los compuestos fueron de Sigma Chemical Company, las concentraciones de cada uno
se especifican en la tabla 2. Después de las diluciones, se tomaron Sml de la solucién
comrespondiente a cada compuesto, mezclindola en 1 gr. de medio instantineo (Carolina
Biological Supply, NC, USA) en viales de 2.7 em. de didmetro x 11.3 cm. de altwra. Los
tratamientos fueron crnicos y se aplicaron a larvas de tercer estadio (72 £ 4 h. de edad), que
se separaron del medio de cultivo utilizando una solucién de glucosa al 20 %, colocando en
cada vial de 150 a 200 larvas aproximadamente, dejindolas en cl tratamiento hasta que
concluyeron su desarrollo, a una temperatura de 25 & 1° C. Se realizaron cuatro experimentos
por cada compuesto con tres repeticiones cada uno. Una vez que emergicron los adultos se
cuantificaron el nimero de hembras y machos deficientes y proficientes en reparacion

obtenidos de cada lote.
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Tabla 2. Concentraciones de los compuestos utilizados.

Compuesto Peso molecular Concentraciones [mM]
N-nitrosodimetilamina (DMN) 74.08 0.007—1
Metil-metanosulfonato (MMS) 110.13 0.001—]
Colchicina 399.43 0.002—0.125
Azida de sodio 65.02 0.06—1
Cloruro de Plomo 278.1 0.002—0.7

o Andlisis de resultados

Se registraron ¢l nimero de hembras y machos proficientes y deficientes en reparacion
obtenidos de cada lote. El efecto de los compuestos que dafian al ADN se manifiesta en la
pérdida gradual de los organismos deficientes en reparacion, este efecto se estima con base en
curvas de sobrevivencia, considerando un compuesto como positivo para esta prueba, cuando
Ia sobrevivencia de las moscas deficientes en reparacidn, en relacién con la concentracion del
compuesto, sea menor, en comparacién con la respuesta de las moscas proficientes en
reparacion, un compuesto serd negativo para la induccién de dafio al ADN cuando no existan
diferencias en la sobrevivencia de ambos tipos de moscas, en relacién con la concentracion del
compuesto (Inoue, 1995).

La esquematizacion de Ia metodologia se muestra en la figura 20
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RESULTADOS

¢ N-Nitrosodimetilamina (DMN)

La exposicién a esta nitrosamina mostré que induce dafio al ADN desde
concentraciones tan bajas como 0.007 mM en la que la sobrevivencia de las moscas
deficientes en reparacion se redujo hasta el 36 % en hembras y el 20 % en machos; en
comparacién con las moscas proficientes en reparacion en las que fue del 100 %. Las
siguientes concentraciones resultaron letales para las moscas deficientes en reparacién,
mientras que sélo a partir de 0.031 mM se observd reduccion en la sobrevivencia de las
moscas proficientes en reparacion en un 72 % para las hembras y un 70 % para machos.
Las concentraciones superiores redujeron paulatinamente la sobrevivencia de ambos sexos,
siendo siempre mas sensibles los machos. En la concentracién mas alta, sobrevive el 16 %

de las hembras y €l 1 % de los machos proficientes en reparacion (Fig. 21).

o Metil Metano Sulfonato (MMS)

El tratamiento con este alquilante de accién directa provocd reduccion en la
sobrevivencia a partir de 0.005 mM en hembras (55 %) y machos (46 %) deficientes en
reparacion; en comparacion con las moscas proficientes en las que la sobrevivencia fue del

84 % para hembras y 98 % para machos. El incremento en las concentraciones redujo
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paulatinamente la sobrevivencia, de manera que a 0.1 mM sélo se recobré un 0.4 % de
hembras deficientes en reparacién y ningiin macho, comparado con 39 % de hembras y un
45 % de machos proficientes en reparacién. En la concentracién més alta probada, 1 mM

sélo se recobrd el 2 % de hembras y el 1 % de machos proficientes en reparacién (Fig. 22).

¢ Colchicina

Este aneuploidégeno tuvo un efecto similar en Jos cuatro tipos de progenie. Sélo en
la concentracién més baja, 0.002 mM se redujo la sobrevivencia de las moscas deficientes
en reparacién al 76 % en hembras y el 72 % en machos, mientras que en las proficientes
esta fue del 91 % para hembras y 100 % para machos. A partir de la siguiente
concentracidn, 0.004 mM, el efecto observado fue similar sin importar €l genotipo de las
maoscas tratadas, quedando una sobrevivencia de 63 y 69 % para hembras y machos
deficientes en reparacion y del 68 y el 52 % para hembras y machos proficientes en
reparacion. En las concentraciones mayores el efecto se acentud, reduciéndose la
sobrevivencia al 7 y 9 % para hembras y machos deficientes en reparacion y al 7 y 8 %
para hembras y machos proficientes en reparacién. Las concentraciones siguientes no

permitieron recobrar algin tipo de mosca, independiente del genotipo (Fig. 23).
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o Azida de sodio

La azida de sodio permiti6 recobrar moscas adultas en todas las concentraciones. Se
observaron pequefias variaciones en las concentraciones mdis bajas, en las que se
recobraron menos moscas proficientes en reparacion, 84 y 88 % para hembras y machos a
(.13 mM, en comparacién con el 100 % de sobrevivencia para las deficientes en
reparacion. Este efecto no sc considera real ya que en la siguiente concentracién, 0.19 mM
la sobrevivencia fue del 100 y 93 % para hembras y machos proficientes en reparacién y
del 100 % para las deficientes. A partir de las siguientes concentraciones, la reduccion en
la sobrevivencia fue similar sin importar el genotipo de las moscas tratadas, de manera que
en fa concentracion mas alta, 1 mM se recobré un 4 y 5 % de hembras y machos
deficientes en reparacidn en comparacién con un 5 y 1 % de las hembras y machos

proficientes en reparacion, respectivamente (Fig. 24).

o Cloruro de plomo

Con esta sal de plomo se observd un comportamiento peculiar en las moscas
tratadas. Hasta 0.08 mM, el tratamiento no afectd la sobrevivencia de las moscas
deficientes en reparacion y de las hembras proficientes en reparacion, sin embargo, en los
machos proficientes en reparacién se obtuvo una pequefia reduccion en la sobrevivencia
cen 0.002 y 0.005 mM, la que no fue consistente, ya que a 0.01 y 0.02 mM se recuperd
nuevamente ¢l 100 % de sobrevivencia. La reduccién en la sobrevivencia (77 %) se
registré nuevamente en el intervalo de 0.04 a 0.17 mM y recuperdndose el 100 % de

sobrevivencia en las concentraciones mayores. En las moscas deficientes en reparacion sc
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observé una pequefia reduccion en 0.17 mM, con 97 y 86 % para hembras y machos,
respectivamente. Con 0.71 mM, la concentracién mds alta probada se redujo linicamente la
sobrevivencia de hembras deficientes en reparacién (Figura 25).

Los resultados mostraron que, en comparacion con Metil-metanosulfonato, la N-
nitrosodimetilamina induce una mayor proporcion de alteraciones en las que se requiere la
participacion de la reparacidn por escision y de la reparacion postreplicativa, al disminuir
significativamente la sobrevivencia de los organismos deficientes en reparacién, en tanto
que los tratados con Colchicina y Azida de sodio no presentaron diferencias significativas
en la sobrevivencia entre las moscas proficientes y las deficientes en reparacidén, ambos
compuestos fueron altamente toxicos para las moscas tratadas, el plomo no mostré tener
ningiin efecto en la sobrevivencia de las moscas pro y defictentes en reparacion, tampoco
mostrd ser txico para estas moscas.

La induccién de alteraciones al ADN de los compuestos utilizados se presenta de la

siguiente manera: DMN>MMS>cokhicina>azida de sodio>cloruro de plomo (Fig. 26).
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DISCUSION

En el drea de la toxicologia genética, la implementacién de nuevas metodologias
incluye dos aspectos principales: la comprobacién de la eficiencia de la metodologia con
base en las condiciones del laboratorio, es decir la validez interna. El siguiente paso es
alcanzar la reproducibilidad en los resultados obtenidos con respecto a los de otros
laboratorios, ¢ validez externa. Mediante este proceso, la informacién obtenida es
considerada .valida por parie de organizaciones ambientales que regulan la calidad de la
informacién reportada (Campbell, 1973; Méndez, et al., 1990).

La prucba de reparacion del ADN de Drosophila melancogaster, detectd la
actividad de compuestos que alteran directamente al ADN (MMS y DMN), esto se reflejo
en el menor indice de sobrevivencia de los organismos deficientes en reparacidén en
relacién con los proficientes, por lo que se consideran compuestos positivos en esta prueba.
Ambos agentes son mutigenos y carcindgenos probados (The Merck Index, 1989), la
respuesta obtenida concuerda con el comportamiento esperado para estos compuestos. La
mayor induccién de alteraciones de la DMN se debid, posiblemente, al hecho de que este
compuesto se metaboliza en el citocromo P-450, este paquete enzimdtico genera radicales
libres al metabolizar aminas o hidrocarburos, estos radicales libres son altamente reactivos
con el ADN y provocan multiples alteraciones en la estructura de esta molécula
(Newcomb, 1998), si bien el MMS es un alquilante directo, el hecho de que la
biotransformacion de la DMN forme radicales libres, ademis de la molécula alquilante
metildiazohidréxido, incrementa el espectro de alieraciones que este compuesto provoca per
se. Ambos alquilantes ya han sido probados con esta metodologia con resultados similares
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a los obtenidos (Fujikawa, 1993 y Negishi, 1991), en el caso de la DMN, incluso dentro del
grupo de las nitrosaminas fue el compuesto mas genotdxico con esta misma prueba
(Negishi, 1991); asi mismo estos resultados concuerdan con los que se han obtenido en
distintos sistemas de prueba tanto en eucariotes como procariotes, in vivo como in vitro
(The Merck Index, 1989). Las figuras 27 y 28 muestran comparativamente el efecto de los
compuestos probados en las moscas proficientes y deficientes en reparacion,
respectivamente. En las moscas proficientes en reparacion, la curva del MMS muestra que
este compuesto resulta menos tolerable, ya que la pendiente cae mas rapidamente, mientras
que en ¢l tratamiento con la DMN en esta concentracién y mayores se obtuvo un mayor
porcentaje de sobrevivencia. En las moscas deficientes en reparacion, el efecto es
contrario, siendo mis enérgico el efecto del tratamiento con la DMN en el que a partir de
0.031 mM ya no se tiene sobrevivencia, mientras que con el MMS lo anterior ocurre a
partir de 0.5 mM. Al comparar el efecto obtenido con estos compuestos utilizando otras
metodologias de Drosophila, se encontrd que las concentraciones a las que se obtiene
efecto son al menos un orden de magnitud menores que con otras lineas de Drosophila. En
el caso de la DMN, puede utilizarse una concentracién de 10 mM sin observar efecto en la
sobrevivencia de moscas libres de inversion (Muiioz, 1994), sin embargo, también en estos
estudios se ha observado reduccién en la aparicién de moscas portadoras de inversiones.
Como ha sido mostrado por Gonzalez y Ramos (1995), la presencia de un cromosoma
balanceador con gran cantidad de inversiones que evitan la recuperacién de organismos
recombinantes tiene un efecto de seleccion en las moscas portadoras. Lo anterior sugiere
que se requiere de ambos cromosomas homélogos para la reparacién de parte de las
akteraciones inducidas por este compuesto. En este contexto, cabe recordar que por el

disefio de la cruza, las moscas consideradas proficientes en reparacién llevan al
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cromosoma balanceador FM7, lo que ayudaria a explicar la ripida caida en la
sobrevivencia en las moscas proficientes en comparacion con lo observado con otras lineas
no portadoras para las cuales estas concentraciones no provocan efecto aparente en la
sobrevivencia.

La colchicina es un veneno del huso estindar, wutilizado frecuentemente en
estudios de aneuploidia y aberraciones cromosomicas {Bond, 1987), dado su mecanismo
de accidn los resultados en esta prueba de reparacidn, son los esperados, incluso la
disminuciéon en indice de sobrevivencia de las moscas proficientes y deficientes en
reparacion, indicaria que la accién de este compuesto ocurre en otro nivel celular ya que
afecta a ambos tipos de moscas por igual, sin importar el genotipo de las moscas tratadas
(Figs. 27 y 28). Por el tipo de alteraciones que provoca este veneno no puede ser detectado
con esta prueba y concuerdan con los de Fujikawa, quien obtuve resultados negativos en
esta prueba de reparacién del ADN in vivo (Inoue, 1995).

La azida de sodio en lineas deficientes en reparacion de S. typhimurium (TA1975,
TA1530 y TA1535) indujo alteraciones al ADN (Kleinhofs, 1976); se ha sugerido que
estas alteraciones que podrian ser similares a las que provoca el etil-metanosulfonato y la
N-metil-N-nitrosoguanidina (Owais, 1988), los resultados obtenidos en la prucba de
reparacién de Drosophila melanogaster apoyan parcialmente lo anterior, ya que este
compuesto disminuyd por igual la sobrevivencia de todas las moscas tratadas; la azida de
sodio es un compuesto, que se manifiesta in vivo como recombinogénico mitético (lo cual
incluye rompimiento y reunién del ADN) esto implica un tipo de interaccidn con el ADN
que ha sido reportado por Gonzilez y Ramos (1997), quienes han mostrado que iz
actividad recombinogénica esta limitada a las moscas libres de inversion, mientras que en

las hembras y machos portadores de un cromosoma balanceador, o en los machos
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hemicigdticos (Ramos-Morales y Ordaz, 1999), no se observa efecto genotdxico, pero si se
aprecia pérdida por letalidad de una fraccion de los organismos tratados; asi, dada la
presencia del cromosoma FM7 en las moscas proficientes en reparacidn y de la doble
mutacién en las deficientes en reparacidn, no se esperaba diferencia en el efecto de la azida
en los dos tipos de moscas, por lo que la respuesta obtenida se considera negativa para esta
prueba y concuerda parcialmente con lo esperado para esta substancia, sunque a
concentraciones mayores a .25 mM reduce la sobrevivencia de los organismos tratados, lo
que implica que a estas concentraciones la azida provoca alteraciones que no pueden ser
reparados por ambos tipos de moscas. Es importante sefialar que cuando se dan
tratamientos similares con la azida de sodio a2 moscas proficientes en reparacion y libres de
cromosomas balanceadores, el compuesto sélo empieza a tener efecto en la sobrevivencia a
partir de (.88 mM (Ramos-Morales y Ordaz, 1999), lo que apoya que la presencia del
cromosoma balanceador es un factor de seleccién ante la exposicion a estos compuestos.
La genotoxicidad del plomo, no pudo ser detectada mediante esta prueba, los
resultados obtenidos son negativos en el anilisis de este metal, tampoco provoca
alteraciones a otros niveles celulares, ya que Ia sobrevivencia de todas las moscas tratadas
no se altero y no fue diferente a la de su testigo concurrente. Dado que el plomo se reporta
como veneno mitdtico se podria esperar un comportamiento similar al de colchicina, sin
embargo los resultados son diferentes, incluso estos resultados hacen suponer que a estas
concentraciones el plomo es inocuo en Drosophila melanogaster. Esta metodologia puede
detectar el daflo inducido al ADN por los radicales libres (Watanabe, 1996). Resultados
obtenidos en la prueba de mutacién y recombinacién somatica (Ramos-Morales, 1995) con
el cloruro de plomo han revelado que esta sal no induce alteraciones somdticas, lo que

apoya los resultados obtenidos en este estudio, por lo que podria sugerirse que el
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mecanismo de accion del cloruro de plomo no implica alteraciones importanies a la
integridad del ADN que deban ser reparados por los mecanismos detectados en la prucba
de reparacién del ADN y mas bién apoyan que esta sal interfiere con la funcién de diversas
enzimas que participan en el proceso de desintoxicacién (Newcomb, 1998).

En general, la prueba de reparacién in vivo del ADN de Drosophila melanogaster
Jogré detectar como positivos a compuestos inductores de dafio como la DMN y ¢l MMS;
no detectd la actividad del veneno del huso, colchicina; de igual manera fue negativo el
efecto de la azida de sodio, un compuesto que requiere de homologia en los cromosomas
homélogos para la recuperacién de recombinacién y mostro que en las concentraciones
probadas, el cloruro de plomo sélo tuvo un ligero efecto en las moscas deficientes en
reparacion.

La prueba utilizada en este estudio mostré una serie de ventajas: 'es una alternativa
importante en estudios de mutagénesis ya que se recobran resultados a partir de
concentraciones menores a las utilizadas en otras metodologias, ¢s una metodologia in
vivo, Io que la hace sumamente valiosa ya que existen muy pocos sistemas de prueba que
detecten este tipo de efecto in vivo y que rednan la complejidad de este eucarionte; es una
metodologia econdmica que proporciona resultados en un tiempo relativamente breve y es
de facil ejecucion.

Una desventaja importante es la construccién del sistema de cruzas, ya que debido a
las caracteristicas de los marcadores, se requiere utilizar cromosomas compuestos Y
balanceadores, lo que limita la capacidad de deteccion de la prueba. Una alternativa para
mejorar la deteccion de la induccion de dafio al ADN es correr paralelamente experimentos
con moscas de tipo silvestre, las cuales son proficientes en reparacién y no portan

cromosomas balanceadores ni cromosomas compuestos, asi, la comparacion entre la
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sobrevivencia de las moscas silvestres podria ser Wlil para determinar el efecto del
cromosoma balanceador en el sistema de cruza y se podria discriminar mas confiablemente
la participacién de la recombinacién entre cromosomas homoélogos como una estrategia

para reparar el dafio inducido por compuestos recombinogénicos como la azida de sodio.
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CONCLUSIONES

<+ La prueba de reparacién de! ADN de Drosophila melanogaster es una metodologia que
permite discriminar la actividad de los compuestos ensayados; s una prueba in vive de
facil manejo, los resultados se obtienen en menos de una generacton (<10 dias), es
econdmica, confiable y sensible.

< El manejo de esta metodologia dentro del laboratorio, ha permitido tener resultados
similares a los obtenidos por otros grupos de trabajo, empleando la misma prueba,

<+ Esta prueba es una alternativa que complementa a ofras metodologias de Drosophila

melanogaster, lo que enriquece la comprensién de los distintos mecanismos de accién

de genotdxicos.

% Se propone correr paralelamente experimentos con moscas de tipo silvestre, las cuales,
son proficientes en reparacién y no portan cromosomas balanceadores ni cromosomas
compuestos, la comparacidn entre la sobrevivencia de las moscas silvestres podria ser
utit para determinar el efecto del cromosoma balanceador en el sistema de cruza, esto
permitiria discriminar mis confiablemente la participacion de la recombinacion entre
cromosomas homo6logos como una estrategia para reparar el dafio inducido por
compuestos recombinogénicos como la azida de sodio, esta seria una alternativa para

mejorar la deteccién de 1z induccion de dafio al ADN mediante esta prueba.
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