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RESUMEN

El Pb pertenece al grupo de metales pesados que por su toxicidad se han relacionado con
problemas de salud y de contaminacién ambiental. Los mecanismos de carcinogénesis de
los metales pesados son entendidos pobremente, pero se propone que pueden afectar a las
células a través de dos mecanismos: dafio oxidante e inhibicién de la reparacion del ADN.
Algunos de estos cationes interfieren ademas en ﬁmcmnes bésicas como la replicacién y la
transcripcion del ADN. Por lo anterior se investig6 sobre los conocimientos actuales de los
genes de Drosophila que estan involucrados en los diversos mecanismos reparacién y otras
funciones celulares relacionadas con estos eventos. La prueba en las alas SMART es una
prueba in vivo que se realiza con la mosca del vinagre Drosophila melanogaster y detecta
mutacién y recombinacion somaticas. Esta es un sistema sensible que identifica agentes
genotoxicos y cuantifica el dafio inducido. Se basa en la pérdida de la heterocigosidad en
células imagales que formaran el ala en el estado adulto, la cual es provocada por varios
eventos mutagénicos y por recombinacion de los genes marcadores recesivos multiple wing
hair (mwh) y are r) Los cationes dwalentes que han mostrado ser positivos en esta
prueba son Cr®* ', Co™, Mn*", Ni** y Zn™. Los negativos son Cr**, Mo®*, Fe?* y Fe™*.
Debido a que el plomo mteraccmna con el calcm, se considerd lmportante evaluar el efecto
genotoxico de los nitratos de ambos metales en esta prueba. Se alimentaron larvas de la
cruza estandar con soluciones 0.1, 0.5 y 1 mM en protocolos de pretratamiento y post-
tratamiento con o sin metilmetanosulfonato (MMS,12 mM). El MMS se dio en un
tratamiento agudo por 2 h (72-74 h de edad larvaria), sumergiéndolas en una solucion del
mutageno mezclada con celulosa en polvo. Las alas de las moscas transheterocigéticas para
los marcadores, se montaron y revisaron para determinar la frecuencia y la talla de manchas
simples, gemelas y totales. Se estudié la relacion entre la induccion de clones mutantes y el
efecto genotoxico o modulador del plomo y del calcio. Los analisis involucraron analisis
estadistico con pruebas paramétricas y no paramétricas. Los resultados muestran que con
los protocolos utilizados no hay efecto genotoxicod o modulador del plomo y del calcio in
vivo. Sin embargo se detecto una cantidad mayor de manchas totales en las moscas de los
pretratamientos, alimentadas o no con MMS. Lo anterior demuestra que en la prueba del ala
es importante considerar cémo son manipuladas las larvas. También se observo que las
hembras tienen méas manchas que los machos, sobre todo con MMS. Lo anterior puede ser
explicado de diversas maneras, pero la diferencia en la respuesta de los dos sexos con este
ensayo no se habia considerado tedricamente. La ausencia de efectos genotoxicos o
moduladores por el plomo y el calcio en este ensayo in vivo, permite concluir que la
homeostasis en Drosophila, como en otros organismos, puede ser eficiente para defenderse
de los efectos de toxicos de estos metales.
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1. INTRODUCCION

El estudio del dafio en el ADN provocado por agentes quimicos, sus efectos y su reparacién
es el objetivo de la Genética Toxicologica, area de la investigacion en la que se incluye el
presente trabajo. Los compuestos genotoxicos pueden clasificarse de acuerdo con su
metabolismo, el tipo de uniones que forman y los efectos biolégicos debidos a la interaccién
con ¢l ADN. Una vez formados los enlaces o danado este acido nucleico, esto puede ser
reparado por sistemas enzimaticos.

Considerando su metabolismo, los agentes genotdxicos pueden ser directos cuando no
requieren activacion enzimatica porque reaccionan directamente con el ADN o con las
proteinas. Indirectos o promutigenos los necesitan activacion metabdlica para producir daiio
en la doble cadena. No es facil clasificar a los genotdxicos de acuerdo con el tipo de enlaces
o las adiciones a este acido nucleico, porque los metabolitos de los promutagenos pueden ser
varios. Entre los genotoxicos directos estan los alquilantes, como el metil metanosulfonato
(MMS).

El papel genotoxico de los metales y la modulacion que ejercen sobre el dafio provocado por
agentes fisicos o quimicos, es un campo de investigacion que requiere profundizarse. Hay
una controversia que surge de investigaciones que demuestran o desechan su influencia sobre
la reparacion del dafo. En este trabajo se utilizd la mosca de la fruta, Drosophila
melanogaster, como modelo para demostrar el efecto de los nitratos de plomo y de calcio
sobre la accion genotoxica del metilmetano sulfonato, a través de la prueba de mutacion y
recombinacion somaticas en las alas (SMART) disefiada por Graf ef al. (1984).

1.1. Efectos genotoxicos de agentes alquilantes (AA)

La mayoria de los mutagenos reactivos son electrofilicos. Los agentes alquilantes (AA) son
compuestos electrofilicos con afinidad a los centros nucleofilicos de las macromoléculas
organicas como el ADN., Los AA transfieren grupos alquilo al ADN, al ARN y a las
proteinas. Los reactivos finales del metil metanosulfonato (MMS) y del dietil
metanosulfonato (DMS) son los iones metilo [CH;]™ Para la metil nitrosourea (MNU) y el
pro-mutageno dimetil-nitrosamina (DMN) son los ‘iones [CH3-N,] ™. En todos ellos Ia carga
positiva los hace electrofilicos.

Los AA monofuncionales, como la metil nitrosourea (MNU) y la etll nitrosourea (ENU),
tienen un grupo reactivo que interacciona covalentemente con algun centro nucleofilico del
ADN. Los agentes bifuncionales como la mostaza nitrogenada, tienen dos grupos reactivos
que pueden reaccionar con dos sitios del ADN. El metil metanosulfonato (MMS) es un AA
con dos grupos metilo, que es monofuncional porque solo un metilo es donado a cualquier
oxigeno o nitrégeno de las bases, excepto el N1 de las pirimidinas y el N9 de las purinas que
se unen a la d-ribosa. Produce en una mayoria N7-metilguanina (N7-MeG) y N3-
metiladenina (N3-MeA) (Vogel, 1986) y poca O°-metilguanina (O°-MeG ) (Glaab ef ol

-1999).-La alquilacion de! oxigeno en los enlaces fosfodiéster produce fosfotri€steres en muy -

baja proporcion (1%) (Friedberg et af., 1995).

La alquilacién de las bases, en particular los N-alquilos son reparados eficientemente por
excision de bases (BER) y de nucledtidos (NER), por recombinacién post-replicadora de
homologos (de Buendia, 1998) y en parte por reparacion de desemparejamientos
(MisMatchRepair, MMR) (Glaab ef al, 1999) La alquilacion debilita ¢l enlace N-
" glucosidico de la base con el Cl del azacar y facilita la formacion del sitio
apurinico/apirimidico (AP). Los sitios AP pueden romperse espontaneamente si no son




reparados a tiempo. Por lo tanto, indirectamente, la N-alquilacién de las bases produce
rompimientos en el esqueleto azicar-fosfato de la cadena de ADN.

L1 1. Genes sensibles a mutégenos

En Drosophila se conocen cerca de 35 genes sensibles a mutagenos, de los cuales 28 lo son
al MMS (APENDICE, Tablas 1.1 y 1.2). Sélo se han localizado genes sensibles a los
mutagenos en los cromosomas 1, 2 y 3, pero no en el 4. Muchos genes sensibles a
mutagenos estan involucrados en la reparacion del ADN. Sus nombres se abrevian como
mus.. (standing for mutagen sensitive), los genes musl.. estan ubicados en el cromosoma X,
mus2.. y mus3.. se localizan en los autosomas 2 y 3, respectivamente. Los genes sensibles a
mutagenos mas estudiados por sus efectos en la deficiencia de la reparacion de los procesos
de la mutagénesis son mus!0/, mus20! y mus302.

La biisqueda de genes meidticos ha mostrado numerosos genes que en su mayoria afectan
diferentes pasos de la meiosis en las hembras. Otros inciden ademas o solamente en los
machos. Sus simbolos son mei... :

Se ha encontrado que algunos de estos genes son también sensibles a los mutagenos. Estos
genes en su condicion silvestre participan ademas en la reparacion del ADN. Los mutantes
meibticos mas estudiados por sus efectos sobre la reparacion deficiente del ADN son mei-9 y
mei-41 que estan localizados en el cromosoma X.

La mayoria de los genes relacionados con la reparacién del ADN, su fenotipo y similitudes
con otros organismos se muestran en el APENDICE, Tabla 1.1 (Dusenbery y Smith, 1996; de
Buendia, 1998; Internet FlyBase-Listings 2001: fT.,:http://flybase bio.indiana.edu:82/, Med-
Line 1990-2000).

1.2. Efectos del Plomo

El plomo y sus sales metalicas han sido muy estudiados con el objeto de dilucidar su papel
genotdxico y toxico. Este metal esta presente en el ambiente y en algunos seres vivos, en
niveles arriba de los permitidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1990). En
el ser humano el limite maximo de plomo inorganico es de 10 pg/100 ml de sangre. Por
encima de estos valores hay un claro efecto toxico sobre los sistemas hematopoyético y
nervioso. La presencia constante de este elemento, en compuestos organicos e inorganicos de
uso frecuente en el area urbana y rural, imposibilita que en numerosas ocasiones dichos
niveles se mantengan en los permitidos (Corey y Galvao, 1989; Johnson, 1998). Su presencia
constante a niveles ain por debajo de los recomendados podria tener efectos genotdxicos o
toxicos (Ferrante, 1979; O.P.S., 1979; Pounds, 1984; Corey y Galvao, 1989; Goyer, 1990;
Hernandez-Avila et al., 1991; Bellinger et al,, 1991, Weisel et al,, 1991; Simons, 1993;
Fuentes- Aguilar y Soto-Mora, 1993; Fullmer, 1997 y Johnson, 1998). Estos efectos incidirian
en los seres vivos como una ﬁ.lente constante de cambio, de dafio o ‘modulacion de las
funciones celulares.

- L2.1. Efectos genotdxicos del plomo

Existen datos controvertidos sobre la accion genotoxica del plomo. Se ha demostrado que es
capaz de inducir transformacion in vitro, que bajo ciertas circunstancias es mutagénico, que
act(a como modulando el dafio producido por otros agentes.y se considera carcindgeno real
en roedores y potencial para humanos (Zelikoff et al., 1988; 1ARC, 1994; Hartwig, 1995;
Johnson, 1998). Las diferencias especificas de las toxicidades de los iones, como el Pb*',




han sido relacionadas por Stohs y Bagchi (1995) con la solubilidad de sus compuestos, su
absorcion, el transporte, la reactividad quimica y los complejos que forman in vivo. Se ha
visto que este metal participa en la reaccion de Fenton, lo cual produce estrés oxidante al
incrementar los radicales *OH y *O; y el H202 que impactan directamente al ADN (Roy y
Rossman, 1992).
Los investigadores con varios ensayos han obtenido resultados sobre efectos genotoxicos
positivos. Por ejemplo, se ha comprobado que el PbCl; provoca in vitre la disminucion de la
fidelidad en la transcripcion {Sirover y Loeb, 1976) y ain concentraciones menores de 107 M
inhiben la polimerasa del ADN. Frenkel y Middleton (1987) demostraron en nucleos aislados
de células Hela, que el acetato de plomo inhibe la sintesis de nucleicos. En la cepa WP2s de
Ischerichia coli deficiente en la reparacion por escision, el nitrato de plomo 0.32 mM indujo
al profago lambda (Rossman ef al., 1984). En higado y en rifion de rata el Pb?' provoct la
transcripcion del gen para la glutatton § transferasa P (GST-P) y aumento en su ARNm. Este
gen se activa en los procesos de hepatocarcinogénesis de la rata, por lo que se ha relacionado
con la capacidad comprobada que tiene el plomo de causar cancer en ratas y ratones, aun
cuando este metal no se considera un mutageno directo (Johnson, 1998).
En el raton se ha utilizado el nitrato de plomo como testigo positivo de intercambio de
cromatidas hermanas (Dhir ¢f al., 1993) y en Allium cepa se ha encontrado una relacton de
dosis respuesta entre la concentracidén de plomo y la frecuencia de aberraciones
cromosomicas (Lerda, 1992). En Drosophila melanogaster el acetato de plomo aumento
significativamente la pérdida de los cromosomas 4 y X en la 1° generacion evidenciada por
los descendientes excepcionales (De la Rosa, 1984).
En los individuos expuestos a varios metales incluyendo el Pb?’, ha sido positiva la
presencia de aberraciones cromosom:cas e intercambio de cromatldas hermanas, habiéndose
propuesto un papel sinérgico del Pb** con otros metales (Ferm, 1969; Bauchinger ef al,
1976; Gerber et al., 1980). '
Se han descrito resultados negativos como los de Amacher y Paillet (1982) en la induccion
de mutantes resistentes a trifluoro-timidina en células L5178/TK+ a dosis bajas de acetato de
plomo. Tampoco en el sistema de Salmonella/microsomas de mamifero, ni en el del huésped
intermedio en ratdn, se ha comprobado la actividad mutagénica del plomo (Goyer, 1990).
También en pruebas de micronticleos y de aberraciones cromosomicas en ratones (Jacquet ef
al., 1977) los resultados fueron negativos. En Drosophila melanogaster, Rasmuson (1985}
utilizé nitrato de plomo y cloruro de plomo con y sin MMS y obtuvo resultados negativos en
el ensayo de genotoxicidad para el ojo. Esta prueba se basa en genes inestables posiblemente
relacionados con transposones, que “saltan” dentro y fuera de los cromosomas por
mecanismos que aun no han sido aclarados (Frei, comunicacion personal).
En 1984, Hansen y Stern revisaron los datos que a esa fecha existian sobre los ensayos
genotoxicos a corto plazo y de 14 ensayos se obtuvieron 5 positivos, 4 negativos y 5 con
_resultados controvertidos. Algunos autores relacionan la concentracion del plomo o el tipo de
tratamiento, con la genotoxicidad. Por ejemplo, en el ensayo del locus de hipoxantina
fosforribosiltransferasa con células de criceto chino V79, Zelikoff er al. (1988) encontraron
que la administracién de nitrato (5 dias) y de sulfuro de plomo (24 h) a concentraciones
cercanas a 500 mM aumentaron 5 veces la tasa espontanea de mutacién. Estos autores no
obervaron rompimientos, enlaces, adiciones o intercambios de cromatidas hermanas. Sélo
" cuando el acetato y el nitrato de plomo se utilizaron a dosis toxicas se reportaron
rompimientos sencillos (Roy y Rossman, 1992). Los experimentos para demostrar
genotoxicidad, que utilizan condiciones no fisiologicas pueden provocar artefactos y




resultados falsos positivos. Las alteraciones de la presion osmotica, la ausencia de balance
i6nico, la toxicidad y otros eventos se han relacionado con rompimientos cromosomicos
(Frei, comunicacion personal}.

La determinacion de aberraciones cromosomicas en sujetos con exposiciones derivadas de su
labor (O’Riordan y Evans 1974, Bauchinger ef al., 1976) o del ambiente (Bauchinger ef al,,
1977) al plomo han dado resultados negativos. En linfocitos humanos expuestos a este metal
se obtuvieron resultados positivos sélo cuando los cultivos se hicieron por mas de 3 dias o 2
concentraciones muy altas (Johnson, 1998). Por otra parte su relacién con los niveles de
calcio fue estudiada por Deknudt y Deminatti (1978) quienes administraron plomo a primates
en dietas con niveles normales o bajos de calcio y encontraron anormalidades cromosomicas
en los animales con dieta baja en calcio. A

1.2.2. Exposicion y toxicidad del plomo

La toxicidad del plomo fue documentada desde 1713 por Rammazzini (Johnson, 1998). A
partir de 1920 los compuestos organicos de tetraetilo y tetrametilo de plomo se utilizaron
masivamente como antidetonantes en la gasolina. Lo anterior provocod un incremento del
metal en la atmosfera e incidio en el aumento de los niveles de plomo inorgénico en la sangre
de humanos. Este hecho alerté a las instituciones mundiales de salud, quienes insistieron con
mayor ¢ menor éxito en que se abandonara el uso de los aditivos de ylomo en dicho
combustible. Para mantener la calidad del aire en 0.5 a 1.0 pg de Pb™/m’ de aire (OMS,
1990), su uso se ha restringido en la mayoria de los paises.

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los EUA considera al plomo entre uno de los
10 contaminantes méas importantes del mundo. La Agencia Internacional para la
Investigacién del Cancer (JARC, 1994) lo incluye dentro del grupo- 2B o sustancias que
pueden ser identificadas como carcindgenas en los humanos. La regulacion de su uso en
soldaduras de lata y en envases de bebidas embotelladas ha permitido disminuir su aporte en
los alimentos. Sin embargo, se sigue utilizando en baterias para automoévil, en el vidriado de
la ceramica artesanal, municiones, pinturas, tinturas, cosméticos, soldaduras, pipas de agua,
pesticidas, reactivos quimicos, cerillos, raticidas, vidrio transparente, entre otros bienes y
servicios. La E£PA ha enlistado al plomo, al arsenato de plomo, al cromato de plomo, al
diéxido de plomo, al fluoborato de plomo, al sulfuro de plomo y al sulfato de plomo como
agentes quimicos toxicos que deben ser controlados (Johnson, 1998).

El envenenamiento con plomo produce en el ser humano de manera caracteristica: anemia,
alteraciones en el metabolismo de las porfirinas, fatiga, dolor de cabeza, depresion, pérdida
de peso, esterilidad en ambos sexos, miocarditis, hipertension, enfermedades renales como la
proteinuria, aminoaciduria e hiperuricemia, problemas de aprendizaje y de conducta,
alteraciones neurologicas como neuropatia periférica (paralisis) y del encéfalo, entre otras
manifestaciones. La ausencia de niveles normales de calcio, de hierro o de alimento

aumentan la toxicidad de este metal. Los iones de plomo-atraviesan la placenta provocando

defectos congénitos menores o alteraciones conductuales en el producto, debido a que
interfieren en la comunicacién entre las células durante el desarrollo e inducen la
acumulacién de neurotoxinas (Johnson, 1998).




1.2.3. Efectos bioguimicos

La toxicidad del Pb™ se ha relacionado con varables como el tipo de especie y tejido, el
tiempo de exposicion, el sexo, la edad (Sokol y Berman 1991), el tabaquismo y la ingestion
de café y alcohol (Beck, 1992).

El plomo muestra gran afinidad por los fosfatos, por las cadenas laterales de cisteina e
histidina de las proteinas, por las purinas, las pteridinas y las porfirinas. Se ha demostrado
que el Pb?* forma complejos de fosfatos con el Ca®, que surgen de invaginaciones de los
niicleos de células de tibulos proximales de rifion (Vallee y Ulmer, 1972).

Las concentraciones de 107 y 10* M in vitro inhiben la actividad de proteinas con grupos .
sulfhidrilo (-SH), pero dichas concentraciones no se alcanzan facilmente in vivo, porque
primero se presenta toxicidad. A molaridades menores se inhiben algunas enzimas como la
deshidratasa del acido aminolevulinico (ALAD) y la sintetasa del acido aminolevulinico
(ALAS) provocando la acumulacion del acido aminolevulinico y de porfibilinogeno que
actban como neurotoxinas (Johnson, 1998). También inhibe algunas ATPasas y
deshidrogenasas. Se une a los fosfatos de los nucleicos afectando su estructura y cataliza la
hidrolisis no enzimética de nucledtidos como el ATP. En ciertos animales y vegetales se ha
comprobado que desacopla la fosforilaciéon oxidante y altera la estructura mitocondrica.
También activa o inactiva enzimas al sustituir a los atomos de Zn** en los centros activos de
las mismas (Zn-finger) o a itomos de Ca®*, Fe**, Cu** y Mg?* modificando la actividad y la
especificidad de dichas proteinas. El Pb> al igual que los Ni**, Cd**, Zn** y As®' pueden
tener efecto quimico sobre los tioles no proteicos o reducirlos hasta 48%. Se ha observado
que la sensibilidad para reparar el dafio provocado por los rayos X en presencia de metales'
presenta relacidén con la disminucion de los tioles no proteicos. La sensibilidad a los rayos X
estd mediada por los tioles y la interaccion entre metales y tioles puede ser un factor
importante en la modulacion de la respuesta a la irradiacion (Snyder y Lachmann, 1989).

1.2.4. Carcinogénesis por plomo

En animales

Se ha demostrado la capacidad de las sales de plomo para producir cancer en animales. La
administracion de dosis altas por tiempos prolongados a ratas (79 6 76 semanas), produjeron
tumores renales en el 45% de los sobrevivientes si se adminitraban en la dieta (0.016 mM) y
del 81% si se les daba en el agua (0.005 mM) (Kasprzak et al., 1985; Koller et al., 1986).

En e rifion de rata y de raton y en el higado de rata, una sola inyeccion de nitrato o acetato de
plomo ha demostrado una potente actividad mitogénica, hiperplasia y proliferacion celular
sin necrosis celular (Calabrese y Baldwin, 1992; Coni et a/, 1993). La administracion de
nitrato por via intravenosa en ratas indujo produccion de la isoenzima GST7-7 asociada con
la hepatocarcinogénesis (Dock, 1989).y en ratones, el plomo estimuld la actividad
xenobidtica del glutation hepatico (Nakagawa, 1992). El Pb** suprime la sintesis del ARNm
del citocromo Cyp4501a2 (Degawa ef al., 1993). Se ha observado. que el oxido.de plomo es
cocarcinégeno al administrarse traquealmente con benzopireno a cricetos sirios (Kobayashi y
Okamoto, 1974).

En humanos .
Con base en los resultados obtenidos en roedores se concluyo en el Séptimo Reporte Anual
sobre Carcinogenos (TARC, 1994), que el acetato y el fosfato de plomo reunian requisitos
para considerarlos de manera anticipada como carcinogenos humanos. Johnson {1998)
reporta que los estudios epidemiologicos no han mostrado evidencias de que los compuestos




de plomo sean carcinogénicos para el hombre, ain en cantidades muy altas. Coni ef al.,
(1985) investigaron la mortalidad por cancer en trabajadores de fundidoras y de baterias para
automovil, obteniendo un leve pero significativo aumento de la mortalidad por cancer en los
segundos, aunque no consideraron los efectos del tabaguismo.

1.3. Efectos genotoxicos del estrés oxidante

En células humanas y de criceto se ha visto que el MMS no induce ningun dafio detectable de
tipo oxidante al ADN, mientras que el peroxido de hidrogeno (H202) si lo hace por los
radicales *OH (Horvathova et al., 1997).

Por otra parte el metabolismo celular principalmente la reduccwn de oxigeno a agua durante
la respiracion mitoondrica produce de manera normal especies reactivas de oxigeno (ROS):
un atomo de oxigeno ¥ O, radicales peroxido *O,, peroxido de hidrogeno H;0; vy radicales
*OH. Otras fuentes internas de R(OS son la actividad en los peroxisomas, la sintesis
enzimatica del oxido nitrico y la fagocitosis de leucocitos. Fuentes externas son las
radiaciones, el calentamiento, ciertas drogas y compuestos redox. Los radicales pueden tomar
electrones de los residuos de macromoléculas organicas, de acuerdo con la siguiente
reaccion:

RH, + *QH — *RH + H;0

y continuar con una-serie de reacciones en cadena que afectan a numerosas moléculas. Los
radicales *O; y el H,02 no interaccionan directamente con el ADN y el H,0; tiene un rango
de difusion significativo. Este compuesto por si mismo no causa dafio, pero puede formar
radicales *OH en un proceso en el que intervienen iones metalicos, tipicamente el Fe?'

La mayor fuente de dafio es la formacion de radicales *OH que se forman por reacciones
Fenton del H2O; con un complejo ADN-Fe, de la siguiente manera:

ADN[Fe(ll)] + H;0; — ADN[Fe(lll)) + *OH + OH

A esta reaccion se le llama reaccion catalizada por metales de Haber-Weiss o reaccion de
Fenton. En esta reaccion el ion metalico transfiere electrones desde el donador, hacia el
peroxido de hidrogeno (Friedberg ef al., 1995). El dafio oxidante que produce el plomo es a
través de reacciones Fenton que forman ROS (Stohs y Bagchi, 1995).

Los radicales *OH inciden en el azicar del ADN produciendo fragmentacion, pérdida de
bases y romplmlentos de la cadena con un extremo terminal de azicar. Estos rompimientos
son reparados por unién directa de los extremos. Los radicales *OH también atacan al ADN
produciendo lesiones /u/’y, 8-hidroxyguanina y timina-glico! :

-Estos dafios son reparados-en-su mayoria por escision de bases-(58/2R) o por elementos que
reconocen la distorsion de la molécula e inducen mecanismos de reparacion del dafio en el
ADN.
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*OH + adenina - Lesion FaPy (4,6-diamino-5-formamidopirimidina)

*OH + guanina — Lesién FaPy (2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina)
- {efecto letal)

*OH + guanina — 8-hidroxiguanina
(produce desemparejamientos)

*OH + timina — timina glicol
(se bloquea la replicacion)

1.4. Reparacion del dafio en el ADN

La tasa de error espontanea en la replicacion del ADN es tan baja como 1/10 mil millones. La
alta fidelidad de la replicacion se logra por la cooperacion de procesos enzimaticos, que
hacen el sistema 100 millones de veces mas exacto que en un sistema sin actividad catalitica.
En la replicacion las letras bioquimicas que codifican la informacién son cuatro nucledtidos y
su orden es el que determina el significado del mensaje gene’tico En ocasiones los errores se
presentan de manera espontdnea, inducidos por agentes fisicos o quimicos externos o bien
por compuestos intermedios presentes durante el metabolismo normal. Todo lo anterior
induce una o mas estrategias de reparacion del ADN, para eliminar las lesiones
potencialmente mutagénicas (Radman y Wagner, 1988).

1.4.1. Tipos de dafios en el ADN

Las alteraciones en el ADN pueden provocar parejas de bases no complementarias o
desemparejamientos. También se producen otros dafios como sitios apurinicos o apirimidicos
(AP), bases alteradas, rompimientos sencillos (S5Bs), rompimientos dobles (£5Bs), aductos y
enlaces cruzados. Cuando cualesquiera de éstos no son reparados correctamente, se
producen mutaciones, aberraciones .cromosomicas, micronicleos o aumento en el
intercambio de cromatidas hermanas, entre otros efectos. La estructura de las proteinas, Ia
abundancia y los distintos sistemas enzimaticos de reparacion in vivo, son importantes para
interpretar como los diversos tipos de dafio son manejados de diferentes maneras en las
células.

Desemparejamientos

Los desemparejamientos “mismatches” en el ADN consisten en la presencia de bases que no
forman las parejas A=T o G=C en la doble cadena. En eucariotos se originan cuando no se
incorporan las bases correctas al ADN replicador o por la formacion de heterodiplex de
ADN durante la recombinacién meidtica. También se pueden dar por desaminacion
espontanea de las bases. Por ejemplo de la citosina (2-0xo-4-aminopirimidina) que forma
uracilo (2,4-dioxopirimidina) el cual funciona como timina y la de adenina (6-aminopurina)
que produce hipoxantina (6-oxopurina) la cual actia como guanina.

Sitios sitios apurinicos/apirimidicos (AP) :
Son sitios de la cadena del ADN que carecen de una base. Son resultado del corte del enlace
glucosidico de la base nitrogenada (N1 de pirimidinas o N9 de purinas) con el Cl de la




desoxirribosa en el esqueleto de azicar-fosfato del ADN. El corte puede ser esponténeo
(frecuentemente por despurinacion) o después de la alquilacién de bases. Los sitios AP se

forman también cuando una glucosilasa elimina una base dafiada o extrafia, como el uracilo o
la hipoxantina.

Bases alteradas

Son cambios en las bases nitrogenadas del ADN que se forman por exposicion a UV,
radicales *OH, radiaciones o ciertos agentes quimicos. La UV provoca dimeros de
pirimidinas ciclobutanos. La radiacion ionizante (rayos X o gammas) puede actuar
directamente depositando energia en el ADN o indirectamente, a través de radicales o iones
producidos por la radiacion. Algunos compuestos quimicos dafian directamente. Otros deben
ser activados por el metabolismo o por otros agentes. Tal es el caso del psolaren y
compuestos relacionados, que al estar unidos no covalentemente al ADN, son activados por
la luz. Los intermedios en los procesos oxidantes actian sobre las bases, mientras que
algunas enzimas, como las ADN metilasas o el agua, eliminan el grupo amino (NH;) de los
anillos de citosina, adenina y guanina. Esto es mas frecuente en la citosina. Ciertos agentes
alquilantes monofuncionales como el MMS producen alquilaciones en los O y en los N de las
bases. En los N1, N3, N7 y N° de la adenina, en los N1, N3, N7, Nzy 0°dela guanina, en los
N3, 0% y N*de la citosina y en los N3, 0>y O* de la timina (Fig. 1.1)(Friedberg ef al., 1995).
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) 20N
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NHz ? 0
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Ny * fH Hbil Cc-CHjy HT ﬁH
0=C{ 1 ~CH 0=C \N’J:H 0--0\N _CH
N .
B H H
(2-0XO-4-AMINCPIRIMIDINA) (6 METILURAGILO) (2.4 DIGXOPIRIMIDINA)

Fig.1.1. Estructuras de las principales pirimidinas, vracilo, timina y citosina y de las principales purinas,
adenina y guanina.




Rompimientos sencillos (S.5Bs)
Son cortes en la union d-ribosa y fosfato de sélo una de las cadenas del ADN. Los causan los
diferentes tipos de radiacién ionizante, varios agentes quimicos y las nucleasas.

Rompimientos dobles (DSBs)

Consisten en interrupciones en ambas cadenas del ADN. Pueden ocurrir por dos eventos muy
cercanos 0 porque uno solo, es suficiente para producirlos. La radiacion ionizante como los
rayos X y gamma producen radicales que inciden en dos sitios muy cercanos. Las particulas
alfa y neutrones son radiaciones ionizantes densas que provocan en el agua numerosas
ionizaciones. Estas generan numerosos radicales que pueden provocar los DSBs.

Enlaces cruzadoes en el ADN

La unién de bases, azicares o fosfatos del ADN, a través de algun compuesto quimico se
conoce como enlaces cruzados entre las cadenas. Pueden presentarse como monoenlaces con
el ADN, puentes entre las cadenas, puentes en las cadenas y puentes con proteinas (Fig.1.2).
Estos enlaces ocurren por efecto de algunos agentes quimicos como con los agentes
alquilantes bifuncionales. Los puentes se forman entre los O y N de las bases puricas o
pirimidicas. Si se unen a los N7 de las guaninas éstos se forman entre dos pares de bases
CG/GC cercanas y en cadenas opuestas. Los N y O de las proteinas pueden ser patrones de
reaccion para inducir puentes ADN-proteina. Al mismo tiempo los compuestos electrofilicos
mono y polifuncionales se pueden unir a los dtomos de S y especialmente a los grupos —SH
de proteinas y moléculas pequeiias.

Los puentes entre bandas bloquean la separacion de las cadenas de ADN impidiendo la
replicacion y la transcripcion. Los agentes como el 4cido nitroso, la mitomicina, la mostaza
nitrogenada, el cis-platino producen estos puentes. La UV de 254 nm y las radiaciones
ionizantes pueden provocar enlaces intermoleculares en el ADN.

Los mutagenos indirectos o promutigenos deben ser activados por el metabolismo
xenobidtico. A este grupo pertenecen compuestos no polares que son modificados por una
familia de monooxigenasas y reductasas denominadas citocromo P-450, para hacerlos
solubles y ser excretados en la orina. Algunos de los productos de este metabolismo son
electrofilicos y reaccionan con los centros nucleofilicos del ADN. Ciertos componentes o
contaminantes de los alimentos (nitrosaminas, aflatoxinas, y los compuestos derivados de la
combustion incompleta de materia organica como el benzo(a)pireno, que se arrojan a la
atmosfera (hidrocarburos aromaticos policiclicos), presentan estas caracteristicas.
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Fig. 1.2. El dafio en ¢l ADN puede iniblit.:zill'?al_quilhcién, sitios apurinicos (AP), dimerizacion de
pirimidinas, cnlaces cruzados entre hélices, enlaces ADN-proteinas, rotura de cadena sencilla (SSB) y
rotura de cadena doble (PSB) (Madificado de Devoret, 1979).
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1.4.2. Mecanismos de reparacion del ADN

Los organismos vivos mantienen la fidelidad del mensaje y la integridad de la informacion
mediante varias estrategias de reparacion del dafio en el ADN. Como se ha mostrado antes, el
dafio en el ADN puede agruparse en dos categorias principales: el que modifica las bases y el
que modifica el esqueleto de aziicar-fosfato. Hay una variedad de mecanismos que permiten
reconocer el dafio en esta molécula y repararlo. Algunos son especificos para eventos
particulares, mientras que otros son menos especificos. De acuerdo con su principal tipo de
accion durante el ciclo celular mitético, se clasifican estos mecanismos como pre-
replicadores, dependientes de la fase S y post-replicadores. Ciertos mecanismos son
conocidos por la alta fidelidad en la reparacion, mientras que otros cometen menos errores.
Los agentes quimicos pueden unirse covalentemente a las bases del ADN o causar
secundariamente sitios AP. Las modificaciones simples en las bases, tales como las
alquilaciones monofuncionales pueden ser reparadas directamente por alquiltransferasas, que
remueven el grupo alquilo. Alternativamente tales bases modificadas pueden ser eliminadas
por el sistema de escision de bases (BER). Lesiones mayores, mas complejas y menos
especificas son eliminadas por escision de nucledtidos (NER) que contiende con una gran
variedad de alteraciones en las bases.

Los agentes polifuncionales pueden formar enlaces cruzados entre las cadenas o en una sola
cadena. La reparacion por recombinacion es la mas relevante para la reparacion de los
enlaces con el ADN.

La radiacion ultravioleta (UV) causa cambios especificos en el ADN: dimeros de pirimidin
ciclobutanos y (6-4)fotoproductos. Estas lesiones son reparadas por un sistema
fotoreactivante de restitucion directa o por NER.

Las ROS principalmente responsables del dafio oxidante en el ADN parecen ser los radicales
*QH. Junto con otros radicales pueden formarse internamente por el metabolismo del
oxigeno en las células, especialmente bajo condiciones de estrés oxidante. Los efectos de las
radiaciones ionizantes sobre el ADN pueden ser atribuidas predominantemente a la reaccion
del *OH con el ADN. La oxidacion de esta molécula inducida por este radical es compleja,
permitiendo una multitud de modificaciones al nivel de las bases y del azicar. La mayoria de
las lesiones producidas por los radicales son corregidas por el mecanismo de escision de
bases (BER).

La reparacion de los errores en la replicacion puede ocurrir por numerosos caminos
bioquimicos, incluyendo la correccion de errores que acompafia a la elongacion del ADN
durante la sintesis y la eliminacidn de desemparejamientos (MisMatchRepair, MMR). El
mecanismo post-replicador MMR es la tercera estrategia de reparacion por escision, después
de los mecanismos pre-replicadores de BER y NER. Los desempargjamientos son
frecuentemente producidos por la incorporacion incorrecta en el ADN, de nucleotidos
durante la replicacion y la recombinacion. La falta de balance en los bancos de nucleotidos es
producida por algunos antimetabolitos de la sintesis-del ADN. Tales desbalances pueden
provocar un fuerte aumento de desemparejamientos. MMR también se ocupa de.los defectos
del ADN que quedan después de la replicacion por translesion. Esta es una estrategia de -
altimo recurso durante la sintesis de ADN que permite la elongacion de-la cadena a pesar de
la presencia de dafios no reparados en el molde.

Ciertos compuestos clastogénicos y los radicales libres pueden romper los enlaces
fosfodiéster de las cadenas. Los SSBs son directa y eficientemente restaurados por la ADN
ligasa o de otra manera, por mecanismos de escision. La reparacion de DSBs, por otro lado,
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es mas complicada y requiere mas tiempo. La unién de no-homédlogos (non homologous end
Joining, NHI.J) y 1a recombinacion de homélogos (HRR) son los mecanismos principales de
reparacion de los DSBs.

Los mecanismos de reparacion del dafio en el ADN han sido muy estudiados en [. coli
(Rupp, 1996), Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe (levaduras)
Caenorhabditis sp. (neméitodo), Arabidopsis thaliana (planta crucifera), Xenopus laevis
(rana), Mus musculus (raton), Rattus norvergicus (rata), Homo sapiens (humanos) y
Drosophita melanogaster (Friedberg ef al., 1995; Smith y Jones, 1999; Dusenbery y Smith,
1996, de Buendia , 1998; FlyBase-Listings 2001 fT., http://flybase bio.indiana.edu:82/ ; Med-
Line 1990-2000). En todos los seres vivos se combinan ambos tipos de reparacion, pre-
replicadora y post-replicadora en el mismo individuo, lo cual puede producir leve sinergismo
debido a que generalmente los diferentes mecanismos de post-replicacion no se inhiben entre
si. Un ejemplo de esto es la relacion comprobada que existe entre la escision de nucledtidos
(NILR) con otros mecanismos de reparacion como los de fotoreparacion, de
desemparejamientos (MMR) y de .bases (BIR) que ain no han sido completamente
-dilucidados (Tijsterman, Verhage y Brouwer, 1999).

Ha propuesto De Buendia (1988) que la pre-replicacion tiene un papel evolutivamente
avanzado en el mantenimiento de la fidelidad del mensaje, y considera a la post-replicacion
como un sistema arcaico de reparacion, capaz de mantener la continuidad de las cadenas y la
viabilidad celular, pero con ciertos errores.

El tratamiento con MMS ha mostrado en larvas de D. melanogaster que los mecanismos
involucrados en la post-replicacion son eliminacion de desemparejamientos (MMR) y
recombinacion de homoélogos {(HRR). Dusenbery y Smith (1996) realizaron una extensa
revision de los mecanismos de reparacién que han sido identificados en Drosophila
melanogaster. De Buendia (1998) ubico a la escision y al mecanismo de tolerancia al dafio
(SO8) dentro de la pre-replicacion , y a la recombinacién dentro de la post-replicacion, como
los tres mecanismos principales de reparacion del ADN en Drosophila.

Los mecanismos de reparacion pueden ser abordados de acuerdo con la clasificacion de
Dusenbery y Smith (1996) y De Buendia (1998). Estos autores los consideran alrededor de
un punto central que es el momento de la replicacion. Hay mas de 170 genes en Drosophilu
que intervienen en la  reparacion del = ADN  (FlyBase-Listings  200i
ff., http://flybase bio.indiana.edu:82/ ; Med-Line 1990-2000) pero en la mayoria de ellos los
diferentes tipos de reparacion y su papel no han sido suficientemente aclarados. Se han
detectado como sensibles al MMS a 30 de estos genes (APENDICE, Tablas 1.1y 1.2). .

1.4.2.1. Reparacion pre-replicadora
Los mecanismos de reparacién pre-replicadora del dafio (Freidberg ef a/., 1995; Dusenbery y
Smith, 1996; Rupp, 1996, De Buendia, 1998) son los siguientes:

a) Reparacion darecra
Los dafios pueden ser corregidos por protemas de reparacion, sin ningin romplmlento del
esqueleto de azucar-fosfato y los mecanismos son:

“a.1.Eliminacion de grupos alquilo de las bases y de metilfosfotriésteres. Involucra dos

* productos de los genes clasificados genéricamente como “0°-MGT” que codifican
metiltransferasas (O%-metilguanina), que transfieren estequiométricamente un grupo metilo
del ADN a un residuo cisteina de la proteina.




La Oﬁ-metilguanina—DNA—metiltransferasa I actba sobre la posicién 0% dela guanina, 0* de
la timina y metilfosfotriésteres en el ADN. En E coli esta proteina es el producto regulado
del gen ada. En levaduras y en mamiferos la O°-MGT 1 tiene mayor afinidad por 0%-G que
por O*-T. Otra proteina es la O°-metilguanina-DNA-metiltransferasa II, producto del gen ogl
que es constitutivo. La O°-metilguanina-DNA-metiltransferasa 11 remueve los metilos del O°
de la guanina y de la O de la timina, pero no de los metilfosfotriésteres.

En Drosophila se han encontrado dos polipéptidos semejantes a la O°-metilguanina-DNA-
metiltransferasas I y 1. La O°-metilguanina-DNA- metlltransferasa I se presenta en todas las
etapas del desarrollo, excepto en-embriones y la O°-metilguanina-DNA-metiltransferasa 11
s6lo en larvas de primer (0-24 h de edad) y tercer estadio (72-120 h), pupas y adultos Ambas
aceptan metilos de residuos de 'N7-metilguanina, N3-metiladenina y O°-metilguanina
transfiriéndolos a residuos de cisteina de la transferasa. El gen agt produce la “O°
alkylguanine-DNA-alkyltransferase” que de la misma manera que las O°- metllguanma-DNA-
metiltransferasas I y 11 escinde los N7-G, N3-A, 0%-G, pero ademas los O*-T,

a.2. Fotoreparacion de lesiones por UV

Este proceso depende de la luz y consiste en dos eventos:

Una monomerizacion catalitica de los dimeros ciclobutanos-pirimidina por medio de una
enzima fotorreparadora. La enzima actia sobre los dimeros de pirimidina generados por la
UV y regenera las dos bases originales. Esta enzima es un monémero de 54 kDa. Tiene dos
cofactores no covalentes que son también croméforos, el FAD reducido (FADH-) vy el -
metenil-tetra-hidrofolato (MTFH). La enzima se pega al ADN en la oscuridad. La luz de 350
a 500 nm activa al metenil-tetra-hidrofolato que absorbe un foton (MTFH*) y lo pasa al FAD
reducido. Este FADH* monomeriza el dimero por transferencia del electrén al dimero
(cicloreversion). Sucesivas transferencias de electrones restauran las pirimidinas y regeneran
la forma original de la enzima (Fig. 1.3). En Drosophila melanogaster el gen phr produce la
enzima “pholorepair” homologa en el pez dorado (Carassius) y en el opossum
(Monodelphis). Esta enzima no se ha encontrado en mamiferos en los que NER se encarga de
eliminar a los dimeros de pirimidina.
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Fig. 1.3. La fotoreparacién del ADN se realiza por
una enzima que actia sobre los dimeros de
pirimidina generades por la UV y regenera las dos
bases originales (Modificado de Fricdberg et al.,
1995).

Las lesiones (6-4)pirimidin / pirimidonas se originan por accion de la luz UV, de la siguiente

manera (Frei, comunicacion personal):
1. Se establece un anillo lbil de cuatro carbonos entre las dos pirimidinas adyacentes
2. Las esquinas del anitlo son el C5 y C6 de la 5’ pirimidinay el C4 y 0*de la 3’ timina
0 el C4yel N* de la 3 citosina.
3. Cuando el anillo inestable se rompe se establece un puente simple entre el C5 y el C6
de la 5" pirimidina y otro puente que une el C6 al C4 de la 3’ pirimidina.
4. Se forma un puente estable entre el C6 de la 5’ pirimidina y el C4 de la otra
pirimidina
a) Sila 3’ pirimidina es timina entonces su O se transfiere como grupo OH al
C5 dela 5’ pirimidina _ :
b) Si la 3’ pirimidina es citosina (lo méas com(n) entonces su N* se transfiere
como grupo amino al C5 de la 5’ pirimidina.

-~ La reparacién de estas lesiones se ha demostrado’ en embriones y ovarios de Drosophila’

melanogaster donde el gen phr6-4 codifica una enzima denominada “(6-4)photolyase” que
funciona como fotoliasa, depende de la luz y reacciona con los (6-4)productos.
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Fig. 14. En BER intervienen glucosilasas,
endonucleasas, exonucleasas, polimerasas y
ligasas (Modificado de Friedberg et al., 1995).

b) BER: Reparacion por escision de bases

En BER las glucosilasas eliminan las bases alteradas o incorrectas dejando un sitio AP, La
reparacion de estas lesiones continua con la actividad de endonucleasas AP que catalizan el
corte del ADN en los sitios AP, preparando el ADN para la escision, sintesis y union de la
cadena. Se han identificado dos clases de enzimas para el primer paso de este tipo de
reparacion:

b.1.Glucosilasas simples que remueven la base y forman un sitio AP.

b.2.Glucosilasas que remueven la base y ademis estan asociadas a una actividad
endonucleasa por lo que cortan el enlace fosfodiéster en el sitio AP. A estas enzimas se les
conoce como liasas AP.

b.1. Glucosilasas simples

En este mecanismo de reparacion la base dafiada es eliminada por una ADN-N-glucosilasa
que corta el enlace N-glucosidico entre la base nitrogenada y la estructura azicar-fosfato. El
sitto AP que queda es cortado en la cadena azicar-P por una AP-endonucleasa o por una AP-
liasa y/o dRpasa. El espacio vacio es llenado por una ADN polimerasa y unido por ligesas
(Fig. 1. 3). Las variaciones y especificidades dependen del tipo de glucosilasa que inicie el
proceso. Algunas son muy especificas como la uracil ADN-glucosilasa (Uracyl DNA
glycosilase) y otras pueden reparar diferentes bases (3-MeA-ADN glucosilasa 1 y 11, FaPy-
glucosilasa, 8-oxoguanina-ADN-glucosilasa, glucosnlasa-tlmma-espemﬁca y endonucleasa
m). .. _ - - S S

Uracil-ADN-glucosilasa (Uracyl DNA glycosilase) :

En procariontes la uracil-ADN-glucosilasa es producto del gen ung que elimina el uracilo
que se produce por desaminacion de la citosina. Es una enzima especifica para el sustrato y
carece de la actividad AP-endonucleasa. En Drosophila melanogaster el gen udg codifica
para esta- enzima: La presencia de uracil-ADN-glucosilasa o glucosilasas para bases
metiladas fue cuestionada en Drosophila porque existian datos contradictorios (Dusenbery J
Smith, 1996). Smith y Dusenbery (1989) reportan en Drosophila que hay correccién de O°-
MeG en todas las fases del desarrollo, excepto en embriones y no existen diferencias entre la
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actividad en hembras y machos. Guzder ef al{1991) encontraron que esta enzima no se
produce st el agente alquilante se proporciona en cantidades subletales. En este insecto se ha
identificado el gen agf que codifica a la O°-alquilguanina-ADN-alquiltransferasa, la cual
repara a la O°-MeG y a ta O*-MeT en el ADN dafiado con MMS (Kooistra et af., 1999).
Deutsch y Spiering (1982) identificaron una nucleasa especifica para el ADN con uracilo
(A:U, G:U) solo en el 111 estadio larval (72-120 h) de Drosophila. Morgan y Chlebeck (1989)
la describen s6lo en huevos y larvas de 11l estadio. Se ha explicado su ausencia en la pupa
estableciendo una relacion de ia metamorfosis con la apoptosis (Deutsch, 1995). El gen
- BcDNA:LD19945/0Oggl  codifica la  8-oxoguanina-ADN-glucosilasa (8-guanine DNA
glveosylase) y el gen Thd! produce la G/T glucosilasa-timina-especifica/ endonucleasa 111
(G/T mismatch-specific thymine DNA glycosylase).

b.2. Glucosilasas con actividad asociada de endonucleasas AP(liasas-AP} y dRpasas

Las liasas son enzimas con actividad glucosilasa y endonucleasa. Debido a que realizan
ambas actividades se les denomina liasas-AP (Clase I). Estas enzimas eliminan la base
alterada generando un sitio AP. Al cortar en 3’ del sitio AP, dejan un extremo 5’-fosforil y un
3'-desoxirribosa-5-fosfato (3’-ddR5P) que no puede ser utilizado por la ADN polimerasa 1
para iniciar la sintesis. Este residuo 3’ es eliminado por las desoxi-ribo-fosfodiesterasas
(dRpasas) para que la ADN polimerasa pueda iniciar la sintesis.

En E. coli las glucosilasas FaPy (MutM) y la endonucleasa [II tienen actividad asociada de
endonucleasa AP que elimina la mayoria de las lesiones producidas por los oxtdantes (Rupp,
1996). La G/T glucosilasa-timina-especifica actua como una glucosilasa en los derivados de
pirimidina con anillos que estan saturados, contraidos o modificados, como la timina glicol y
otras 5,6-dihidropirimidinas. '

Las proteinas con verdadera actividad endonucleasa AP cortan el en sitio 5° AP al hidrolizar
la unién 3°-0-/ P-0O-5’-AP dejando un extremo 3’-OH-nucleétido y uno 5’-desoxirribosa-5’-
fosfato (5°-dR5P). Se les conoce como endonucleasas 5’ AP. El extremo 3’-OH-nucleétido si
puede servir para el inicio de la sintesis del ADN. Entre las AP-endonucleasas mas activas en
2. coli encontramos a la exonucleasa 111 y la endonucleasa 1V,

Exonucleasa [l de E. coli

La exonucleasa IIl fue reportada previamente como endonucleasa Il o VI de E. coli. Esta
enzima es una exonucleasa 3’—»5’ que requiere para actuar de un extremo 3°-OH en el ADN
de doble cadena. También tiene una actividad fosfatasa por lo que puede atacar
indistintamente un extrémo 3’-OH (como exonucleasa) o 3’-P (como fosfatasa). Ademas esta
enzima puede degradar hibridos ADN-ARN por lo que tiene una actividad RNAasa-tipo H.
Ahora se sabe que la mayor actividad de esta enzima es la de endonucleasa 5° AP. Esta
_enzima requiere .de Mg®" para esta Gltima actividad y la adicion de un quelante como el
EDTA inhibe su actividad completamente.

Se ha propuesto que tiene un sitio activo qué cataliza todas las actividades y tres dominios en
la molécula: uno que reconoce el sitio AP en el ADN, otro que se une a la cadena duplex del
ADN vy un tercero con actividad catalitica que corta los enlaces fosfodiéster en una cadena
del diiplex ADN ' '
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Endonucleasa IV de E. coli

Esta enzima es otro ejemplo de -endonucleasa 5’ AP que deja extremos 3’ OH. Pero ademas
tiene actividad exonucleasa y endonucleasa de ciertos residuos (desoxirribosa-5-P y residuos
de urea respectivamente). Sélo difiere de la Exolll en que no tiene actividad exonucleasa
3’—>5’. Su inactivacion con EDTA sugiere la presencia de iones metalicos unidos a la
molécula funcional. Se ha comprobado la presencia de Zn** y Mg?*

b.3. Exonucleasas

En £. coli los sitios AP pueden ser reparados por exonucleasas que eliminan el residuo
abasico’ 5’-fosforil por una de dos exonucleasas: la exonucleasa I11 o la endonucleasa IV.
Estas son las enzimas mas activas'adentro de la célula.

En Drosophila se ha detectado una proteina Rrpl homodloga en su region C-terminal a Exolll
de L. coli en un 33% y con mayor proporcion de actividad 3’-reparadora que Exo III. Esta
proteina unida a Mn®" en el residuo Glu-461 y a dCMP tiene un sitio catalitico conservado de
manera absoluta en la familia Exo 1il. Cualquier cambio en este sitio de unidn al metal o en
otros 3 residuos (Asp-644, Asp-669, His-670) disminuye la actividad de la enzima. Realiza
funciones de 3' fosfodiesterasa, 3' exonucleasa y 3' fosfatasa. El extremo N-terminal tiene
actividades de reparacion HRR. Ademas interviene en la reparacién del dafio por ROS y por
agentes alquilantes. No se conocen mutantes de este gen.

Dos endonucleasas han sido clonadas en Drosophila, 1a “ribosomal protein P0” producida
por el gen RpPo/AP3/PO y la “ribosomal protein $3” del gen RpS3. Ambas funcionan como
proteinas ribosémicas y con actividad liasa-AP in vitro, excluyendo las bases 8-oxoG. RpS3
es ademas una proteina multifuncional que corta como endonucleasa el sitio AP por 3' en un
mecanismo dependiente de Mg*' y funciona como dRpasa en el extremo 5 Las
“apurinic/apyrimidic endonucleases I and II” codificadas por los dos genes Apl y Apl! cortan
en los sitios apurinicos 3' por. lo que se pueden considerar liasas-AP. Sin embargo la Apl deja
en el sitio AP un extremo 3' fosforil y 5' OH, por lo que se considera una verdadera y
novedosa 3' AP endonucleasa (Friedberg ef al., 1995). La existencia de estos dos genes se
considera tentativa.

b.4. Reparacion por escision de bases (BER) de los daiios por estrés oxidante

La mayor parte de las lesiones producidas por el estrés oxidativo en las bases del ADN (Fig,
1.4) son reparadas por BER. El metabolismo que depende del oxigeno se ha relacionado con
enfermedades cardiovasculares, cancer, degeneracion neuronal, disfuncion de la inmunidad y
envejecimiento. Sin embargo, las células contienen sistemas de reparacion que las protegen
del estrés oxidante. Los dafios son eliminados en su mayoria por glucosilasas que remueven
las lesiones ADN-formamidopirimidina (#aPy), 8-hidroxiguanina y timina-glicol (Friedberg
etal., 1995).
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Fig. 1.5. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) alteran las bases
produciendo timina-glicol en lugar de Ia timina y diamino-
formamido-pirimidinas en vez de adenina o guanina (Modificado de
Friedberg ef al., 1995).

ADN-formamido pirimidina glucosilasa (FaPy)

En E. coli la ADN-formamido pirimidina glucosilasa es producida por el gen fpg+. La
proteina es pequefia, no presenta homologia con otras glucosilasas excepto la del fago T4 y
también repara a las 8-hidroxiguaninas. Tiene un motivo “Zn finger” indispensable para
realizar su funcién. Sus mutantes no son sensibles a agentes alquilantes o radiaciones. Esta
proteina corta los sitios AP dejando extremos 5'y 3' fosforil y una abertura en la cadena. Sélo
repara ADN de una cadena y por lo tanto el ADN doble con sitios AP no es reparado por esta
glucosilasa. Se ha comprobado que esta proteina es idéntica a MutM™ que repara las lesiones
8-oxoguaninas, cuyo mutante provoca el aumento de transversiones G*C — T*A. En células
de mamifero se ha comprobado que la proteina FaPy de, ratén ‘también remueve 8-
hidroxiguaninas (Friedberg et al., 1995). En Drosophila el gen RpS3, homélogo ajfpgt de k.
coli, codifica una proteina con actmdad de endonucleasa AP &n 8-oxoguaninas, cortando el
extremo 3’ del sitio AP con un mecanismo dependiente de Mg*" y actividad dRpasa en 5’ El .
mutante de este gen es minute y es letal en homocigotos.




Reparacion GO ( 8-hidroxiguaninas)

En procariotos las guaninas oxidadas favorecen las transversiones G*C — T*C. Las guaninas
oxidadas provocan la colocacion de adeninas (8-0x0G* A} al replicarse el ADN cuando no
son reparadas por et sistema GO. Este incluye dos glucosilasas: MutY (adenina-glucosilasa-
liasa AP) y MutM (glucosilasa FaPy) y ademas una 8- oxodGTPasa llamada MutT.

La reparacion sigue tres cammos (Fig. 1.6):

1. MutT convierte a la 8-0xodGTP en un monofosfato antes de que sea incorporado al ADN

-0 lo elimina det almacén de nucleotidos. : :
2. MutM repara los 8-0xoG que se hayan producido en el ADN transformandolos en guanina
3. Si a una banda con 8-0x0G se le afiade una adenina, MutY con funcion editora remueve la
base incorrecta y coloca una citosina frente a la 8-0x0G (8-0x0G*C)

4. MutM transforma la 8-0xoG en guanina y queda el par de bases correcto G*C (Rupp,
1996).

t
En Drosophila se han determinado dos proteinas que reparan las 8-oxoguaninas. El producto

del gen BcDNA LD19945/0ggl es una 8-oxoguanina ADN glucosilasa. El producto del gen
RpS3 que es multifuncional, también actia como glucosilasa reparando las 8-oxoguaninas.

8-oxodGTP =me- DNA

l MulT
8-ox0dGMP
aliminadas del banco de guaninas
MutY
REPLICACION _ é __ Adeninglioosilesa é _
-G— —Q- ~A— -C—
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Fig.1.6. La reparacién de las guaninas oxidadas implica la accién de diferentes enzimas ya que el dailo
puede presentarse en el banco de guaninas y en la doble cadena de ADN, antes y después de la replicacién
(Modificado de Rupp, 1996).

Glucosilasa-timina-especifica

La proteina glucosilasa-timina-especifica reconoce residuos de pirimidina que han sido
dafiados por saturacién, fragmentacion o contraccion del anillo, tales como: timina-glicol,
5,6-dihidrotimina, urea y otros. En un principio se le denominé endonucleasa IlI, pero
actualmente el otro nombre mencionado es ¢l mas.aceptado. En £. CO/I el gen nth la produce -
y consiste en una proteina hierro-sulfurada con un grupo (4Fe- -48)** . Sus mutantes no son
sensibles a radiaciones gamma o al H;0;, pero si se consideran genes mutadores. Corta en el
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sitio 3' AP y se han encontrado proteinas semejantes en M. [uteus, células bovinas y humanas
(Friedberg ef al., 1995). En Drosophila el gen Thd! produce esta proteina que es similar en el
humano, ratén y levaduras

c. NER: reparacion por escision de nuclestidos

La reparacion por escision de nucledtidos se realiza con la participacion de nucleasas,
helicasas, polimerasas, factores de transcripcion, cinasas y ligasas (Fig 1.7). En mamiferos s
semejante al sistema UvrABC de procariotos, aunque no se conocen todos los detalles del
mecanismo (Friedberg ef al., 1995). Se han descrito dos modos de funcionamiento de esta
~ escision en eucariotos: la reparacion acoplada a la transcripcion y la reparacién global del
genoma. Si estos no ocurren o se repara mal, se produce una pérdida de hasta 50 pares de
bases, formandose sitios AP cuyos efectos biologicos causan toxicidad aguda con muerte
celular o del organismo, efectos cronicos a largo plazo por mutagénesis o carcinogénesis. Se
han identificado 25 proteinas que participan en este tipo de reparacion y forman complejos
entre ellas, por lo que las interacciones hidrofobicas y de cargas de fosfatos entre ellas, son
importantes para el reconocimiento de la lesion (Lehman ef al., 1996; Naegeli, 1999). Los
genes que la regulan se conocen en £. coli como genes uvr, en S. cerevisiae como genes rad
del grupo rad3 y en humanos como los XP. En Drosophila estan representados
principalmente por los genes que son similares a los genes de otros eucariotos, tales como
mei-9, mus201, hay y mus210 (Dusenbery y Smith, 1996).
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“Fig. 1.7. La reparacién por escision de nucleétidos corta el
oligonucledtido en ambos lados de la regién en donde estd la
base alterada, polimeriza ¢l segmento faltante y cierra la
doble cadena con una ligasa (Modlf' cado de Friedberg et al,
1995).
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¢.1. El sistema UvrABC (NER) en procariotos

En procariotos la reparacidén por escision de nucleétidos es iniciada por el complejo de
nucleasas UvrABC que repara diferentes dafios con distintas caracteristicas quimicas y
estructurales, sobre todo a aquellos que provocan graves distorsiones en el ADN. Se sugiere
actualmente que UvrABC es un modelo de coémo NER es capaz de reparar cualquier dafio de
la misma manera en procariotos y eucariotos. El complejo nucleasas UvrABC hace un corte
doble en la banda lesionada que es reparado por ADN polimerasas y ligasas.

En sintesis, el modelo en procariotos es el siguiente (Fig. 1.8):

La UvrA forma un dimero UvrA2 que interacciona con UvrB y consntuye el complejo
UvrAzB La UvrA2 o el dimero UvrA2B se pegan a sitios inespecificos del ADN
2. El dimero o complejo se mueve en cualquier sentido y pliega la cadena
3. El pliegue del dimero reconone la lesion y forma un vértice mas estable
4. Se requiere la actividad de una helicasa dependiente de ATP para exponer el interior
hidrofobico del ADN y determinar si la lesion estd presente y para que UvrB se ensamble
apropiadamente en un complejo de pre-incision.
5. UvrC interacciona con UvrB., UvrB hace la primera incisién en el lado 3' de la lesion a
unos 3-4 nucledtidos de la lesion.
6. Un cambio en la conformacion del complejo UvrBC se presenta antes del segundo corte en
5"a cargo de UvrC y a unos 7 nucledtidos de [a lesion.

UvrA tiene multiples dominios de interaccidon con los nucleétidos. UvrB presenta una
actividad ATPasa asociada con una actividad helicasa limitada del complejo UvrA2B. La
mutacién uvrB inhibe la actividad helicasa e impide la formacién del complejo de iniciacion
con el dafio, pero no impide la formacion del dimero UvrA2 ni su uniéon con el ADN no
daiiado. Se ha sugerido que esta actividad de helicasa dependiente de ATP, permite que el
complejo se una al ADN en busqueda de lesiones, aunque la extension de oligonucledtidos
que puede eliminar es limitada. Si UvrA2B encuentra un desemparejamiento, este dafio
raramente es eliminado por este sistema (Rupp, 1996).
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Fig.1.8 Mecanismo de escision de nucleétidos (VER) con el complejo UvrABC de E. coli (Mod:f’ cado de
Rupp, 1996).

c.2. NER en levaduras, humanos y en Drosophila melanogaster

El estudio de NER en levaduras Saccharomyces cerevisiae y en Schizosaccharomyces pombe,
ha permitido identificar unos 30 loci RAD (radiation sensivity) que les confieren resistencia a
la luz UV o radiaciones. Estos se han clasificado en tres grandes grupos epistaticos que
reflejan tres fundamentales respuestas celulares al dafio en el ADN. Los grupos son: RAD3,
RADS52 y RAD6 (APENDICE, Tabia 1.3). E! grupoe R4D3 implica una hlpersen51bllldad ala
luz UV que produce anillos ciclobutanos. y (6-4)fotoproductos y a los agentes quimicos que
producen aductos.-La mayoria de los mutantes de este grupo son deficientes en la reparacion
de dafios por UV, por lo cual la mayoria participa en NER. El grupo RAD352 pertenece a los
genes que son deficientes en reparacién. post-replicadora por recombinacion mitética y/o
meidtica de DSBs inducidas por radiaciones ionizantes y en la reparacion de los dafios por
uv que no fueron reparados por VER. El grupo RAD6 incluye genes involucrados en la
~ reparacion post-replicadora que es respuesta a los errores cometidos durante la “translesion
synthesis”, al dafio por luz UV, rayos X, agentes alquilantes y productores de enlaces
cruzados. Sus mutantes muestran hipersensibilidad a estos agentes y aumento de mutaciones.
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El gen RADG facilita la formacién de complejos multiproteicos y produce una enzima E2 que
cataliza la transferencia de una ubiquitina a las histonas H2A y H2B e interviene en la
degradacion de proteinas. Esto parece tener relacion con la conformacion de la cromatina, ya
que la separacion del ADN de las histonas, permite mejor acceso de estos sistemas
multiproteicos reparadores (Friedberg et al., 1995).

En mamiferos se ha-demostrado in vitro que se requieren seis factores proteicos para que se
realice NER: XPA, RPA, XPC-HHR23B, TFIIH, XPF-ERCC1 y XPG para mtegrar los
componentes del core de NER e inducir la escision de nucledtidos. Lo anterior sugiere la
participacion de un complejo nucleoproteico con una serie de interacciones ordenadas entre
sus distintos factores. La adicion de ADN polimerasa épsilon, PCNA y RFC permite el
llenado de los espacios y la ADN ligasa 1 une los extremos de la cadena. Esto permite la
reparacién en las cadenas que no estan transcribiéndose y actualmente se le denomina
reparacion global del genoma. En las cadenas que se estan transcribiendo se realiza una
reparacién acoplada a la transcripcion en la que participan las proteinas de NER, la ARN
polimerasa 11, los factores de acoplamiento CSA, CSB/ Rad26 y el factor de transcripcion
TFIIH en un sistema que conforma un complejo multiproteico llamado Reparosoma. Las
homologias entre S. cerevisiae, Homo sapiens y Drosophila melanogaster para los genes
cuyos productos forman el Reparosoma (Friedberg er al, 1995) se muestran en el
APENDICE, Tabla 1.4.

Las diferentes acciones que se requieren para completar NER y los genes o productos que
intervienen en ellos son las siguientes (Naegeli, 1999}

1. Reconocimiento de la lesién y ensamblaje de nucleoproteinas: Xpac/hXPA/Radi+4

2. Reconocimiento de la lesion y unién a la cadena de ADN en donde esta el daiio: KpA
(integrado por los productos de RpA-70, RpA-30 y RpA8)/rpal/rfal

3. Unidén al ADN, e interaccion con TFIIH y la proteina Rad23: mus2/0/hXPC/Rad4

4. Union al ADN para ;estabilizar el complejo e incidir sobre la cromatina?:
Rad23/HHR23B/Rad23(8. cerevisiae homologl)/Rad2 3

5. Helicasas, Zn-finger, interaccion con p53 y regulacion del ciclo celular: TF1IH,
compuesto por los productos de p89/XPB/ERCC3, pS8O/XPD/ERCC2, p62/TIBI,
p52/TFB2, p44/S5L1, p38/cdk7/MOI 35, p37/cyclin H, p36/MAT! y p34.

6. Union especifica al sitio 5°, endonucleasa 5’ e interaccion con XPA:
mei9MXPF/Erccd/Radl y Erccl/ERCC1/Radl0”

7. Unidn especifica al sitio 3°, endonucleasa 3’e interaccién con RpA, TFIIH y PCNA:
mus20!/XPG/ERCCS/Rad2

8. Reconocimiénto del primer e hidrolisis de ATP por una ATPasa dependiente del

~ ADN que facilita la unién de PCNA al ADN: Rfc . _

9. Enlace de la ADN polimerasa a la region que se esta reparando:
mus209/PCNA/POL30

10. Sintesis de la cadena complementaria y funcion editora: DNA pol-epsilon/DNA
polymerase epsilon catalytic polypeptide/POL2

11. Ligasa e interaccion con PCNA: CG5602/DNA ligase I/cdc9
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Reconocimiento del dafio y endonucleasas

En Drosophila se ha-clonado el gen constitutivo Xpac, semejante a Rad/4 de S. cerevisiae y
{vrA de E. coli. Interviene en el reconocimiento de la lesion. Su proteina tiene un motivo
“Zn-finger’ que se une a un espacio mayor de la cadena porque reconoce secuencias
especificas de los nucledtidos. Se expresa de manera diferente durante el desarrollo de la
mosca y es mas abundante en el torax y abdomen que en la region cefalica. En humanos XPA
interacciona con RpA; TFIIH y ERCC1

En mamiferos XPC forma un heterodimero con HHR23B (homologo de Rad23 en §.
cerevisiae) que se une al ADN dafiado. En Drosophila el gen mus210 (DmXPClmus212 )
controla la reparacion NER de todo el genoma (Lehman ef al., 1996). Se encarga de unirse al
ADN vy tiene una actividad endonucleasa muy reducida. Se propone que se uniria al producto
Rad23 el cual tiene una actividad chaperona que facilita el complejo multiproteico y tiene un
dominio ubiquitina. Este dormmo es el que marca a las proteinas que seran hldrollzadas en el
Proteosoma.

El gen mei-9 (DmXPI*/mu.sl I 0 ) homologo de Rad! en S. cerevisiae y de uvrABC en E. coli,
reguia a una endonucleasa que corta en el lado 5’ de 16 a 25 enlaces fosfodiéster y los
extremos 3’ del ADN recombinante meiédtico. Es muy sensible a mutagenos, inclusive a la
UV. Muestra severa deficiencia en NER y en la recombinacion meiética. El gen silvestre
produce la proteina en embriones y adultos y repara a los desemparejamientos (MMR)
dependiendo del tipo de parejas de bases (Bhui-Kaur e? al., 1998) Funciona normalmente
junto con la protema Erccl/RAD10 codificada por una region del genoma homodloga a
ERCCI.

Los genes mus20! (dmXPG) y ERCCI/Radl0 producen subunidades TFIIH con actividad
endonucleasa 3’ y 5’ respectivamente. Los productos Rad1/Rad10 reconocen el dafio gracias
al producto Xpac (Radi4) para formar el reparosoma (Lehman er al., 1996).

Helicasas (exonucleasas dependientes de ATP)

El papel del factor de transcripcion TFIIH de humanos demostrd que participa en la
promocion de la transcripcion por la ARN polimerasa II y en la reparacion NER. Este factor
es un complejo multimérico y multifuncional que posee actividlad ATPasa dependiente del
ADN, ADN helicasa 5’— 3’ y 3’ 5’ y actividad cinasa. Regula el inicio de la transcripcion
al fosforilar a la ARN polimerasa II para que pueda desprenderse de los factores de
transcripcion e iniciar la elongacion. También interviene en NER y en la regulacion del ciclo
celular {complejo cdk7-ciclina H- MAT1) desencadenando cascadas en respuesta al dafio en
el ADN, lo cual detiene el ciclo celular hasta que esta molécula es reparada (Naegeli, 1999).

El gen haywire (dmXPB/Ercc3) en Drosophila origina la subunidad TFIIH de una helicasa
3'—>5’, es constitutivo durante todo el desarrollo a niveles bajos e interacciona con la beta
tubulina del citoesqueleto.

El gene XPD (dmXPD/ERCC2) produce la subunidad TFIIH de una helicasa que elimina en
direccion 5°—»3’ el sitio dafiado. Tiene ademis actividad ATP dependiente con respecto al
ADN de una sola banda, en presencia de Mg** o Mn®*,

ADN polimerasas
En eucariotos hay 4 polimerasas que participan en la sintesis del ADN: alfa, beta, gamma y
épsilon. Las polimerasas alfa y delta intervienen en la elongacion de las cadenas, beta
interviene exclusivamente en la reparacion del ADN, gamma en la replicacion mitocondrial y
épsilon interviene en NER. La Gnica que no interviene en la replicacion semiconservadora es
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la beta. Esta actia llenando los espacios dejados en el inicio de la reparacion del uracilo por
BER.

Se ha detectado, que la metll-mtroso-guamdma (MNNG) induce la expresién de la
polimerasa beta y su promotor. Para lo cual se requiere AMPc en la region CRE del
promotor, una cinasa A y una proteina (CREB) que se une al promotor y necesita ser
fosforilada (Narayan ef al.,1996). Las polimerasas delta y épsilon tienen ademas una funcion
editora que aumenta la fidelidad de la sintesis por reparacion. Se sabe que la polimerasa
épsilon es indispensable para que NER se efectie in vitro. En Drosophila se han purificado
subunidades de las polimerasas alfa, beta ( gen DNApol-eta), gamma, épsilon (gen DNApol-
epsilon) y un tipo de polimerasa llamada zeta que interviene en la reparacion después de la
“translesion synthesis”.

Polimerasa PCNA

En células humanas la PCNA “proliferating cell nuclear antigen” tiene forma de anillo y
esta compuesto por tres péptidos idénticos. Rodea al ADN y estimula la union de las
polimerasas delta y/o épsilon. En Drosophila la proteina PCNA es producto del gen
mus209/DmPCNA. Esta proteina une las polimerasas al ADN para llenar los espacios vacios
de la hebra permitiendo la reparacién del dafio y es indispensable para la reparacién de los
DSBs. Es constitutiva, se expresa ampliamente en ovarios, 6vulos no fertilizados y embriones
tempranos por lo que se considera de control materno.

Proteinas RP-A y RPC

Las proteinas RP-A (replication protein A) y RPC son necesarias para completar la resintesis
-del ADN durante la reparacion por NER. En humanos la proteina RPA es esencial para la
replicacion, NER, MMR y recombinacion. Estd formada por tres polipéptidos de 14, 34 y
70kD que se unen al ADN de una sola banda, que previamente fue abierto por las helicasas
(Naegeli, 1999). En Drosophila la proteina DmRP-A se ha purificado en embriones y los
genes que la codifican no se han identificado. Los productos de los genes RpA4-8, RpA-30'y
RpA-70 integran a la proteina Rp-A. Se unen a las cadenas simples e intervienen en la
reparacion por recombinacion. El producto del gen Rfc40 es un factor de replicacion que
contiene un dominio DAED-box de helicasa ATP dependiente y que es homélogo en 68% de
sus aminodacidos a la proteina humana RPC.

Ligasas

Las ligasas se han aislado de embriones de Drosophila y son de dos tipos: la ligasa I con
periodos de replicacion altos e intermitentes y la ligasa I1 con replicacion baja y persistente
durante todo el desarrolio. La region N-terminal de la ligasa I es fosforilada por la caseina-
cinasa I codificada por el gen Ckllalpha (CKII) (Prigent ef al., 1992).

1.4.2.2. Fidelidad de la sintesis del ADN (funcion editora durante la replicacion)
a) Prevencion de errores '
a.l. Seleccion de nucledtidos
Las ADN polimerasas III y T de procariontes o las ADN polimerasas alfa, delta y gamma en
eucariontes capturan un nucleétido trifosfato, lo escinden a monofosfato y lo agregan a la
cadena naciénte, en un evento energéticamente favorable al nucleétido correcto. -
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a.2. Revision del nucledtido afiadido y expulsion si no es el complementario
Las mismas ADN polimerasas se asocian a una actividad exonucleasa editora. Si no es el
nucledtido correcto, se invierte la reaccion y éste vuelve a hacerse trifosfatado.

1.4.2.3. Reparacion post-replicadora

Este tipo de reparacion se ha estudiado intensamente en células irradiadas con UV. Es tan
importante que una mutaciéon doble en wwrA (NER, reparacion pre-replicativa) y en recA
(HRR, reparacién post-replicativa) produce la muerte de una célula con una sola lesion /
cromosoma. Dentro de este grupo se incluyen algunos mecanismos de tolerancia al dafio, que-
no son estrictamente reparacion del dafio, como 1a sintesis sin correccion de errores. Después
de la irradiacion con UV la sintesis continla a niveles bajos (horas, minutos) y cada horquilla-
que avance en el duplex encontrara alrededor de 1000 pares de bases por seg, lesiones en la
banda, que son replicadas por la reparacion deficiente que se conoce como translesion.

Esta sintesis producira ADN con desemparejamientos o numerosas S5Bs o DSBs que son
reparadas directamente por ligasas o por recombinacién de homodlogos (HRR). La HRR
permite que una o dos aberturas sean llenadas por la proteina RecA que transfiere la banda
complementaria det diplex en la abertura. Los desemparejamientos son eliminados por
correccion errores (MMR) (Rupp, 1996).

a. T'olerancia a los defectos durante la sintesis o translesion

En procariotos la mayoria de las mutaciones que se producen por dafio en el ADN se
presentan porque ocurre un mecanismo especial de tolerancia, que realmente no repara al
ADN. Este mecanismo llamado translesion hace que una ADN polimerasa inserte un
nucleotido incorrecto frente a una lesion y continte la sintesis (Rupp, 1996). En E. coli se ha
observado que esta respuesta estd controlada por dos proteinas: LexA y RecA con la
participacion de la holoenzima de la ADN polimerasa 11l y los productos de los genes Umu.
En Drosophila se han identificado once genes cuyos productos intervienen en este tipo de
“reparacion” que son analogos al grupo rad6 de §. cerevisiae e incluyen a musi{01, mus206,
mus310, mus205, DNApol-eta/ Rad30A, DNApol-iota/ &agr/ UMUC, Husl-like, rad9,
UbcD6/ rad6, musi08 y mus3i1.

b. Unidn de SSBs yDSBs

Muchos de los SSBs son producto de ia sintesis sin correccion de errores o del efecto de los
rayos X. La mayoria de los rompimientos son complejos y se producen por conversion
quimica o enzimatica de otros productos de la irradiaciéon. Los cortes 3' OH y 5' P no son
letales, Otros rompimientos se hacen en sustratos como timina-glicol, residuos de urea o
sitios AP que son atacados por la endonucleasa Il que genera un rompimiento simple en 3’.
Estos dafios son reparados en pocos segundos en forma semejante a como se unen los
fragmentos_de Okazaki. Una ruptura simple o doble ($5Bs o. DSBs). dispara al sistema
enzimatico de correccion de ‘errores (MMR) y a la reparacién por recombinacion. Si no hay
impedimento, la reparacién es realizada por la ADN polimerasa I en procariotos, la ADN
polimerasa beta o épsilon en eucariotos y las ADN ligasas.

¢. Recombinacidon defectuosa; reparacidn post-replicadora recombindgenica de rompimientos en
ambas hebras (DSB} - : : : o

La reparacion de rompimientos en ambas cadenas del ADN (DSBs) se inicia deteniendo la
transcripcion, el ciclo celular y por ultimo reparando el dafio. Este mecanismo se relaciona
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con los diferentes tipos de radiacién ionizante que provocan principalmente rompimientos
dobles y con el dafio provocado por ROS. La reparacion imperfecta de las DSBs produce
mutaciones o rearreglos cromosomicos y la muerte celular si no son reparadas. Se ha
observado que en levaduras la reparacion predominante es por recombinacién de homologos
(HRR) y en mamiferos es por recombinacion de no-homoélogos (NHE.J). Hace muchos aios
se detecto que las proteinas que intervienen en la reparacion de las DSBs también intervienen
en los rearreglos tipicos de los segmentos génicos de los loci de los receptores de las células
T y B, durante el desarrollo del sistema inmune de vertebrados. Esa recombinacion (V(D)J
recombination) permite a las células una gran diversidad en la respuesta inmune (Singleton y
Jeggo, 1999). '

Una cinasa Ser/Tre dependiente del ADN (DNA-PK) interviene en el primer paso de la
reparacion, al pegarse a los extremos libres de los rompimientos dobles y promover la
recombinacion de homologos (HMRR). La DNA-PK tienen tres componentes. Ku70
(meidl/rad52/tor] y mus309/Ku70 en Drosophila), Ku86 (Ku80 en Drosophila) y DNA-
PKes (cs significa subunidad catalitica, XRCC7) que se asocian por induccion del dafio. Este
altimo componente pertenece a la familia fosfatidil-inositol cinasas (PI3). Cuando se
autofosforila Ja DNA-PKcs se separan Ku70 y Ku86 del ADN y se produce la inactivacion
del complejo (Wu y Lieber, 1997). La actividad de la DNA-PK se ha estudiado en los once
grupos complementarios de los genes humanos llamados XRCC (X-ray repair cross-
complementing) cuyos mutantes pertenecen a cuatro grupos. XRCC4, XRCC5/Ku80,
XRCC6/Ku70 y XRCC7/DNA-Pkes . La cinasa DNA-PKcs puede fosforilar a muchos
sustratos in vitro, como Ku, p53, Rp-A y factores de transcripcion por lo cual también
interviene en la regulacion del ciclo celular (Singleton y Jeggo, 1999).

En Drosophila el gen okr (DhR54/DmRADS54) produce una helicasa dependiente de ATP,
que interviene en la reparacion de DSBs por recombinacion homdloga meidtica o mitotica
(Friedberg et al., 1995) e interviene en la reparacion de puentes entre bandas. Esta presente
en todo el ciclo de vida de Drosophila, pero se incrementa en embriones tempranos y en
tejido ovarico, sugiriendo un papel en la recombinacion meidtica y/o en la replicacion
asociada a la fertilizacién. Su mutante aumenta el dafio por MMS y rayos X porque no repara
los DSBs (Lehmann et al., 1996; Kooistra ef al., 1997 y 1999).

Otros genes en Drosophila que participan en la reparacion de DSBs y diversas lesiones, por
recombinacion mitética y/o meidtica son: Radl, Radl7, mei-41 (que también es sensible a la
UV), mus309/Ku70, Ku80, mus304, CG12407/rad50, Rad5i, Rad51C, Rad51D, Rec(QA,
mrell, mus312, mus308 y mus302 (que es sensible a la cafeina). :

d. Reparacion de desemparejamientos o correccion de errores (MMR: mismatch repair)
Las células de procariotos y eucariotos tienen la posibilidad de reparar et daiio producido por
los desemparejamientos entre los pares de-bases o por rompimientos de la cadena. El origen
de estos dafios es multiple, por ejemplo, por errores en la replicacién, por translesion, por
formacién de heterodiplex entre dos moléculas homdlogas del ADN recombinantes o por
desaminaciéon de 5-metilcitosina.- La correccién de errores (MMR) se ha relacionado con los
procesos de escision BER y NER, sin embargo esta reparaciéon involucra la escision y
resintesis de cientos de nucledtidos. Se demostrado que este proceso es muy similar en
procariotos y eucariotos y que cuando es deficiente aumenta la tasa espontanea de mutacion.
El proceso en E. coli implica que las cadenas progenitoras con la secuencia original sean
reconocidas porque estan metiladas en la adenina, de las secuencias GATC. Las cadenas

27




recién sintetizadas tienen un periodo en el que carecen de dicha metilacion. Esa es la sefial
que reconoce el sistema enzimético para corregir los errores en el ADN recién sintetizado,
considerando la informacién original de la cadena parental. La reparacion se realiza con el
producto de varios genes: mutH, MutL/PMS!, muSIMSH2 y uvrD (mutU). El producto de
este Gltimo es la proteina uvrU o helicasa II. Se requiere ademas la presencia de ADN
polimerasa Il holoenzima, exonucieasas 1 y VII, exonucleasa Rec), ADN ligasa con su co-
sustrato NAD*, ATPs y SSB (single-stranded-DNA complexes) (Fig. 1.9). Todas las
observaciones realizadas en E. coli y en levaduras han permitido proponer el siguiente
modelo para MMR (Friedberg et a/., 1995; Karran y Bignami, 1999): -

a) Un dimero de MutS con actividad ATPasa, se pega a los pares de bases incorrectos.

b) En otra reaccion dependiente de ATP, un dimero de MutL se pega a MutS y produce
un pliegue de la cadena en donde esta el error.

¢) La endonucleasa MutH corta el ADN en cualquiera de los lados del sitio GATC no
metilado. La escision de los nucledtidos depende del sitio en el que esté la secuencia
GATC.

d) Una ADN-helicasa 11 (UvrD) coordina la acciéon de exonucleasas que eliminan los
nucledtidos incorrectos. La eliminacion en el sentido 5' —3° lo hace la exonucleasa
VII o Recl. La eliminacion en el sentido 3' —5° lo realiza la exonucleasa [. La
degradacion exonucleotidica es unidireccional y elimina el segmento incorrecto de la
banda no metilada, que pueden ser 1000 0 més bases.

e) La sintesis de la cadena se inicia cerca del sitio GATC por la ADN polimerasa 111
(holoenzima ) junto con proteinas SSB y una vez replicada es sellada por una ADN
ligasa.

f) Posteriormente la enzima Dam metilasa metila las secuencias GATC de la cadena
recién sintetizada.

En humanos esta reparacion se relaciona directamente con cancer, como el colo-rectal. Sus
componentes coinciden con los descritos para £. coli. Es bidireccional y se inicia con uno de
dos heterodimeros hMutSalfa y hMutSbeta que se unen respectivamente a los dimeros
hMSH2:hMSH6 y hMSH2:hMSH3. Estas proteinas son homologas de MutS y se pegan al
par erroneo, sin necesidad de la secuencia GATC metilada. Las hMSH alfa se pega a errores
de un par y la beta a errores de 2-4 bases. Un heterodimero hMutLalfa, compuesto por
hMLH1 y hPMS?2 interviene (;) facilitando la estabilidad del complejo ADN-proteinas. Una
vez que se cortaron las bases incorrectas, participa una ADN polimerasa delta que usa a la
proteina PCNA para unirse al ADN. En la sintesis parece ser necesaria la proteina Rp-A y se
desconoce qué tipo de ligasa cierra la cadena (Karran y Bignami, 1999).

En Drosophila se ha demostrado la reparacién por correccion de errores en la que interviene
el producto del gen speflchecker 1 que es homélogo de mutS/hMSH2. Se han detectado otros
genes que codifican proteinas que participan en este mecanismo: CG2/83/hMLHI,
CG7003/MSH6, Mihl/mutl y Pms2/mutL.
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cnzimas (MutH, MutL, MutS), helicasas que abran la
cadena, cndonucleasas que cortem (MutH), enzimas que
climinen el sepmento dadado (Exonucleasa VIIL, Recd o
Excnuclcasa I), polimerasas (1), $5B y ligasas (Modificado
de Fricdberg ef al., 1995).

e. Reparacion meidtica

En Drosophila se han encontrado mecanismos de reparacion meidtica relacionados con los
genes fos 'y mei2l7 los cuales se han detectado en las células germinales de hembras y en los
primeros estadios embrionarios. Intervienen en escision, correccion de errores,
recombinacion meidtica y reparacion de DSBs.

. Genes sin clasificar, sensibles a mutdgenos

En Drosophila son once los genes sensibles a mutagenos que a la fecha no han sido
clasificados con respecto al mecanismo de reparacion del ADN en que participan: musi02,
musi05, musi09, musii!, musii2, mus202, mus203, mus207, mus208, mus21, mus301,
mus305 y mus307. La mayoria son hipersensibles al MMS y a las radiaciones. En este grupo
se ubicaba mus309, sin embargo ahora se conoce que participa en la producciéon de
Ku70/IRBP la cual estd involucrada en la recombinacion mitdtica y en la reparacion de los
1)§Bs (FlyBase bio.indiana.edu:82/, 2001).

g Otro genes de Drosophila involucrados en la reparacién del ADN -

En Drosophila se han detectado numerosos genes cuyos productos intervienen en la
reparacion det ADN. La mayoria de ellos son identificados solo por su secuencia y posicion
cromosdmica, pero no se conocen mutantes. En el caso de algunos de ellos, solo se ha
propuesto que intervienen en la reparacién del ADN. Como en los casos anteriores existen
homologias y similitudes con los genes de otros organismos. De esas similitudes se ha
deducido que intervienen en uno o mas de los mecanismos de reparacion del ADN que han
sido descritos (APENDICE, Tabla 1.1y 1.2).
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h. Reguladores del ciclo celular o puntos de verificacion

En levaduras, los genes cde que controlan el ciclo celular también estan involucrados en el
metabolismo y en la reparacion del dafio al ADN. Antes de multiplicarse, los genes radi,
rad3, rad7, rad9, rad26 y hus! localizan el dafio en el ADN y detienen la replicacion.

En Drosophila los genes de la familia PI13-cinasas como Pi3K59F y mei-41, su papel como
cinasas reguladoras que estabilizan el ciclo celular se enfatiza permitiendo la reparacion del
dafio en eucariotos.

El gen mei41 se hiperfosforila si hay dafio en el ADN, para retrasar la fase S del ciclo celular.
El mutante mei4] es esencial en el paso a blastula media. Le confiere sensibilidad a los
mutagenos por un defecto en la post-replicacion que es sensible a la cafeina, ademas produce
frecuencia alta de rompimientos cromosomicos e inestabilidad. El alelo mei-4/D12 despliega
hipermutabilidad a los agentes alquilantes, defecto en la reparacidon por escision y
disminucion en la recombinacion meidtica.

La accion de estos genes puede subvertirse por cambios en el estado de fosforilacién de las
proteinas de puntos de verificacion. En las proteinas RpA de células irradiadas con UV estas
proteinas se hiperfosforilan, permitiendo que se detenga la sintesis del ADN para su
reparacion en la fase S. En células normales humanas la cinasa 11 dependiente de
calcio/calmodulina, indica a la célula un retraso en la fase S. Esta cinasa es defectuosa en el
mutante afm, homologo de mei4l, que provoca el sindrome humano de ataxia telangiectasia
incapaz de reparar los DSBs causados por radiaciones y/o radicales libres (Lehmann ef al.,
1996). Los genes de Drosophila que intervienen en este mecanismo de regulacion que
desencadena diferentes mecanismos de reparacion del ADN dependientes del ciclo celular
son numerosos y se muestran en el APENDICE, Tablas 1.1y 1.5,

1.5. Efecto de los metales sobre la reparacion del ADN

En general, se considera que los metales son agentes epigenéticos, comutagenos o
promotores del dafio, debido a que por su actividad quimica producen diferentes efectos
sobre los organelos, las células y los organismos.

El efecto genotdxico de algunos metales (Ni**, As**, Cd*", Co®, Cr®) se ha valorado a través
de diferentes ensayos in vivo e in vitro con bacterias y células de mamiferos (Hartwig, 1995),
Se ha mostrado en animales la accion carcinogénica y el aumento de la transformacion
neoplasica provocada en células de mamiferos por virus o agentes directos. En bacterias la
mayoria de los metales no son mutagénicos. En células de mamifero en cultivo, los efectos
directos son negativos o débiles y se ha propuesto que modulan la accion de otros agentes
genotoxicos. En células de mamiferos el dafio genotdxico potencial es por formacion de ROS
que dafian al ADN y por interferencia con los mecanismos de reparacion o de sintesis del
ADN (Hartwig, 1995). Hartwig ef al. (1990) han propuesto una accion indirecta de Pb*’, de
Ni**, de Cd?*, de Cr®" y arsenito de sodio, en los mecanismos de reparacidén, como un
. importante mecanismo general de genotoxicidad de los metales. En la prueba del ala en D.
melanogaster los cloruros metalicos CoCl;, MnClz, MoCl;, NiCl; y ZnCl; mostraron ser
genotoxicos, mientras que CrCls, FeCl; y FeCls no lo fueron (Ogawa et al., 1994). Con la
prueba genotoxica UZ del ojo, que usa el locus inestable white, resultado de la insercion de
un elemento movil en el locus white, Rasmuson (1985) encontr6 resultados negativos de la
genotoxicidad del nitrato y del cloruro de plomo. __ 7

Para interpretar las diferencias en los resultados de los diversos ensayos, aun existen
problemas. En los ensayos in vitro, se exponen directamente las células a concentraciones en
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general muy altas de estos metales, que no se logran in vivo. Mientras que con los ensayos in
vivo los niveles muy altos producen toxicidad y en ocasiones pocos sobrevivientes. En estos
resultados interviene la habilidad de los compuestos metalicos para competir con los iones
metalicos esenciales y formar complejos con las biomoléculas, ademas de desequilibrios en
las sefiales mediadas por el Ca®* (Hartwig, 1995).

1.5.1.Participacién de los cationes metilicos divalentes en la reparacién del ADN
Los compuestos de niquel, cadmio, cobalto y arsénico son carcindgenos bien conocidos. Su
modo de accion no es facil de comprender, ya que su accion es débil o restringida a
concentraciones comparativamente altas a las que con ef cromo VI se obtienen. Hay
evidencias de que los sistemas de reparacion de! ADN son blancos muy sensibles a los
cationes Ni**, Cd**, Co™ y As*", disminuyendo la eliminacion de las lesiones en el ADN y
aumentando el riesgo de formamon de tumores. Sin embargo los mecanismos son
completamente dlferentes dependiendo por ejemplo de la habilidad del metal para competlr
con los iones Mg®* o desplazar los iones Zn>* de los motivos “Zn-fi -finger” en las enzimas de
reparacion del ADN (Hartwig, 1998).
La influencia del arsenito de sodio (NaAs0,) y el sulfato de cadmio (CdS04) sobre la
persistencia de lesiones en el ADN se estudio con el ensayo cometa en células humanas de la
sangre y fibroblastos-SV40 transformados (MRCSCVI). Los mutagenos utitizados fueron el
MMS y el benzo(a)plreno junto con un post-tratamiento con cada vno de los compuestos de
Cd** y As**. Ambos metales inhibieron la reparacion por lo que se sugiere una fuerte
interaccion (Hanmann y Speit, 1996). En el plasmido Col E1 se estudio con electroforesis, la
estimulacion e inhibicién de la induccion de rompimientos de la cadena y enlaces entre las
cadenas del ADN por 1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea (BCNU) con poliaminas y
cationes inorganicos. El rompimiento inducido por BCNU fue disminuido por Na*, Mg**y
Co™" (NHs)s. En contraste estos cationes aumentaron los enlaces :Provocados por el BCNU
con una estimulacion en orden descendente del Mg* > Na*"> Co™* (NH,)s (Srivenugopal y
Ali-Osman, 1990}).
Ciertos iones metalicos especificos (Zn**, Cd*", Co** y Mn*") influyen sobre las secuencias
de ADN d{GA x TC) ya que pueden formar conformaciones diferentes de la hélice B. A
bajas concentraciones de los iones metalicos estos forman [{(GA(GA X TC)] pero a mayores
concentraciones se detectan “hairpins (GA x GA)” intramoleculares. La presencia del Zn?*
reduce significativamente la reactividad de los “hairpins (GA x GAY” lo que sugiere una
interaccion directa del i6n con el N7 de las guaninas. Este efecto es especifico para cadenas
antiparalelas d(GA)n homo-duplex lo cual indica que el Zn*" juega un papel importante en ta
estabilizacion de estos “hairpins (GA x GA)” intramoleculares (Ortiz-Lombardia et o/ ,
1998).
La induccion de alteraciones funcionales y estructurales del material genético por los
 cationes divalentes se apoya.en la accion del quelante EDTA. Este-afecta la inhibicion de la
sintesis de ADN en cultivos primarios de células de mamiferos, favorece cambios .
morfolégicos de la cromatina y de cromosomas en células de plantas y animales. En
numerosos sistemas de prueba se ha reportado un leve rompimiento de cromosomas y la
induccion de mutaciones. Incrementa la frecuencia de aberraciones inducidas por mutégenos
y de la recombinacion meidtica. Inhibe en E. coli, Microccocus radiodurans y células de
criceto chino ia reparacion después del tratamiento con bleomicina o con radiaciones
ionizantes. En células de plantas mostro inhibir la sintesis de ADN no programada (UDS). El
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secuestro de los iones metalicos por este quelante es obviamente el responsable de estas
alteraciones (Heindorff er a/., 1983).

1.5.2. Mecanismos de reparacion que son influidos por los cationes metilicos divalentes

Reparacion Pre-replicadora

Prevencidn de errores

En el complejo multiproteico derivado de células humanas y denominado “”synthesome” que
realiza la replicacion del ADN , se demostré que el Hg*" inhibe especificamente la actividad
de la ADN polimerasa y la ﬁdelldad (Sekowski et al., 1997).

(13

Mecanismos directos de reparacion (reversién)

Eliminacion de los grupos alquilo pequefios

En E. coli tratada con N-metil-N-nitroso-urea (MNU), MMS y metil yoduro se suprimi6 la
presencia de la O®-MGTasa en presencia del Cd*' y el Hg** potenciandose el dafio producido
por MNU y MMS. Se sugiere que los efectos comutagénicos de estos metales se deben a la
inhibicion de la expresion de los genes ada y alkA (Takahashi et al., 1991). En la cepa de E.
coli CHS26/pYM3 tratada con MNU, el Cd** y el Hg*" inhibieron la induccién de beta-
galactosidasa. Los resultados indican un mecanismo que involucra una interaccion especifica
del Cd** o el Hg®" con la O°-MGTasa (Takahashi ef al., 1988). Por el contrario, el producto
Ada en E. coli , enzima que acepta los metil fosfotriésteres en uno de sus residuos Cys, se
autocataliza por una fuerte union del residuo Cys-69 con uniion de Zn*". Esta proteina tiene
la habilidad de unirse a secuencias de ADN especificas e indweir a genes que confieren la
resistencia a agentes metilantes. El motivo de Zn’" de esta proteina muestra parte del
mecanismo de la reparacion del ADN activada por metales (Myers ef al., 1993).

La endonucleasa V T4, es una glucosilasa especifica para la reparacion de los dimeros de
pirimidina 1a cual contiene un residuo Cys que se une a varios metales (Hg®*, Ag®*, Cu®").
Estos metales impiden el cambio estructural de la proteina después de su uniéon con el dimero
de pirimidina o interfieren estéricamente con el sitio activo de la enzima, que contiene el
residuo de cisteina, impidiendo el acceso al dimero y consecuentemente la incision en el sitio
dafiado (Prince et al., 1991).

BER: reparacion por escision de bases
En células humanas la endonucleasa HAP1 para sitios AP presenta una region critica. Esta
contiene un par de residuos Asp/His que en union con un residuo glutamato coordinado con
un i6n metalico cataliza sus multiples funciones (Barzilay et al., 1995).
.La exonucleasa Il de E. coli revela dos plegamientos simétricos alfa-beta de cuatro capas,
similares a los de la desoxirribonucleasa I y ribonucleasa H. El dCMP y Mn®* se unen a un
“extremo del sandwich alfa-beta, en una region dominada por un potencial electrostatico
positivo.
Se ha demostrado que un bucle de la endonucleasa IV intercala sus cadenas laterales con ¢l
sitio AP para realizar su funcién. Se sugiere que este bucle tiene 3 iones Zn** que participan
directamente en el corte de la unién azicar-fosfato (Hosfield ef al., 1999).
En las endonucleasas AP los residuos conservados evolutivamente, desde las bacterias hasta
el hombre, incluyen este sitio activo que participa en el rompimiento det enlace fosfato en los
sitios AP a través del ataque nucleofilico facilitado por la union de un idn metélico (Mol et
al., 1995).
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La proteina FaPy-ADN -glucosilasa (Fpg) de E. coli realiza actividades de glucosilasa, corte
de sitios AP y escision de desoxyrribosa. Se sugiere que esta protema tiene un | motivo “Zn-
finger” con cuatro residuos de Cys y que es capaz de sustituir el Zn** por Cu®, Cd*' y Hg"".
La alteracion de este motivo por sustitucion con estos metales, se asocia con la disminucion
enla capacidad de unién al ADN y de sus actividades enzimaticas (O’Connor et al., 1993).

El Cd*"y el Cu** inhiben a la proteina XPA de mamnferos de la misma manera que lo hacen
con la proteina bacteriana Fpg. El Co2+ y el Ni** afectaron a la proteina XPA pero ninguna de
estas proteinas fue inhibida por el As*”, ni por el Pb*". Se ha propuesto que cada proteina con
“Zn-finger” tiene sus propias caracteristicas estructurales y diferente sensibilidad a
determinados metales (Asmuss et al., 2000). '

En E. coli la reparacion del ADN por la enzima MutY (adenin- glucosilasa -AP liasa) implica
que reconozca y repare la 7, 8—dihidro-8-oxo0-2’ -dcoxnguanosma asi como los
desempare]armentos 2’-desoxiguanosina {OG:A). Esta tiene una secuencia homéloga al
grupo [4Fe-4581%" de la endonucleasa II1. El ensamblaje de esta secuencia y el plegamiento de
MutY fueron estudiados y se encontro que se requiere la presencia de este grupo, porque es
es critico para el reconocimiento del ADN y necesario para su actividad (Porello et al.,
1998).

NER: reparacion por escision de nucledtidos

En embriones de D. melanogaster las proteinas DDB P1, P2 y P3 se unen especificamente al
ADN dafiado con UV. La DDB P1 lo hace preferenternente a (6- 4)fot0productos rruentras
que la DDB P2 lo hace a dimeros de pmmldma Ambas proteinas requieren iones Mg para
unirse al ADN (Kai ef al., 1995). La union de la “DNA polymerase beta” de mamiferos al
ADN para reparar rompimientos depende de dos dominios de 31Kd y 8-Kd. Ambos dominios
contienen un motivo “Aelix-hairpin-helix” (HhH) que se une al ADN auxiliado por un i6n
metalico. Existe una similitud entre la secuencia del motivo HhH de la endonucleasa 111 de
E.coli y 1a del dominio 8kDa de la “DNA pol beta” lo cual sugiere que ambas se unen de un
modo similar al ADN (Pelletier ef al., 1996).

En animales experimentales la carcinogenicidad del cobalto se ha demostrado, mientra que la
mutagenicidad en células de mamifero in vitro es mas bien endeble. Se ha mostrado que el
Co?" inhibe la reparacion del dafio causado por la luz UV-C.

En fibroblastos humanos se demostré con la técnica * alkalyne unwinding” que el Co®*

inhibio la incision y la polimerizaciéon en NER, pero no la union por las ligasas. Con la T4
endonucleasa V se demostrd que la incision en los dimeros de pirimidina ciclobutanos es
afectada por concentraciones de 150 microM. Se ha propuesto que la competencia del Co*"
con el Mg** podna ser la responsable de estos resultados (Kasten et al., 1997)

Los efectos carcmogenos de Ios compuestos de Ni** pueden reflejar variaciones en su
capamdad de proveer iones Ni*" en sitios criticos adentro de la célula. Este metal inhibe la
reparacion por escision y 5 capacadad carcinogénica puede ser suprimida o modificada-por
otros metales como el Mg** y el Mn?* (Sunderman, 1989).

El NiCl, mostré en células de criceto chino V79 induccion de mutaciones en el locus
HGPRT asi como intercambio de cromatidas hermanas (SCEs).Con la luz UV se mostré un
pronunciado efecto comutagénico. Ya que no se demostrd un efecto comutagénico con el
‘metil metanosulfonato (MMS) se sugiere que la inhibicion de la reparacion del ADN por el
Ni** se realice en BER “long patch” que elimina a més de una base y en NER. Esta inhibicion
podria ocurrir por el reemplazo de otros catlones 'divalentes esenciales y en la regulacion del
proceso (Hartwig y Beyersmann, 1989). El Ni** aumenta la respuesta citotoxica y genotoxica
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a la UV, los rayos-X y los agentes citotéxicos cis-platinum, trans-platinum y mitomicina C.
Los estudios en combinacion con UV indican que hay una inhibicion de la reparacion
posiblemente en la incision, que podria deberse a cambios estructurales en el ADN o a
interacciones con las proteinas de reparacion por competencia con iones metalicos esenciales
(Hartwig et al., 1994).

Para estudiar el efecto co-clastogénico del Cd** células de criceto chino CHO K1 y células
humanas XP20SSV deficientes en la reparacion por escision, éstas fueron tratadas con
mitomicina C (MMC) y 4-nitroquinoleina 1-6xido (4NQO). El Cd*" increment las
aberraciones cromosomicas producidas por la MMC en la células CHO K1 tratadas en la fase
G1 y en las XP20SSV. Los resultados obtenidos sugieren que inhibe la reparacion pre-
replicadora, posiblemente la escision (Yamada et al., 1993). -

Reparacion Post-Replicadora
Reparacion post-replicadora recombinogénica de rompimientos dobles (DSBs)

Las proteinas RuvA y RuvB interaccionan especificamente con los empalmes de Holliday
para facilitar el intercambio de extremos durante la recombinacién y la reparacién del ADN.
RuvA actia como un factor accesorio que se pega a las uniones y permite que RuvB funcione
como una helicasa. Se demostro que el complejo RuvAB-Holliday requiere la presencia de
cationes metalicos divalentes y que ambas proteinas participan en el paso inicial que leva a
la migracion dependiente de ATP, de los extremos libres del ADN (Hiom y West, 1995).

Reguladores del ciclo celular o puntos de verificacion

El Cd*" a dosis no citotoxicas interfiere con la reparacion y aumenta la genotoxicidad de
agentes mutagénicos directos. Con 1 microM estimula la sintesis de ADN y la proliferacion
de varias lineas, mientras que a concentraciones mas elevadas inhibe estos procesos.
Estimula la expresion de c-fos, c-jun, c-myc, p53, todos factores de transcripcion y de los
genes que codifican para las metalotioneinas, glutation y proteinas de estrés (heat shock
proteins). La modulacién que ejerce el Cd** sobre la actividad génica se ha discutido en
términos de interferencia con las seiiales celulares a nivel de receptores de membrana,
homeostasis del Ca>* y del Zn**, fosforilacién de proteinas y modificacion de factores de
transcripcion. La evidencia indica que sus propiedades carcinogénicas se deben a
interferencia con la reparacion y a la interferencia con los mecanismos que controlan la
mitosis (Beyersmann y Hechtenberg, 1997).

En cuanto a proteinas supresoras de tumores s ha demostrado que p53 es un factor de
transcripcion que requ1ere unirse a iones de Zn®" para estar activo. El uso de quelantes y la
exposicion al Cd*" impiden su papel como factor de transcripcion en respuesta al dafio. Se
cree que la regulacion por metales juega un papel muy importante en el control de p53 y que
la perturbacion de éste podria explicar el papel potencialmente carcindgeno de numerosos

- compuestos metalicos (Meplan et al., 1999). . e .

1.5.3. Efectos del plomo en la reparacion del ADN

En las secciones precedentes se ha mencionado la controversia que existe sobre la accion
genotoxica del plomo. Como otros metales divalentes, el plomo ha mostrado su participacion
en la produccion de ROS, alteraciones en la homeostasis del Ca®* y de los sulfhidrilos (Stohs
~y Bagchi, 1995). Los efectos de este metal sobre Jos mecanismos de reparacion del dafio al
ADN se ha dirigido especialmente hacia la reparacion por escision de nucledtidos (NVER) o de
bases (BER).
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In vitro el perdxido de hidrégeno con ef Pb** introducen rompimientos en el ADN
superenrrollado de plasmidos, sugiriendo que este metal puede participar en la reaccion de
Fenton y dafiar el ADN. Ademas a concentraciones no mutagénicas, el acetato de Pb modula
la mutagenicidad del MNNG y la UV. Los datos soportan la hipotesis de que concentraciones
no toxicas de Pb pueden inhibir la reparacion del ADN. Asi que a dosis bloioglcamente
relevantes, el Pb®* podria actuar como un comutageno y posiblemente como cocarcinogeno,
pero no ¢como un iniciador carcm(_)geno genotoxico (Roy y Rossman, 1992).

El mtrato de plomo se une e inactiva a las ADN pohmerasas (Popenoe y Schrnaeler, 1979), a
la O°-AGT vy a la desoxyuridina trifosfato nucleotidohidrolasa (dUTPasa) de eucariotos que
tienen en comun al menos un grupo tiot indispensable para su actividad (Johnnson, 1998).
Este metal inhibe 1a reparacion de los rompimientos simples del ADN (Foulkes, 1990) y se
considera que dicha accion se deba a su unién con grupos tiol de las enzimas de reparacion.
Por otro lado se ha relacionado con la inhibicion de la calmodulina y del glutation. El
glutation (GSH) tripéptido y-glutamilcisteinilglicina tiene un grupo tiol (-SH) que se asocia
con una actividad radioprotectora y/o xenobidtica, por su capacidad de atrapar radicales
libres de oxigeno, pero ésta se reduce cuando los metales se unen al glutation o lo oxidan,
inactivandolo.

Sicchitano y Pegg (1987) no encontraron interferencia del Pb** con la O°-AGT, mientras que
los Cu®", Hg®, Zn* y Ag’ si lo hicieron por interaccion con el residuo cisteina de la
transferasa. Bhattacharyya ef a/. (1988) obtuvieron inhibicién completa de esta transferasa.
con Pb?". En extractos libres de células humanas con combinaciones de concentraciones
optimas de Mn®* y de Pb**, se demostré un efecto inhibidor de la actividad de escision de
nucledtidos en NER y el reconocimiento de la lesion (Calsoul ef al, 1996)Hartwig et
al.(1990) y Hartwig (1995) propusieron que el plomo inhibe el paso polimerizacién/unién de
hebras de la reparacion por escision y ademas interactita con los procesos regulados por el
calcio.

Skreb y Habazin-Novak (1977) demostraron en células humanas en cultivo, que el plomo
inhibe parcialmente la reparacion provocada por la irradiacion con rayos X mientras que
Foulkes (1990) no encontro efecto. En plantulas de arroz el Pb** fue smerglco con rayos
gamma mientras que el Ca** produlo mayor eficiencia en la reparacion de las lesiones
inducidas por los gamma (Reddy y Vaidyanath, 1978).-

El acetato de plomo activo parcmlmente in vitro, a la cinasa C (PKC) purificada de cerebro
de rata, que es regulada por. el Ca®™ vy diacilglicerol (Markovac y Goldstein, 1988). Se
__demostré_que también el Ca®* activa la cinasa C.(PKC) (Long ef af., 1994). Lo anterior
sugiere que ambos metales pueden actuar como promotores o cocarcindgeno, al inducir la
fosforilaciébn de proteinas, como los receptores de factores de crecimiento y activar
oncogenes. Las interacciones entre el calcio y el plomo han sido motivo de numerosas
investigaciones. '
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L5.4. Interaccmnes entre el calcio y el plomo

El Ca®" es un cation indispensable en el metabolismo celular que compite con. el plomo a
nivel de membrana y en diversas funciones celulares como las de segundo mensajero
(Goyer 1990). Las mteraccnones del calcio y del plomo dependen de la concentracion de
iones libres (Ca?*, Pb**) en la membrana plasmatica y en el citosol. Los resultados de estas
interacciones revelan inconsistencias que podrian ser resultado de la exposicién a diferentes
tiempos y concentraciones del plomo y de sus compuestos (Pounds, 1984). El metabolismo
del calcio ha mostrado tener una asociaciéon estrecha con el plomo (Ferrante, 1979; OPS,,
1979, Pounds, 1984, Corey y Galvao, 1989; Goyer, 1990; Fuentes-Aguilar y Soto-Mora,
1993; Simons, 1993; Fullmer, 1997, y Johnson, 1998). En algunas poblaciones se han
encontrado modificaciones en el metabolismo del calcio que limitan la acumulacion del
Pb** y aumentan la del Ca®". Los niveles de calcio en la dieta, el peso, la edad, el sexo y la
talla influyen en la-acumulacion del plomo. También la solubilidad de sus compuestos y las
condiciones ambientales. La accesibilidad al ADN es mayor en los tratamientos in vifro que
in vivo, por lo que existen inconsistencias ain no resueltas.

Las dosis toxicas de Pb?* tienen un efecto directo sobre el transporte del Ca**-Pb** en las
membranas celulares debido a que compiten con los canales y la bomba de Ca™ (Simons,
1993). El plomo causa efectos indirectos sobre la homeostasis del calcio por interacciones
numerosas con las mitocondrias, el niicleo, el reticulo endopiasmico y con las proteinas
reguladas por el Ca®>' como la calmodulina (Pounds, 1984; Simons, 1993).Atn quedan por
resolver numerosas preguntas y siguen siendo validas tres generalizaciones relacionadas
con las interacciones entre ambos metales (Pounds, 1984):

1. La intoxicacion con plomo, in vivo y en muchos sistemas in vitro, producen un aumento
de los niveles de calcio tisulares o celulares.

2. La intoxicaciéon aguda con plomo obtenida a través de experimentos farmacolégicos,
particularmente en sistemas que dependen de la movilizacion del calcio extracelular,
produce frecuentemente antagonismos entre calcio y plomo.

3. La intoxicaciéon cronica con plomo, en sistemas que dependen de la movilizacion del
calcio intracelular, produce aumento de las funciones mediadas por el calcio.

1.5.5. El Ca** como sefal de transduccién o segundo mensajero

El Ca®* es un importante regulador celular que al ser activado a través de sefiales
extracelulares le penmte actuar como segundo mensajero. El liquido extracelular contiene
una concentracnon mas de 10 000 véces la del citosol. Como la cantidad de Ca®” intracelular
es baja [107 M], la presion de difusion hacia el interior de la célula, a través de la
membrana plasmdtica es enorme. Para mantener los niveles internos la célula tiene Ca’
ATPasas en la membrana plasmatica y en la de reticulo endoplasmico. También hay

proteinas dependientes -del Ca®" y -fosfatos con los cuales-forma pirofosfatos que se

depositan en como granulos y ,Que son inertes osmoéticamente. En-algunas células hay un
sistema de antiporte Na” -Ca*. Las mitocondrias lo almacenan a través del gradiente
electroquimico de la membrana mitocondrial interna, que se genera por la fosforilacion
oxidante, mediante un mecanismo de uniporte.

Cuando la céluia se activa por la entrada de Ca®’, la mayor concentracién intracelular que
se alcanza es 10° M El Ca** regula unas 70 diferentes proteinas que tienen aﬁmdad de
unién cercana a 10° M y una selectividad 1000 veces mayor con respecto al Mg** (A]berts
et al., 1998). La calmodulina, proteina regulada por el Ca®™, se une a numerosas enzimas
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como las nucledtido ciclico fosfodiesterasas y las adenilato ciclasas, las Ca?"-ATPasas de
membrana, la bomba de K*-dependiente del Ca®’, la fosforilasa cinasa y la cinasa de la
cadena ligera de la miosina. Influye en la-unién de iones en las membranas de corteza
cerebral de rata y en la fosforilacién de las membranas de cerebro de rata, entre otras
funciones (Pounds, 1984 Simons, 1993; Alberts e al. 1998)

El efecto del calcio sobre los mecanismos que regulan la actividad de ciertas proteinas se ha
relacionado con la alquilacion de células hepaticas de raton por el acetaminofén. Este
compuesto se caracteriza por producir una pérdida temprana de la regulacion de iones,
acumulacion de Ca®' en el niicleo y fragmentacion del ADN in vitro e in vivo. Esta
fragmentacion es caracteristica de la activacion de una endonucleasa mediada por el Ca**
que deriva en citotoxicidad y necrosis. El dcido aurintri-carboxilico inhibidor de una
endonucleasa dependiente del Ca y el EGTA, agente quelante, disminuyeron
significativamente la fragmentacidén del ADN vy la citotoxicidad en los hepatocitos, lo cual
demuestra la influencia del calcio (Shen et al., 1992).

1.5.6. Niveles intracelulares del Ca*' y la reparacién del dasio en el ADN

La perturbacion del sistema de homeostasis celular del Ca*' activa a varias enzimas liticas
dependientes del Ca®*, como fosfolipasas, proteasas y endonucleasas que contribuyen a la
muerte celular (Orrenius ez al., 1992). Christansen ef al. (i988) demostraron que la
elevacion del Ca®' intracelular puede disparar la produccion de radicales libres. En
linfocitos humanos dafiados con UV, la reparacion del ADN tiene un nivel os)tlmo con la
concentracion de CaCl, 1 mM en el medio. La UV produce aumento del Ca*" citosélico,
por mayor entrada del ion y por mhlblclon de la ATP-Ca*" de la membrana plasmanca Se
observé que si se eleva o reduce el Ca®' celular de la concentracién 1 mM, la reparacion de
cualquier dafio se inhibe. De igual manera, si se inhibe la tirosina-cinasa, se eleva el Ca*’
citosolico y se bloquea la reparacion {Gafter et al., 1997). El H;0; produce dafio en el
ADN, reparacién y aumento del Ca’* citosolico, pfobablemente por entrada del ion y
liberacion de las Teservas internas. Esta reparacion depende de una tirosina-cinasa
dependiente del Ca®* y si se reduce la cinasa, se inhibe la reparacnon Estos cambios en
mostraron ser paralelos a los cambios en la concentracion del Ca (Korzets et al.,1999).
Todo lo anterior indica que los mveles intracelulares del Ca®" tienen efecto sobre los
mecanismos de reparacion .

El efecto del calcio sobre los mecanismos que regulan la actividad de ciertas proteinas se ha
relacionado con la alquilacion de células hepaticas de raton por el acetaminofén. Este
compuesto se caractenza por producir una pérdida temprana de la regulacion de iones, la
acumulacidn de Ca* en el nicleo y la fragmentacion del ADN in vitro e in vivo. Esta
fragmentacion es caracteristica de la activacion de una endonucleasa mediada por el Ca*'

que deriva en citotoxicidad y necrosis. El acido aurmtncarboxﬂlco inhibidor-de la Ca-
endonucleasa y el EGTA, agente quelante dlsmmuyeron significativamerite fa
‘fragmentacion del ADN vy la citotoxicidad en los hepatocitos, lo cual demostr6 la influencia
del calcio en los eventos descritos (Shen et al., ]9923
Los datos indican que tanto el Ca®** como el Pb*" afectan la reparacién del ADN por
caminos leCl’SOS 81 se consideran las propuestas de Pounds (1984) sobre las interacciones
entre el Pb*"'y el Ca**, puede plantéarse que la competencia entre ellos debe influir sobre la
reparacion del dafio en esa molécula.
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L.6. Drosophila melanogaster

Es un organismo eucarioto, multicelular, diptero, que ha sido utilizado en estudios de
genética y de la regulacion del desarrollo. Los primeros estudios sobre genética de este
insecto los realiz6 H. J. Miiller en 1911. Fue en 1940 cuando Auerbach demostro la accién
mutagénica del compuesto alquilante, mostaza nitrogenada con este organismo.
Comunmente conocido como mosca del vinagre, se propaga en medios de cultivo naturales
o artificiales y en condiciones de contro! de temperatura (25C + /) y con humedad
relativa de 65% presenta un ciclo de 10 dias (Tabla 1.6).

Tabla 1.6. El cultivo de Drosophila melanogaster a 25° C'y 65% de humedad permite tener adultos en
sélo 10 dias '

FASE DEL DESARROLLO en Drosophila melanogaster TIEMPO (dias)
Huevo-embrion 1

Larva Primer estadio 1

Larva Segundo estadio 1

Larva Tercer. estadio ' 2al

Pupa 3ad

Adulto 490

Dos hechos han permitido que este organismo sea ideal para el analisis genético: primero
que no hay recombinacion meidtica en los machos y segundo, que se pueden obtener
balanceadores en los cromosomas que impiden la recombinacion meidtica con el
cromosoma homoélogo (Saner, 1995). Se tienen actualmente al alcance lineas especialmente
construidas, con marcadores genéticos especificos, para investigar in vive el efecto de
tratamientos diversos sobre los genes o sus productos: mutaciones, deleciones y
recombinacion mitotica . El efecto se puede cuantificar morfologicamente por aparicion o
pérdida del o los marcadores tanto en las células germinales como en las mitéticas. Hay
tres ensayos bien validados que determinan el dafio en las células: la prueba de letales
recesivos ligados al sexo, en las germinales y la prueba en el ojo (Vogel, 1992) y en las alas
en las células somaticas (Graf er al, 1984) reuniendo asi en los tres protocolos los
elementos requeridos para los bioensayos en plazo corto.

Este eucarioto tiene 4 pares de cromosomas que en células somaticas en metafase (Fig. 1.2)
se ven como. un par de cromosomas XX en las hembras que parecen varillas largas o una
varilla larga (cromosoma 1) y un bastéon en forma de gancho en su extremo, que es el
cromosoma Y, en los machos; dos pares de metacéntricos largos con forma de V (pares 2 y
3) y un par de varillas cortas que es el par 4. La posicion citogenética de los genes en los
cromosomas de este insecto se registra de acuerdo con la estructura de los cromosomas en

la siguiente forma: posicién 0-20 en el cromosoma X, 21-40 en el brazo izquierdo del .

cromosoma 2 y 41-60 en su brazo derecho; 61-80 en el brazo izquierdo del cromosoma 3 y
81-100 en su brazo derecho, por Gltimo 101-102 en el cromosoma 4 (Ramos et al., 1993).

1.6.1, La prueba en las alas (SMART)
Fue disefiada para detectar mutaciones asociadas frecuentemente con deleciones y

recombinaciones somaticas: (SMART) producidas en - Drosophila melanogaster por la =~

accion de agentes fisicos o quimicos (Graf ef al., 1984) y ha sido validada en mas de 400
agentes quimicos (Vogel, 1992; Graf,' 1994; Guzman-Rincén; Graf, 1995 y Vogel et al,,
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1999). Para esta prueba se usan dos marcadores que afectan la apariencia de los tricomas de
las alas: “multiple wing hairs” (mwh) que es una mutacion recesiva homocigética viable,
localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-0.3), que en homocigosis produce
tricomas multiples por célula en lugar del tricoma anico de la condicién silvestre. El
marcador ‘flare” (fr) es una mutacién recesiva que afecta la forma de los tricomas,
localizado en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-38.8). Se conocen tres alelos para este
caracter y en condicion homocigética son letales. Sin embargo esta condicion si es viable
en las células de los discos imagales del ala, y puede observarse en la cuticula del ala. Por
su caracter letal, los alelos fIr pueden conservarse en las lineas de Drosophila melanogaster
introduciendo un balanceador con miltiples inversiones y un marcador dominante que es
letal en estado homocigético, y que estan presentes en la linea fIr'/ TM3, Bd": “flare, Third
Multiple 3, Beaded-Serrate”. . :

Las larvas transheterocigoticas (mwh +/ + flr) pueden ser sometidas a tratamientos agudos
o crionicos, a diferentes edades (48-92 h) y a distintos agentes genotoxicos, pero el dafio
producido en los discos imagales de la larva (Graf, 1995) es evidenciado en el fenotipo de
los tricomas de la cuticula del ala del adulto que pueden ser mwh o flare en forma de
manchas simples: pequefias y grandes y manchas gemelas. Los eventos genéticos que
producen las simples pueden ser mutacién, recombinacion, delecion, o pérdida del
cromosoma y las gemelas solamente por recombinacién somatica (Fig. 1.9).

Las dimensiones de las manchas dependen del momento de la edad larvaria en que se
provoca la mutacion o la recombinacion y se forma el clon. La relacion entre el tiempo de
induccion de clones de células mutantes en el disco imagal y la talla de la mancha
resultante en el ala, son un aspecto basico e importante, relacionado con la prueba del ala.
Los discos consisten en aproximadamente 50 a 100 células en el primer estadio larval y
alcanzan una talla de aproximadamente 30,000 células en la pupa temprana cuando inicia la
diferenciacion del ala. De estas células son analizadas 24,400 en la prueba del ala. La
proliferacion continua durante el desarrollo de la larva permite aumentar la cantidad de
células blanco presentes en el disco imagal. Por lo anterior, se espera un aumento en la
induccién de clones conforme aumenta la edad de la larva. En contraste a la induccion de la
frecuencia de clones, se espera que la talla de los clones disminuya conforme se incrementa
la edad larvaria (Tabla 1.4). Esta relacion inversa entre la talla del clon y su frecuencia
como funcion de la edad de la larva fue demostrado previamente con la radiacion ionizante
y posteriormente con el metil-metanosulfonato (Graf, 1995). La prueba del ala, al igual
que la de la mancha en el ojo, no son capaces de detectar a las células que retrasan su
division por efecto del dafio o a las que por efecto téxico mueren durante el desarrollo
(Saner, 1995).

Tabla 1.4. Relacitn entre 1a edad tarvaria y la formacién de clenes mwh ¢n los discos imagales de
D. melanogaster alimentada con MMS 0.1 % (Tomado de Graf, 1995).

Edad (h) 24 36 48 60 72
Formacién de clones )
en 10,000 ¢élulas 12.7 17.3 204 250 249
{(nxm/N x 24, 400)*

*n= manchas con clon mwh, m= talla promedio de clon mwh y N= nimero de alas -
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1.6.2. Cruza estdndar

En la cruza-estandar para la prueba en las alas (SMART) se usan hembras de la linea
SITM3, Bd® y machos ‘de la linea mwh que producen dos tipos de genotipos:
transheterocigoticos mwh fIr”"*/ mwh® flIr’ y heterocigbticos mwh fIr’*! mwh™ fir’* TM3,
Bd® Esta cruza detecta mutagenos directos y como presenta niveles regulados de la familia
de genes Cyp450 es capaz de activar los mutigenos indirectos, aunque en mucho menor
intensidad, si se compara con la cruza de bioactivacion elevada. En ella se obtienen dos
fenotipos que son producto de la expresion del marcador Bd® que est localizado en el
~cromosoma 3 (3-92.5): moscas de alas silvestres y moscas de alas serratia con una muesca
en la punta (Tabla 1.5).

Tabla 1.5 Cruza estandar

Cruza P, HEMBRAS MACHOS
Genotipo mwh' fIr] mwh® fir’” TM3, B& X mwh fir’ /mwh fir™
Fenotipo Alas serratia con muesca en la punta y Alas silvestres con tricomas
tricomas sencillos multiples
Gametos P, mwh® flr' ymwh® fIr" TM3, Bd" mwh flr"
{
Gametos P, mwh fir’” Fenotipo
mwh® fIr mwh fIr’"/ mwh™ fir’ Transheterocigéticos con alas
silvestres
mwh™ fIr" TM3, Bd" mwh fIr"{ mwh™ fir’’ TM3, B&® | Heterocigdticos, alas serratia con
muesca en la punta

Como resultado de los cambios en los cromosomas del par 3 (Fig 1.9) en las moscas
transheterocigoéticas con alas silvestres, se pueden producir mutaciones y recombinacién
que originan manchas simples y gemelas. En las moscas heterocigdticas con alas serratia
s6lo se pueden observar manchas simples que son resultado de mutaciones. Cuando se
revisan ambos tipos de alas se puede calcular por diferencia entre las frecuencias de
manchas, la contribucion total que la recombinacién (inciso b y d, Fig. 1.9) hace en las
transheterocigoticas el agente genotoxico que se estudia. -

1.6.3. Distribucion de la frecuencia de manchas ‘

Se requiere tener un estricto control de la temperatura para controlar la frecuencia de las
manchas por ala (Graf, 1984). Las distribuciones de la frecuencia espontanea de manchas
por individuo son asimétricas: la_mayoria de las. moscas no-tienen-manchas y algunas
‘tienen manchas. La distribucién en los testigos sigue en principio la distribucién asimétrica
de Poisson, con aproximacion a la distribucion normal (Frei y Wiirgler, 1995), pero en los
tratamientos con efectos genotOxicos ésta presenta una sobredispersion con una
distribucion que tiene sus colas extendidas y la curva mis aplanada. Esta heterogencidad es
debida a diferentes grados de sensibilidad a los agentes quimicos en cada uno de los
individuos. - o . '
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1.6.4. Pruebas de ji cuadrada y de U en SMART

El software que analiza estadisticamente los resultados de SMART del ala detecta las
diferencias que puedan existir entre los valores espontineos en un testigo y las series de
tratamientos a las que se someten las larvas. Para evaluar los efectos genotoxicos existen
dos tipos de pruebas. Una basada en ji cuadrada para proporciones (de una cola), que
compara proporciones de manchas por ala entre dos muestras. El efecto genotdxico es
diagnosticado porque la frecuencia de manchas verdadera de los tratamientos es al menos,
el doble de la frecuencia obtenida en los testigos negativos. Esta frecuencia es m=2 para
manchas simples y totales y m=5 ‘para manchas grandes y gemelas. Con esta prueba se
tiene la probabilidad de definir un riesgo genotdxico minimo inaceptable. Si se puede
excluir este riesgo con una significancia estadistica, entonces los resultados son negativos.
Si la muestra no es lo suficientemente grande, los datos pueden ser insuficientes y el
resultado es no concluyente. O sea que en los casos no concluyentes no se puede excluir la
hipétesis nula, pero tampoco la hipOtesis alterna. Los resultados con esta prueba tienen
cuatro categorias: positivos, negativos, débiles y no concluyentes.

Se recomienda revisar al menos 110 alas para evitar los resultados no concluyentes en al
menos 95% de los casos (Frei y Wiirgler, 1995). De esta manera cuando el tratamiento es
verdaderamente no genotdxico o si lo es, en 95% de los casos uno puede decir que el
resultado es negativo o positivo respectivamente. En la practica este parametro es
importante para evaluar resultados negativos 0 de muy bajos efectos. A niveles bajos, los
datos generaimente no presentan sobredispersion y tienen una distribucién de Poisson
(Frei, comunicacion personal}.

En este trabajo se hizo el analisis estadistico de los resultados de SMART en las alas,
basado en la prueba no paramétrica de U (Mann-Whitney-Wilcoxon) de dos colas, no se
puede definir el riesgo genotdxico minimo inaceptable basados en la frecuencia de las
manchas en los testigos negativos. Por lo tanto solo se comparan los datos contra la
hipotesis nula. Los resultados son no significativos o significativos. La ausencia de
significancia nos dice que uno no puede concluir que el tratamiento produjo dafio
genotdxico, sin embargo no se puede eliminar completamente esta posibilidad, por lo tanto
es lo mismo que un resultado no concluyente. Los resultados significativos nos permiten
concluir con certeza que los resultados son positivos. SMART con la prueba de U analiza
los datos sin la exigencia de una distribuciéon normal y considera la variabilidad individual.
En los individuos tratados con fuertes mutigenos hay mas variabilidad de la tedricamente
esperada y esas diferencias son encontradas al aplicar esta prueba. Esta prueba contiende
con la sobredispersion que resulta de la presencia de algunos individuos con muchas
manchas y otros pocos con muy pocas manchas (Frei, comunicacion personal). Se
recomienda analizar al menos 55 individuos por tratamiento numero que depende de la
verdadera-frecuencia de manchas en las moscas no tratadas y que excluye el riesgo minimo
no aceptable (Frei y Wiirgler, 1995).
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Fig.1.9. Cambios en los cromosomas que originan las manchas simples y gemelas en el ala de
Drosophila melanogaster. )
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1.7. OBJETIVOS

Para la realizacion de este trabajo se consideraron los antecedentes controvertidos sobre la
genotoxmldad del plomo en los experimentos in vivo e in vitro, la interaccion entre el Ca*' y
el Pb* y la persistencia de diversas fuentes de contaminacion de plomo en ¢l ambiente.

Se evalud la genotoxicidad de los nitratos de plomo y .de calcio a través de experimentos
independientes con larvas transheterocigéticas mwh + / + fI de Drosophila melanogaster de
la cruza estandar (Graf ef al., 1984) del segundo y tercer estadio larvario.

Se evaluaron los efectos del Pb?*' y del Ca’* sobre la respuesta genotoxlca a un tratamiento
agudo con el MMS (Graf, 1995). Para lograrlo se disefiaron experimentos independientes que
permitieran evaluar el efecto de la presencia previa (pretratamiento) o posterior (post-
tratamiento) de los nitratos, sobre la respuesta a un tratamiento agudo con este agente
alquilante.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Agentes quimicos

El metil metano sulfonato (MMS) 12 mM ( Fluka Buchs, Switzerland) se disolvié en agua
bidestilada. A 2 ml de esta solucion se le afiadieron 300 mg de celulosa {microcristalina,
Merck, Darmstadt, Alemania) en polvo para aplicar el tratamiento agudo con el agente
alquilante a las larvas de 72 h de edad durante 2 h. Las soluciones de MMS (1.2 mM) y de
uretano (0, 5, 10 y 20 mM) (Fluka Buchs, Switzerland) para los testigos positivos, se
realizaron con agua bidestilada inmediatamente antes de afiadirlas al medio de cultivo
instantaneo (Formula 4-24; Carolina Biological Supply Co. Burlington NC).

Se prepararon soluciones frescas de nitrato de plomo, Pb(NO3), y nitrato de calcio Ca(NOs);
(Merck, Darmstadt, Alemania) con agua bidestilada a 0.1, 0.5 y 1 mM. El medio de cultivo
instantaneo (Foérmula 4-24; Carolina Biological Supply Co. Burlington NC) se utilizdé para
alimentar las larvas a partir de las 74 h de edad.

2.2. Lineas de Drasophda melariogaster: mwh y I /TM3, Bd® .

Se cruzaron hembras virgenes fIr’ / TM3, Bd® con machos mwh / mwh para colectar huevos
durante 8 h en medio preparado con una base solida de agar (4% w/ v) y levadura fresca. Se
obtuvieron larvas de esta cruza y se alimentaron segun el disefio factorial descrito abajo.

2.3. Disefio experimental

En las Tablas 2.1y 2.2 se presentan los factores y niveles que se consideraron para estos
experimentos. En la Tabla 2.3 se muestran los diferentes tratamientos que se realizaron con
las larvas transheterocigoticas. En los experimentos con sales metalicas y tratamiento agudo

.. con MMS_se hizo una repeticion para.cada serie-y triplicados -en cada tratamiento. Los

pretratamientos se dieron de las 48 a 72 h de edad. El tratamiento agudo con MMS se dio de
las 72 a las 74 h de edad. Los post-tratamientos con las sales metélicas se hicieron en larvas
de 74 a 120 h de edad. En los testigos positivos MMS y uretano, solo se hizo un experimento
triplicado para cada tratamiento (Tabla 2.4).

43




17. OBJETIVOS
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genotoxncndad del plomo en los experimentos in vivo e in vitro, la interaccién entre el Ca' y
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bidestitada. A 2 ml de esta solucion se le afiadieron 300 mg de celulosa (microcristalina,
Merck, Darmstadt, Alemania) en polvo para aplicar el tratamiento agudo con el agente
alquilante a las larvas de 72 h de edad durante 2 h. Las soluciones de MMS (1.2 mM) y de
uretano (0, 5, 10 y 20 mM) (Fluka Buchs, Switzerland) para los testigos positivos, se
realizaron con agua bidestilada inmediatamente antes de afiadirlas al medio de cultivo
instantaneo (Formula 4-24; Carolina Biological Supply Co. Burlington NC).

Se prepararon soluciones fréscas de nitrato de plomo, Pb(NOs); y nitrato de calcio Ca(NO,),
(Merck, Darmstadt, Alemania) con agua bidestilada a 0.1, 0.5 y 1 mM. El medio de cultivo
instantaneo (Férmula 4-24; Carolina Biological Supply Co. Burlington NC) se utiliz6 para
alimentar las larvas a partir de las 74 h de edad.

2.2. Lineas de Drosophila melariogaster: mwh y flr/TM3, Bd®

Se cruzaron hembras virgenes fIr’ / TM3, Bd® con machos mwh / mwh para colectar huevos
durante 8 h en medio preparado con una base sOlida de agar (4% w / v) y levadura fresca. Se
obtuvieron larvas de esta cruza y se alimentaron segun el disefio factorial descrito abajo.

2.3. Diserio experimental

En las Tablas 2.1y 2.2 se presentan los factores y niveles que se consideraron para estos
experimentos. En la Tabla 2.3 se muestran los diferentes tratamientos que se realizaron con
las larvas transheterocigéticas. En los experimentos con sales metélicas y tratamiento agudo
con -MMS se hizo una repeticidn para-cada serie y triplicados en cada tratamiento. Los
pretratamientos se dieron de las 48 a 72 h de edad. El tratamiento agudo con MMS se dio de
las 72 a las 74 h de edad. Los post-tratamientos con las sales metalicas se hicieron en larvas
de 74 a 120 h de edad. En los testigos positivos MMS y uretano, solo se hizo un experimento
triplicado para cada tratamiento (Tabla 2.4).
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Tabla 2. 1. Relacién de los cuatro factores y niveles de tratamiento considerados en las series del diseiio
factorial para los experimentos con nitrato de plomo y de calcio

(C) MMS {A) TRATAMIENTO {B) [Ca(NO3)2] 6 [Pb{(NO3)2] | (D) SEXO
F=HEMBRAS
M=MACHOS

(CO) SIN MMS | (A1) PRETRATAMIENTO (B0) 0 mM c/mm C0,A1,F.BO
{B1) 0 mM testigo paralclo C0,A1,F Bl
{B2) 0.1 mM C0,A1,F.B2
(B3) 0.5 mM C0,A1F B3
(B4) 1.0 mM C0,A1LFB4 -
(B0) 0 mM c¢/mm C0,A1,M,BO
{B1) 0 mM testigo paralglo C0,A1,M,B1
(B2)0.1 mM C0,A1,M,B2
{B3) 0.5 mM C0,A1M,B3
{B4) 1.0 mM C0 A1, M B4

(CO) SINMMS | (A2) {B0) 0 mM ¢/mm C0,A2 F B0

‘ POST-TRATAMIENTO
(B1) 0 mM testigo paralelo C0,A2 FBl
(B2)0.1 mM C0,A2,F B2
{B3) 0.5 mM C0,A2 F B3
{B4) 1.0 mM C0,A2 F B4
{B0) 0 mM ¢/mm C0,A2,M,BO
(B1) 0 mM testigo paralelo C0,A2 MBI
{B2) 0.1 mM C0,A2,M B2
(B3) 0.5 mM C0,A2, M B3
) (B4) 1.0 mM C0,A2 M,B4

(C1) CON (A1) PRETRATAMIENTO (B0) 0 mM c¢/mm C1,A1F B0

MMS
{B1) 0 mM testigo paralelo C1,A1,F,BIl L
(B2) 0.1 mM C1,A1,FB2
(B3) 0.5 mM C1,A1F B3
(B4) 1.0 mM C1,A1,F B4
(B0) 0 mM ¢/mm C1,A1,M,B0
(B1) 0 mM testigo paralclo C1,A1, MBI
(B2 0.1 mM C1,A1,M,B2
(B3) 0.5 mM C1,A1,M B3
(B4) 1.0 mM C1,A1M,B4 ]

(C1) CON (A2) POST-TRATAMIENTO | (B0) 0 mM ¢/mm C1,A2 F B0

MMS
(B1) 0 mM testigo paralelo C1,A2F Bl
(B2) 0.1 mM C1,A2,F B2
(B3) 0.5 mM C1,A2 F B3
(B4) 1.0 mM C1,A2,F B4
(B0O) 0 mM ¢/mum C1,A2 M BO

C - «(B1) 0 mM testigo paralelo - CI;A2,M,B1
(B2) 0.1 mM C1,A2 M, B2
(B3) 0.5 mM CI1,A2M,B3
(B4) 1.0 mM C1,A2,M,B4 B
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Tabla 2.2. En el disefio factorial de los testigos positivos uretano y MMS (1.2 mM) se consideraron dos

factores

(C) TESTIGOS POSITIVOS (D) SEXO.

(URETANO 6 MMS) (F) HEMBRAS (M) MACHOS

(C1) 0 mM CLF
CLM

(C2) 5 Mm (uretano) C2,F
C2M

(C3) 10 mM{uretano) C3,F
Ci,M

(C4) 20 mM (urctanc) C4.F

. Ca.M

{C5) 1.2 mM (MMS) C5.F

C5,M

Tabla 2.3. Condiciones de tiempo, desarrollo de D. melanogaster, medios de cultivo, vehiculos y
tratamientos aplicados

Escala Desarrollo Medio de Pretratamiento Manipulacion Post-
de cultivo y minima (s/m) tratamiento
tiempo vehiculos ’
(x 4 h)
0 Colecta huevos | Levaduras vivas | = = =
(8 h} + azlcar
0-24 Embrién No ingieren = = =
alimentos
2448 Estadio larvario | Levaduras vivas | = = =
1 + aziicar
48-72 Estadio larvario | Levadura secaen | Sales de Ca™ o Continban en Contindan en
I polvo, sacarosa Pb* en solucién levaduras vivas + | levaduras vivas +
3% en agua {testigo 0 mM) azicar aziicar
72-74 Estadio tarvario j Tratamiento MMS en solucién | MMS en solucién | MMS en solucién
m agudo: celulosa | {testigo O mM) (testigo 0 mM) (testigo 0 mM)
en polvo,
sacarosa 3% en
. agua
74-120 | Estadio larvario | Medio = = Sales de Ca™ o
m instantineo Pb** en solucién
rehidratado (testigo 0 mM)
>120 Pupa No ingieren = = =
alimentos
216-240 | Emergencia de = = =
‘ adultos
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Tabla 2.4. Condiciones de tiempo, desarrollo de D. melanogaster, medios de cultivo y tratamientos
utilizados para los testigos MMS y uretano

Escala de tiempo Desarrollo ) Medio de cultivo y vehiculos Testigos MMS

(t4h) o0 uretano

0 Colecta huevos (R h ) Levaduras vivas + aziicar

0-24 Embrién . No ingieren alimentos

24-48 ' | Estadio farvario | Levaduras vivas + azlicar

48-72 Estadio larvario II Levaduras vivas + aziicar

72-120 Estadio larvario Il Medio instantineo rehidratado MMS o uretano
) . {Testigo 0 mM)

>120 | Pupa No ingieren alimentos

216-240 Emergen los adultos

Tratamientos utilizados y desarrollo en D. melanogaster

Escala de tiempao

Oh 24h 48h 7274 h 120 h 240 h
I 1
wevo O h > adufto

embrian U-24 h 216-240 h

| estadio 24-48 h
Il estadio 48-72h PRETRATAMIENTO  nitratos

Il estadio 72-74 h MMS 12 mM
It estadio 72-120 h POST-TRATAMIENTO nitratos

pupa>120h

disolvente agua 0 mM
MMS 12 mM

(B1) Testigos paralelos  disolvente agua 0 mM
MMS 12 mM

(50) Testiga ¢/mm 72 -74 h

Testigos positivos 1.2 mM de MMS y Uretano 72-120 h

Fig.2.1. Tratamientos utilizados y escala de tiempo en D. melanogastér

2.4. Tratamientos

Se colectaron huevos durante 8 h en medio preparado con una base de agar y levadura fresca,
se incubaron a 25°C y 65% de huriedad hasta que las larvas tenian la edad seleccionada para
darles ¢l tratamiento. Después de lo cual todas las larvas se incubaron a 25°C y 65% de
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humedad hasta la emergencia total de los adultos. Para cada uno de los tratamientos se
corrieron testigos paralelos (disolvente agua) con 0 mM de MMS,

Los testigos positivos con MMS vy uretano se hicieron con sus correspondientes testigos
paralelos con agua (Tablas 2.3 y 2.4). El objeto de hacerlos fue constatar si las lineas usadas
en la cruza estandar mantenian regulado el citocromo P450. Los testigos con manipulacion

minima c¢/mm se hicieron para observar si habia efecto derivado de la manipulacién a las 48-
72 h de edad larvaria.

Pretratamiento (A1) .

A las 48 h de edad larvaria se afiadio agua corriente para colectar las larvas con la ayuda de
una coladera metalica de poro pequefio. Se colocaron inmediatamente en una mezcla de
levadura seca pulverizada y sacarosa al 3% sin sales metalicas (B1=0 mM) o con soluciones
de la sal metalica (B2=0.1, B3=0.5 y B4=1 mM) preparadas en sacarosa al 3%, incubando
posteriormente a 25°C y 65% de humedad durante 24 h. A las 72 h de vida se lavaron con
agua corriente a temperatura ambiente y se pusieron en tubos de plexiglass con un extremo
cubierto de organza de nylon. Dichos tubos se colocaron en recipientes con 2 ml de MMS
(C1=12 mM) y 300 g de celulosa durante 2 h. Posteriormente se lavaron abundantemente las
larvas con agua corriente y se distribuyeron por triplicado, en tubos de plexiglass con 1.5 g
de medio instanténeo para Drosophila con 5 ml de agua bidestilada.

Post-tratamiento (A2)

A las 72 h de edad larvaria se afiadi0 agua corriente para obtener las larvas de la manera
antes descrita. Se colocaron inmediatamente en tubos de plexiglass con un extremo cubierto
de organza de nylon para darles el tratamiento con 2 mi de MMS (C1=12 mM) y 300 g de
celulosa durante 2 h. Posteriormente se lavaron abundantemente con agua corriente y se
distribuyeron por triplicado en tubos de plexiglass con 1.5 g de medio instantaneo para
Drosophila con 5 ml de agua bidestilada (B1=0 mM) o de las soluciones de la sal metalica
{B2=0.1, B3=0.5 y B4=1 mM).

Testigos positivos MMS y uretano; tesngos con manipulacion minima (c/mm)

A las 72 h de edad se afiadio agua corriente para obtener las larvas de la manera ya descrita.
Se pusieron de inmediato por triplicado, en tubos de plexiglass con 1.5 g de medio
instantaneo para Drosophila y 5 ml de las soluciones de testigos positivos (C1=0 mM, de
mutagenos, C2=5, C3=10 y C4= 20 mM de uretano y C5=1.2 mM de MMS).

Para detectar si hay efectos por la manipulacion de las larvas en los pretratamientos a las 48 -
72 h de edad larval, se hicieron testigos con manipulacién minima (c/mm) paralelos a los
pretratamientos. Para lograrlo, a larvas de 72 h s6lo se les dio el tratamiento con agua
bidestitada (B0=0 mM ¢/mm) 6 con MMS (B0=12 mM c¢/mm) por 2 h. Se lavaron en agua
corriente y se alimentaron en medio instantaneo para Drosophila con agua bidestilada, hasta -
la emergencia de los adultos.

2.5. Revision de manchas por individuo

Los adultos se colocaron en recipientes con alcohol de 70%. La cruza estandar produce dos
tipos de descendientes: mwh + / + fIr' con alas fenotipicamente silvestres y mwh + / TM3,
- Bd® con alas de fenotipo serratia. Se revisaron las moscas para montar las alas silvestres de
los individuos, por sexo y tratamiento, en preparaciones permanentes con la solucién de
Faure (goma arabiga 30 g, glicerol 20 ml, hidrato cloral 50g, agua 50 ml) (van Schaik y Graf,
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1991). Se analizaron las superficies dorsal y ventral del ala, al microscopio dptico a 400X,
sin conocer el tratamiento al cual se habian sometido los individuos, para detectar sin
prejuicios, la presencia de manchas simples: pequefias y grandes, con fenotipo mwh o fIr y
manchas gemelas con fenotipo mwh y fir de acuerdo con Graf et al (1984).

2.6. Andlisis estadistico

Se compararon las frecuencias de manchas por individuo para evaluar el efecto de los
tratamientos con o sin MMS mediante el paquete estadistico SMART de dos colas,
fundamentado en la prueba no paramétrica . U de Mann-Whitney. Esta prueba es menos
exigente que ANOVA porque los datos no requieren tener una distribucion normal.

2.6.1. Recomendaciones para la acumulacion de datos

Para un analisis experimental optimo se acumularon los datos de los dos experimentos
independientes manteniendo fijas sus proporciones. Se evitaron los falsos significativos
(error tipo I) que pueden presentarse por la acumulacion de los datos de los experimentos
independientes, guardando a su vez las proporciones entre los nimeros de moscas
examinadas en los testigos y las series correspondientes de los experimentos independientes.
Ademas con el objeto de controlar la sobredispersion debida al hecho de que en general, la
poblacion de las hembras tienen mas manchas (0.68) que los machos (0.51), se mantuvieron
constantes la proporciones de hembras y machos en los testigos y en las series de
tratamientos (Frei y Wiirgler, 1995).En la mayoria de los experimentos se revisaron 55 o mas
individuos por tratamiento (APENDICE, Tablas 3.1y 3.2)

2.6.2. Significados de la sobredispersion

En principio se espera que en la prueba en las alas D. melanogaster, los nimeros de manchas
por individuo sigan la distribucion de Poisson por lo que la varianza es igual a la media. Gail
en 1974 trabajo en la aproximacion de esta distribucion con la distribucion normal (Frei y
Wiirgler, 1995). La distribucion de Poisson ocurre en los testigos no significativos, sin
embargo, es comun que después del tratamiento con un fuerte agente mutagénico, los
resultados no sigan esa distribucion. En esos casos la varianza es mayor que la media y el
indice de dispersion, que es la relacion varianza/media, tiene valores mayores de 1. Cuando
esto sucede se considera que hay sobredispersion. La significancia de la sobredispersion se
prueba con Ji cuadrada (Prueba de dispersion de Fisher). La sobredispersion se debe a una
variabilidad individual en respuesta a factores externos e internos. Entre los factores internos
estan la pila génica y la sensibilidad a mutagenos. La concentracion de exposicion, la
manipulacién mecanica y la ingestion son factores externos o mixtos. Se considera que la
ingestion variable es la causa principal extracelular de la sobredispersion (Frei y Wirgler,
1995).

2 6 3 Representacwn graf ca de los resuiradas de SAMRT

En grafica tridimensional de conos (EXCEL de Microsoft-Office para PC), se represento la
frecuencia de manchas totales, pequeiias, grandes y gemelas contra la concentracion de sales
metalicas, en busca de una relacidn dosis-respuesta. Con la frecuencia de los clones mwh/
individuo se hicieron graficas de barras tridimensionales, contra el tamafic del clon. Se
analizo la frecuencia mas alta de los clones mwh, su tamaiio (1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33-
64, -128, -256 y >256 células) y su distribucion. La frecuencia representa el nimero de
eventos genotoxicos en las células del disco imagal. El tamafio de los clones mwh depende
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genotoxico ocurrid en alguna de las células de los discos imagales que formaron las alas . A
menor edad larvaria mayor tamafio de la mancha y a mayor edad larvaria menor tamaio de la
mancha. La distribucion refleja el nimero de divisiones que tuvieron lugar entre el momento
del evento genotdxico y el final del crecimiento del disco imagal del ala (Graf, 1995). Por
ultimo, se muestran en grificas lineales y de barras las frecuencias de manchas
gemelasfindividuo y gemelas/sexo para mostrar las diferencias que hay para ellas entre los
factores y niveles. :

2.6.4. Transformacion de datos para ANOVA factorial

Para contender con la sobredispersion se recomienda estadisticamente que los datos sean
transformados para estabilizar la varianza en las ANOVA. La transformacion en arcosenoh
(h=hiperbolico) se aplict a los datos del nimero total de manchas/individuo (y). Después del
ANOVA se aplicd la aproximaciéon post-hoc llamada método Bonferroni/Dunn (StatView,
Macintosh) para encontrar con mayor detalie cudles son las diferencias significativas entre
las medias de grupos especificos que dieron las significancias en el ANOVA. Este método
sigue los principios del método LSD (Least Significance Difference) y es un procedimiento
de comparacion multiple para hacer posible todos los contrastes de pares entre una coleccion
de medias. La aproximaciéon post-hoc fue aplicada en ANOVA, para los niveles de
significancia (p= alfa/n), donde alfa= 0.05 es el nivel nominal de significancia y n es el
namero de pares de medias comparadas (Frei, comunicacidon personal). Se aplicaron las
pruebas no paramétricas de rangos: U y H (Kruskal-Wallis) con correccion para empates, con
el proposito de validar las diferencias significativas, encontradas en las ANOVAS, entre los
individuos sometidos a los tratamientos.

Con StatView de Macintosh se hicieron graficas de las interacciones de las medias
(arcosenoh de manchas totales/individuo) de los tratamientos con sus respectivos errores
estandar. Estas tienen lineas que unen a las medias de los diferentes tratamientos (pre y post-
tratamientos, con y sin MMS) porque representan grdficamente ANOVA factorial..

2.6.5. Distribucion de los individuos en la poblacion

Con el objeto de mostrar la distribucién y sobredispersion de las manchas totales/individuo
se graficaron las frecuencias con el programa StatView para Macintosh. Este programa
muestra la distribucion en la poblacion en graficas de caja (box-plots). La caja (Fig. 2.2)
representa los 10, 25, 50, 75 y 90 percentiles de la distribucion. La caja esta delimitada por
los percentiles 25 y 75. Los percentiles 10 y 90 estén representados por lineas que salen de
los limites de los percentiles 25 y 75. Los puntos por abajo y por arriba de esas lineas
representan los valores individuales que sobrepasan a los percentiles 10 y 90. La caja tiene
una linea transversal que la corta, la cual es la mediana (percentil 50), con un error estandar
(p< 0.05) que forma angulos a ambos-lados de la caja y convergiendo en la mediana. Cuando
la distribucién por arriba o por debajo de la mediana tiene los mismos valores, el programa
marca unas prolongaciones en forma de picos. Los valores iguales se grafican juntos, por lo
cual en ocasionés no se muestran los percentiles o éstos se ven muy cortos. Si no se observa
la caja significa que 75% o mas individuos carecen de manchas. Si la caja esta presente, pero
no se sefiala la mediana, implica que 50% o mas, pero menos de 75% de las moscas, tienen
cero manchas.
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Fig.2.2. La distribucidén del total de manchas / individuo en las grificas de caja sefiala el sitio de los
percentiles, las medianas y el error estindar (p< 0.05) (ver texto).

2.7.Consultas en FlyBase-Listings 2001
La Universidad de Harvard mantiene un sitio en Internet denominado FlyBase-Listings 2001
(ff.,:http://flybase.bio.indiana.edu:82/) al cual se tiene acceso libre y en el que se pueden
* hacer consultas sobre cualquier gen, producto, funcién o caracteristica relacionada con .
melanogaster. Para este trabajo se consultd exhaustivamente y hasta el 16 de febrero del
2001 dicho sitio, con el objeto de identificar los genes involucrados con los mecanismos de
reparacién del ADN. Se investigo especialmente sobre los hipersensibles a MMS y al estrés
oxidante, si se expresan de manera diferente'en las hembras y en los machos, si aumentan
espontaneamente la frecuencia de manchas en moscas mwh/+ y si su funcién es dependiente
de la presencia de cationes divalentes, como el Mg** o tienen motivos de Zn*' (APENDICE,
Tablas 1.1y 1.2)
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3. RESULTADOS

3.1. Andlisis estadistico con SMART (Prueba de U, Wilcoxon- Mann- Whitney)

En las gréficas 3.1 a 3.10 y Tablas 3.1 y 3.2 se muestran los resultados obtenidos con el
paquete SMART para dos colas con la Prueba de U (Wilcoxon-Mann-Whitney) (Frei y
Wiirgler, sin publicar) del nimero de manchas pequefias, grandes, gemelas y totales
encontradas en cada uno de los .individuos sometidos a las series de tratamientos. En las
series tratadas sin MMS (CO) y con nitrato de Ca no hubo significancias con esta prueba. En
las series sin MMS (C0) y con nitrato de Pb se obtuvieron dos resultados significativos.
Todas las series tratadas con MMS (C1) mostraron significancias, de manera consistente y de
acuerdo con el efecto genotdxico esperado al administrar este agente alquilante. La
modulacién de esta respuesta por los iones Pb** y Ca’" no fue demostrada de manera
consistente, ya que los valores significativos se presentaron solo en algunos tipos de manchas
y sin una clara relacion concentracion-respuesta. :

Significancias en la Prueba de U de dos colas (S}lﬂRD
Las significancias en las frecuencias de manchas/individuo que se observaron al aplicar la
prueba de U de dos colas (SMART) (Frei y Wiirgler, sin publicar) fueron las siguientes:

Frecuencias significativamente menores que los testigos agua 6 MMS:

Solo se observaron cinco diferencias significativas en el nimero de manchas, que fueron
menores que el testigo agua (B1= 0 mM) o MMS (B1=12 mM) de los pretratamientos.
Cuatro de ellas corresponden a testigos con manipulacién minima (B0, c/mm) sin metales y
una al pretratamiento con Pb** 1 mM y MMS (C1,A1,B4):

1. Manchas pequefias en pretratamiento Pb (B0, ¢/mm - 0 mM)

2. Manchas grandes y total de manchas en pretratamiento Ca, MMS (BO, ¢/mm -12 mM)
3. Manchas grandes en pretratamiento Pb, MMS (B0, ¢/mm -12 mM)

4. Total de manchas en pretratamiento Pb, MMS (1 mM -12 mM)

Las bajas frecuencias en algunos valores de los testigos con manipulacion minima (BO,
¢/mm) hacen evidente la ausencia de un efecto. Podria pensarse que la disminucién en el total
de manchas del pretratamiento con Pb ImM y MMS es resultado de una modulacion del Pb*
a esa concentracion, sobre el efecto genotoxico del MMS. Esta posibilidad se analizo con
ANOVA factorial y pruebas no paramétricas.

Solo en manchas grandes de MMS, Ca (B0, ¢/mm - 12 mM) y en manchas pequefias del
. post-tratamiento MMS, Ca (12 mM -1 mM) -se obtuvieron significancias. Se volvi6 a
encontrar una tendencia a la disminucién- de manchas en los testigos con manipulacion
minima (B0, ¢/mm) sin metales y con MMS. La disminucién de manchas pequefias a la
concentracion de 1 mM. de nitrato de Ca podria sugerir un efecto modulador del metal. Para
comprobarlo se analizaron los datos con ANOVA factorial y pruebas no paramétricas.

Frecuencias significativamente mayores que el testigo agua o MMS:

La unica frecuencia mayor que los testigos agua (BI=0 mM) o MMS (B1=12 mM) se obtuvo
en las manchas pequefias del testigo con manipulacién minima del post-tratamiento MMS,
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Pb (BO, ¢/mm -12 mM). Sin embargo ¢l valor significativamente mayor en las manchas
pequefias no tuvo efecto en el total de manchas.

Frecuencias significativamente mayores.en los testigos positivos uretano y MMS:
De acuerdo a lo esperado los testigos posmvos uretano y MMS mostraron significancia
positivamente mayor en la mayoria de las series:

1. Manchas pequefias y total de manchas en uretano (5, 10 mM)
2. Manchas pequefias, gemelas y total de manchas en uretano (20 mM)
3. Manchas pequeiias, grandes, gemelas y total de manchas en MMS (1.2 mM).

Las frecuencias obtenidas de manchas totales con las concentraciones de uretano (C2=5,
C3=10 y C4=20 mM) fueron comparativamente menores (2.4, 2.4 y 4.1 respectivamente) que
fa frecuencia de manchas totales con MMS C5=1.2 mM (43.133). Con la dosis 20 mM de
uretano se dobla la frecuencia de manchas obtenida con 5 y 10 mM.

Tabla 3.1. RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DEL ALA CON Drosophila
melanogaster ALIMENTADA CON MMS y Ca** o Pb**

Testigos y tratamientos

Frecuencia de manchas (Nimero de manchas} Prueba de U(2-colas)*®

Dosis Indiv Manchas Manchas Manchas  Total de Clones
mM pequefias grandes gemelas manchas mwh

Nitrato de calcio

Testige:

Pretratamiento Ca-MMS (0-0 mM)

0 56 0.625(35) 0.107(6)  0.036(2) 0.768 (43) 0.768 (43)
Experimente 1:

Pretratamiento manipulacién minima - MMS (¢/mm- 0 mM)

0 ¢/mm 56 0464 (26)ns  0.125 (Tns 0.036 (2)ns  0.625 (35)ns 0.607 (34)ns

Experimento 2:
Pretratamiento Ca-MMS (1-0 mM)

107 - 56 0.536(30ms  0.125(7ns 0,000 O)ns 0.661 ( 37)ns 0.643 (36)ns
Experimento 3: . :

Pretratemiento Ca-MMS (0.5-0 mM)

0.5 56 0.911(51)ns  0.16! (ns 0018 ()ns 1.089 (61)ns 1.089 (61)ns
Experimento 4.

Pretratamiento Ca-MMS (0.1-0 mM) ‘

0.1x24 56 0.750(42)ns 0.196(11)ns 0.143 (8)ns 1.089 (61)ns 1.089 (61)ns
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Testigo-

Post-tratamiento MMS-Ca (0-0 mM)

0 56 0.411(23) 0.089 (5)
Experimento 1:

Post-tratamiento manipulacién minima -MMS (c/mm-0 mM)

0 c/mm 56 0.464 (26)ns 0089 (5)ns  0.036 (2ns  0.58% (33)ns
Experimento 2:

Post-tratamiento MMS-Ca {0-1.0 mM}

1.0 55 0.491(27ms 0.073 (4)ns
Experimento 3:

Post-tratamiento MMS-Ca (0-0.5 mM)

0.5 - 56 0393 (22)ms  0.071 (4)ns
Experimente 4: ’

Post-tratamiento MMS-Ca (0-0.1 mM)

0.1 55 0.491(27ns 0.073 (4)ns

0.036 (2)

0.536 (30)

0.036 2)ns  0.600 (33)ns

0.054 (3)ns  0.518(2%)ns

0.036 2ms  0.600 (33)ns

0.536 (30)

0.589 (33)ns

0.600 (33)ns

0.500 (28)ns

0.600 (33)ns

Nitrato de calcio y MMS

Testigo:
Pretratamiento Ca-MMS (0-12 mM}

0 55 1.709(54) 5.164 (284) 3.891(214) 10.764 ( 592)

Experimento 1: ‘

Pretratamiento manipulacion minima-MMS (¢/mm-12 mM)

0 c/mm $5 1.945(107)ns 3.145 (173)*** 3.291 (181)ns  B.382 (461)*
Experimento 2:

Pretreatamiento Ca-MMS (1.0-12 mM)

1.0 55 2.455(35ms 5.764 (317)ns 4.982(274)ns 13.200 (726)ms
Expenmento 3:

Pretratamiento Ca-MMS (0.5-12 mM)

0.5 27 2.370(64)ns 4.556 (123)ns  4.556 (123)ns  11.481 (310)ns

Experimento 4:
Pretratamiento Ca-MMS (0.1-12 mM)
0.1 59 1983 (117)ns 5.356 (316)ns 4.305 (254)ns 11.644 (687)ns

10218 (562)

8.164 (449ms

12.582 (692)ns

11.148 (301 )ns

10.915 (644)ns

Testigo:

Post-tratamiento MMS-Ca (12-0 mM) STMCa4-7

0 66  2.106(139) 4.348(287) 3.348(221) 9.803(647)
Experimento 1:

Post-tratamiento manipulacién minima-MMS (¢/mm-12 mM)

0 /mm 66  1.955(129ns 3.227(213)** 3.152 (208)ns  8.333 (550)ns
Experimento 2:

Post-tratamiento MMS-Ca (12-1.0 mM)

1 66 1.348(89)* 4.258 (281)ns 3.500(231)ns 9.106 (601)ns
Experimento 3:

Post-tratamiento MMS-Ca (12-0.5 mM)

- 0.5 66 2.424(160)ns 4.530(299)ns 3.727 (246)ns 10.682'(705)ns -
Experimento 4:

Post-tratamiento MMS-Ca (12-0.1 mM)

0.1 62 2.677(166)ns 4.258 (264)ns 4.468 (277)ns 11.403 (707)ns

9.318 (615)
8.136 (537)ns
8.455 (558)ns
10.303 (680)ns

10.968 (680)ns




Nitrato de plomo

Testigo:

Pretratamiento Pb-MMS (0-0 mM)

0 59  0.864 (51) 0.085 (5)
Experimento 1:
Pretralamiento manipulacién minima-MMS (c/mm-0 mM)
0 ¢/mm 59 0.441¢26)* 0.119(Tms  0.034 (2)ns
Experimento 2:
Pretratamiento Pb-MMS (1-0 mM)

1.0 59 0.746 (44)ns 0.119(7)ns  0.085 (5)*
Experimento 3:
Pretratamiento Pb-MMS (0.5-0 mM)

0.5 - 59 0,542 (32ns 0.1i9(7ms  0.017 (I)ns
Experiment 4

Pretratamiento Pb-MMS (0.1-0 mM)

0.1 59 0.559(33)ns 0.220(13)ns 0.017(D)ns

0.000 (0) 0.949 (56)
0.593 (35)ns
0.949 (56)ns

0.678 (40)ns

0.797 (47)ns

0.932 (55)

0.576 (34)ns

0.915 (54)ns

0.661 (39)ms

0.797 (47)ms

Testigo:
Post-tratamiento MMS-Pb (0-0 mM

0 78 0.308 (24) 0.064 (5)
Experimento 1:

Post-tratamiento manipulacion minima-MMS (¢/mm-0 mM)

0 ¢/mm 57 0.474 (27)ns 0.088 (5ns  0.035 (2)ns
Experimento 2:

Post-tratamiento MMS-Pb (0-1 mM)

1 64 0.422 (27)ns 0.094 (6)ns  0.031 (2)ns
Experimento 3:

Post-tratamiento MMS-Pb (0-0.5 mM)

0.5 66 0561 (37ms 0.045(3ms  0.045 (3)ns
Experimento 4.

Post-tratamiento MMS-Pb (0-0.1 mM}

0.1 68  0.368 (25)ns 0.074 (5ins  0.059 (4)ns

0.038 (3) 0.410 (32)
0.596 (34)ns
0.547 (35)ns

0.652 (43)ns

0.500 (34)ns

0.385 (30)

0.596 (34)ms

0.547(35)ns

0.652 (43)ns

0.500 (34)ns

Manchas  Total de
manchas

Dosis Indiv -Manchas Manchas
mM pequeflas grandes gemelas

Clones
mwh

Nitrato de plomo y MMS

Testigo:

Pretratamiento Pb-MMS (0-12 mM)

0 58  1.862(108) 4.431(257)
Experimento 1:

Pretratamiento manipulacién minirna-MMS (c/mm-12 mM)

0 ¢/mm 62 1.984 (123)ns 3.065 (190)*** 3.048 (189)ns 8.097 (502)ns
Experimento 2:

Pretratamiento Pb-MMS (1-12 mM)

1.00 S 55 11509 (83)ms 4.145 (228)ns 2.418 (133)ns 8.073 (444)*
Experimento 3:

Pretratamiento Pb- MMS (0.5-12 mM)

0.5 44 1.568 (6%)ns 4.864 (214)ns 3.523 (155)ns 9.935 (438)ns
Experimento 4:

Pretratamiento Pb- MMS (0.1-12 mM)

0.1 46 1.348(62)ms 3.652(168)ns 3.174 (146)ns 8.174 (376)ns

3.810(221) 10.103 (586)

9.707 (563}

7.887 (48%)ns

* 7618 (419

9.341 (411)ns

7.674 (353)ns
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Testigo:
Post-tratamiento MMS-Pb (12-0 mM)

0 56 1.268(71) 3179(178) 3196 (179) 7.643 (428) 7.179 (402)
Experimento 1: ’

Post-tratamiento manipulacién minima-MMS (¢/mm-12 mM)

0 c/mm 61 L770(108)* 3.180(194)ns 2.770(16%9ms  7.721 (471)ns 7.508 (458)ns
Experimento 2:

Post-tratamiento MMS-Pb (12-1 mM)

1.0 48 1.333(64ns  2.750(132)ns  2.979 {143 7.063 (339)ns 6.646 (319)ns
Experimento 3;

Post-tratamiento MMS-Pb (12-0.5 mM)

05 62 " 1.484(92)ns  3.016(187ns _3.016 (187)ns  7.516 (466)ns 7.226 (448)ns
Experimento 4:

Post-tratamiento MMS-Pb (12-0 ImM)

0.1 56 1.571(88ns  3714(208)ns 3.464 (194)ns  8.750 (490)ns 8.357 (468)ns

*, Prob <= 0.05; **, Prob <= 0.01; ***, Prob <= 0.001; s, no significativo

Tabla 3.2. Resumen de los resultados obtenidos con la prueba del ala con Drosophila melanogaster alimentada a las
72 h de edad con uretano y MMS hasta el III estadio larval.

Testigos y tratamientos

Frecuencia de manchas (NGmero de matichas)  Prueba de U{2-colas)® '

Dosis Indiv Manchas Manchas Manchas Total de Clomnes
MM pequefias grandes gemelas manchas mwi
Testlgos (0 mM)
30 0.433(13) 0.100(3) 0.000(0) 0.533(16) 0.533 (16)
Expenmcnlo I:
Tratamiento 72 h Uretano (5 mM)
5 30 2.067(62)*** 0.200(6)ns 0.133(4)ns 2.400(72)*** 2367 (71)***
Experimento 2:
Tratamiento 72 h Uretano (10 mM)
10 30 2.100(63)*** 0.267(8)ns 0.067(2ns . 2.433(73)*** . 2.433(73)%>

Experimento 3:
Tratarniento 72 h Uretano (20 mM)

20 30 3.433(103)*** 0.433(13mns  0.233(7)* 4.100(123)*** 4.100 (123)y***
Experimento 4: )

Tratamiento 72 h MMS (1.2 mM)

1.2 31 11.633(349)*** 16.900(507)***14.600(438)*** 43.133(1294)*** 42.267 (1268)***

* Prob <= (.05, **, Prob <= 0.01; ***, Prob <= 0.001; ns, no significativo

Frecuencia de manchas en las series tratadas con calcio y plamo
Las frecuencias de manchas en los tratamientos sin MMS fueron de pequeﬁas grandes y
gemelas (Figs.3.1'y 3.2) y con MMS fue de grandes, gemelas y pequeiias {Figs. 3.3 y 3.4).

Las frecuencias de manchas en los tratamientos con Pb** sin MMS se comportaron igual que
con el calcio:. pequefias, grandes y gemelas (Figs 3.5 y 3.6). Con MMS las frecuencias fueron
grandes, gemelas y pequefias (Figs.3.7 y 3.8). Las frecuencias de manchas pequefias, grandes
y gemelas en las series sin MMS indican, por la mayor cantidad de manchas pequefias, que el
dafio inducido o espontineo tuvo lugar en etapas tardias del desarrollo larvario. Las
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frecuencias de manchas grandes, gemelas y peduefias en las series con MMS se explica,
porque las manchas grandes son resultado de la clonacion de un evento genotoxico mas
temprano en el disco imagal del ala. Esto confirma la accion alquilante directa del MMS.

Frecuencias de manchas en los testigos positivés MMS y uretano
Las frecuencias de manchas con el testigo MMS fue de grandes, gemelas y pequefias
(Fig.3.9). Con uretano-el orden fue pequeifias, grandes y gemelas (Fig.3.10).

La frecuencia de manchas pequefias, grandes y gemelas en las series con uretano indica por
la mayor cantidad de manchas pequeiias, que el dafio inducido o espontaneo tuvo lugar en las
altimas etapas del desarrollo larvario. Este efecto coincide con la definicion del uretano como
promutageno que requiere ser bioactivado en dos fases del citocromo P450. Una vez activado
produce aductos de purina triciclicos o dobles anillos de citidina. Para que ocurra lo anterior
esta sustancia debe ser estable en el agua. Este promutageno actia hasta el tercer estadio
larvario por lo que se esperaba que el nimero de manchas en estos testigos resultara
notablemente menor que con MMS, en la cruza estandar.

Las frecuencias de manchas grandes, gemelas y pequefias en las series con MMS coinciden
con la accién directa del mutageno en etapas tempranas del desarrollo larval. Como se ha
mencionado, las manchas grandes son resultado de la clonacion de un evento genotéxico mas
temprano en el disco imagal del ala (Graf, 19). Este agente alquilante directo no requiere
bioactivacion y produce bases metiladas desde el momento en que entra a la célula. Por lo
anterior el nimero de manchas fue mayor en los individuos tratados con MMS que en los
individuos tratados con uretano
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PRETRATAMIENTO Ca*

[ GEMELAS ©1GRANDES OIPEQUERAS B TOTALES |

1.2
1. .

0.8/

FRECUENCI-A 0.6
' 0.4/

0.2 TOTALES
0. PEQUERAS
, . GRANDES
) EMELAS
mM 0:,, 1.0
[nitrato de Ca] mM

Fig. 3.1. Frecuencia de manchas después de alimentar larvas de 48 h con nitrato de calcio (0, 0.1, 0.5, 1
mM) por 24 h. Con SMART no hay diferencias significativas entre las frecuencias de las manchas.

POST-TRATAMIENTO Ca®'

| GEMELAS C1GRANDES OPEQUENAS B TOTALES ]

1.21

14

0.8-

FRECUENCIA 0.6
0.4-

\/\/

0.2 "TOTALES
0 Y /' PEQUERAS
GRANDES
_ X/ GEMELAS
mM o:, 10
[nitrato de Ca] - mM

Fig. 3.2. Frecuencia de manchas después de alimentar larvas de 74 h con nitrato de calcio (0, 0.1, 0.5, 1

mM) hasta e final del III estadio. Con SMART no hay diferencias significativas entre las frecuencias de
Ias manchas.
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PRETRATAMIENTO Ca*,MMS

GEMELAS OGRANDES @mPEQUENAS ETOTALEﬂ

14
12}
10
8-
FRECUENCIA . | ;
4- ALY : A
2 PAI DA HS TOTALES
0 i é y /" PEQUENAS
GRANDES
E z z . GEMELAS
= ° -+ E
E e W
o [~]

=
E
s

[nitrato de Ca]}

Fig. 3.3. Frecuencia de manchas después de alimenfar larvas de 48 h con nitrato de calcio (0,

0.1,0.5, 1 mM) por 24 hy MMS de las 72 a las 74 b, Con SMART las grandes y totales del
testigo 0 mM c/mm son significativamente menores,

POST-TRATAMIENTO MMS, Ca*

[GEMELAS O GRANDES BPEQUENAS EBITOTALES |

14
_12]
104
. 8-
FRECUENCIA |
. 4 .. o e
2] Y. -. TOTALES
0 é A ‘ PEQUENAS
0 mM & /B GRANDES
cimm M Y / GEMELAS
0.5
mM mM 1.0
[nitrato de Ca] S mM -

Fig. 3.4. Frecuencia de las manchas después de alimentar larvas de 72 h con MMS por 2 h y el post-

tratamiento con nitrato de calcio (0, 0.1, 0.5 1 mM) de las 74 h hasta el final del III estadio. Con SMART
las grandes de 0 mM ¢/mm y pequefias de 1 mM son significativamente menores.
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PRETRATAMIENTO Pb*

@GEMELAS @ GRANDES @ PEQUENAS DTOTALEWSJ!

1.2-1
_—
0.8

FRECUENCIA 0.6 -
0.4
0.2 " TOTALES
0K &P PEQUENAS
GRANDES
g - GEMELAS
o E =
= - E =
E S w E
o [ ]

[nitrato de Pb}

Fig. 3.5. Frecuencia de manchas después de alimentar larvas de 48 h con nitrato de plomo (0, 0.1, 0.5 y 1

mM) por 24 h. Con SMART las pequeiias de 0 mM c/mm son significativamente menores y las gemclas
de 1 mM son mayores.

POST-TRATAMIENTO Pb*

| GEMELAS @GRANDES mPEQUERAS OTOTALES |

" TOTALES
PEQUENAS
GRANDES

" [nitrato de Ph]

Fig. 3.6. Frecuencia de manchas después de alimentar larvas de 74 h con nitrato de plomo (0, 0.1, 0.5, 1
mM) hasta el final del III estadio. Con SMART no se obtuvieron resultados significativos.
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PRETRATAMIENTO Pb?¥, MMS

[E GEMELAS  GRANDES OPEQUENAS @ TOTALES J

4]
2  TOTALES
0 PEQUENAS
GRANDES
E E = GEMELAS
= E =

= - [ =

E a “ E

L] o e

[nitrato de Pb]

Fig. 3.7. Frecuencia de manchas después de alimentar larvas de 48 h con nitrato de plomo (0, 0.1, 0.5, 1

mM) por 24 h y MMS (12 mM) de las 72 a las 74 h. Con SMART son significativamente menores las
grandes de 0 mM ¢/mm y las totales de 1 mM.

POST-TRATAMIENTO MMS, Pb**

|@GEMELAS 3 GRANDES OPEQUENAS g TOTALES |

14
12]
10
B
FRECUENCIA |
4] |
24 TOTALES
S 0 PEQUERAS -
GRANDES
GEMELAS

0 mM o/mm

1.0mM

[nitrato de Pb]

Fig, 3.8. Frecuencia de manchas después de alimentar larvas de 72 hcon MMS (12mM) por2bh yel

post-tratamiento con nitrato de plomo (0, 0.1, 0.5, 1 mM) de las 74 h al final del 111 estadio. Con SMART
las pequefias de 0 mM c/mm son significativamente menores.
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METIL METANOSULFONATO

IE! GEMELAS EIGRANDES [IPEQUENAS BETOTALES l

50 }
40
30 |
FRECUENCIA TOTALES
PEQUENAS
10
GRANDES
0
[(MMS)

Fig. 3.9. Frecuencia de manchas en larvas alimentadas con MMS (0, 1.2 mM) de las 72 h hasta el final del

III estadio. Con SMART todas las frecuencias son significativas y los valores mas altos corresponden a
las manchas grandes.

URETANO

©IGEMELAS [ GRANDES CIPEQUENAS BITOTALES

FRECUENCIA

) 1] " TOTALES
PEQUERAS
0- RANDES
@ GEMELAS
omm,
[URETANO]

Fig. 3.10, Frecuencia de manchas en larvas alimentadas con uretano (0, 5, 10, 20 mM) de las 72 b hasta el
final del III estadio. Con SMART hay resultados significativamente mayores en todas las totales y todas
las pequeiias. S6lo con 20 mM las gemelas fueron significativamente mayores.
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3.2. Jicuadrada y sobredispersion de las manchas totales
Se determind la significancia de la sobredispersién de las manchas totales/individuo con la
prueba Ji cuadrada de Fisher (Frei y Wiirgler, 1995) cuya férmula es:

X% = Suma { [ (X (i) - media)® ]/ media}

Donde la suma es de todas las moscas (i) con i-1 grados de libertad. Los valores de X(i) son
el nimero de manchas en los pares de alas de cada individuo. La prueba es de una cola
porque sélo se busca la sobredispersidn y se aplica al nimero de manchas totales/individuo,
no a las proporciones como es el caso de la prueba SMART basada en ji cuadrada. En la
mayoria de los tratamientos sin MMS (con nitratos y los testigos agua), no se encontro
significancia para la sobredispersién de los datos. Solo tres casos mostraron con Ji
cuadrada sobredispersion de las manchas totales:

Pretratamiento con 0.1 mM Ca®* (p< 0.001)
Post-tratamiento con 0.1 mM Ca®* (p= 0.016)
Post-tratamiento con 1 mM Pb** (p= 0.022)

Los resultados indican que los datos siguen la distribucion de Poisson (con aproximacion a
la normal) esperada en la mayoria de los tratamientos y no existe efecto genotoxico
provocado por los nitratos. Los tres casos encontrados podrian ser producidos por
diferentes razones: un efecto por el aumento de los iones Ca®* y Pb*" en el espacio extra e
intracelular, por la presencia de individuos con un gran o escaso nimero de manchas y/o
por causas no controladas en los experimentos (errores de observacion, fenocopias,
confusion de individuos, etc.).

Como era de esperarse, en las series con MMS hubo sobredispersion altamente
significativa (p<< 0.001) en todos los casos en los que se aplicé Ji cuadrada. Debido a que
el tratamiento en las series fue de solamente 2 horas debemos considerar que esta condicion
es particularmente critica porque algunas de las larvas pudieron comer muy bien durante
este periodo, mientras que otras pudieron no haberio hecho. La alimentacion cronica podria
permitir mayor uniformidad entre los individuos. La experiencia ha mostrado que ain los
experimentos crénicos con mutagenos fuertes provocan sobredispersion y ésta también se
relaciona con la genotoxicidad del agente que se administra.

3.3. Anova factorial, Bonferroni/Dunn, Pruebas de H y de U

La gran variabilidad individual en las series tratadas con MMS pudo oscurecer pequefias
diferencias sistematicas entre las series de tratamiento. La sobredispersion debe ser
considerada al analizar los datos con una prueba paramétrica como ANOVA. Para lidiar
con ella, incluyendo-la observada en los- datos ‘altamente significativos y en los no -
significativos que siguen la distribucion de Poisson, se recomienda estadisticamente
transformarlos. Por lo anterior es que los datos de manchas totales/individuo(y) se
convirtieron en arcosenoh (h=hipérbola) antes de aplicar las pruebas de ANOVA factorial,
el método de Bonferroni/ Dunn y las pruebas de rangos de Hy de U.

62




3.3.1.Nitrato de calcio

La prueba de ANOVA factorial para manchas totales/individuo obtenidas con las series de
tratamientos con el calcio, mostré efecto de los cuatro factores (MMS, Ca, Tratamiento y
Sexo) e interacciones de primer y segundo orden (APENDICE, Tabla 3.3)

El Ca resulto s:gmﬁcatwo y esto se debid a que son menores las frecuencias del testigo con
manipulacién minima (B0) 0 mM c/mm que las del testigo agua (B1) 0 mM y de las series
tratadas con calcio (Fig. 3.11 y 3.13). Lo anterior se comprobé al hacer ANOVA sin el
testigo (BO) 0 mM ¢/mm y obtener una p= 0.46. El factor Sexo fue altamente sxgmﬁcatwo

porque hay mayor nimero de manchas en las hembras, aun en los testigos agua sin nitratos
(Fig. 3.14, B1).

Frecuencia de manchas totales en los individuos
La interaccién de segundo orden MMS * Ca * Tratamiento se muestra en la Fig.3.11 La
frecuencia de manchas en los individuos de los pretratamientos (con y sin MMS) fue mayor

gue en los post-tratamientos. En los tratamientos con MMS (C1) la frecuencia fue mayor
que sin MMS (CO0),

Frecuencia del total de manchas por sexo / individuo

La interaccién de tercer orden MMS * Ca* Tratamiento * Sexo se muestra en la Fig, 3.12.
Sin MMS (CO0) hay valores mayores en las hembras de (B1) 0 mM y (B2) 0.1 mM de!
pretratamiento {Al) y en (B2) 0.1 mM del post-tratamiento (A2). Con MMS (C1), hay
mayor nimero de manchas en hembras, excepto en (B1) 0 mM del pretratamiento.

Distribucion de manchas totales/individuos en ANOVA global

Con MMS (Cl) las medianas en el pretratamiento (Al) son mayores que en el post-
tratamiento (A2). La diferencia en la distribucién por efecto de la manipulacién de las
larvas se muestra al comparar (BO) 0 mM ¢/mm y (B1) 0 mM del pretratarmento (Al) (Fig
3.13).

Distribucion de manchas totales/sexo/individuo
Con MMS (C1) las medianas de las hembras son superiores y la asimetria provoca su
distribucion hacia la derecha con mayor extension que en los machos (Fig. 3.14)
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EFECTO: (C) MMS * [B) Ca * {A) TRATAMIENTO
Intaraccidn para arcosanch(y) Barras: 1 1 arror astdndar

38 Cruza esténdar, Nitrato de_Ca 12 mM MMS
Pre o Fost- tratamiemo

—o-Al: Pratratamianto

-»-AZ: Post-tratamiento

Sin MMS

Com Cop  CoEz  C0.83  CoBé CLeo CTL®l CLB2 CLES CuLad
Fig. 3.11 Interaccién de todos los promedios o medias aritméticas de ias manchas totales/individuo
(arcosenoh) en los tratamientos con nitrato de Ca, sin y con MMS, En C0 (B1, B2 y B3) asi como en
C1 (B4) los valores son mayores en los pretratamientos (Al) que en los post-tratamientos (A2).

EFECTC: {C) MWMS ™ (&) TRATAMIENTD ' (B) Ca * [y BEXD
Intaraccidn para arcosenoh(y) Barrax £ 1 error esthnd ar

12 m MMS
Crurs estindar: Nivato de Ca Pretratamients  Post-tretamiento
357 Pre o postratamiento

a
74
2 3in MM3

157 Pretiazamlano Post-ratunlente

=& Hembras

o= Machos
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03 ]
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Fig. 3.12. Interaccién de todos los promedios o medias aritméticas de las manchas totales/individuo
(arcosenoh) en los tratamientos con nitrato de Ca, sin y con MMS. En los pretratamientos (Al) y en lag
hembras (F) los valores son mayores que en los post-tratamientos (A2) y en los machos (M).
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Fig. 3.13. Distribucién de los individuos con manchas totales, que se obtuvieron con los experimentos
con nitrato de Ca, sin y con MMS. En los pretratamientos (A1) la distribucién y el valor de las
medianas son mayores gue en los post-tratamientos (A2).
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Fig. 3.14. Distribucién de los individuos con manchas totales, que se obtuvieron con los tratamientos
con aitrato de Ca, sin y con MMS. En las hembras (F) de los pretratamientos (A1) la distribucién y e
valor de las medianas son superiores que en los post-tratamientos (A2) y que en los machos (M).
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3.3.2.Andlisis estadistico de cada uno de los tratamientos con nitrato de Ca

El analisis de los resultados globales con ANOVA factorial indicé que el Ca no tenia efecto
genotoxico en las series sin MMS o efecto modulador sobre los dafios genotoxicos que
provoca el MMS. Pero las sngmﬁcanmas en los Tratamientos y el Sexo, hicieron suponer
que existian datos que requerian ser analizados de manera independiente. Por lo anterior se
hizo el analisis estadistico con pruebas paramétricas y no paramétricas en cada uno de los
grupos de series. Los resultados de estos anilisis se muestran a continuacion y se
representan en las Figs. 3.15a3.30 (APENDICE Tablas 3.4 a2 3.7).

Tratamientos sin MMS
Pretratamiento
El ANOVA mostro efecto del Sexo e interaccion Ca * Sexo. El metodo de Bonferronm/

Dunn y la U de Mann-Whitney mostraron significancia en el factor Sexo
(APENDICE, Tabla 3 .4).

Frecuencia y distribucion de manchas totales/individuos

No se encontraron diferencias significativas en el efecto Ca sobre la frecuencia de manchas
totales/individuo en los testigos agua (B1) 0 mM y las concentraciones de nitrato de Ca
(Fig.3.15). La distribucion fue mayor en (B2) 0.1 mM (Fig.3.16).

Frecuencia y distribucion de manchas totales/sexo/individuo

‘La interaccion Ca * Sexo mostré mayor niimero de manchas en las hembras de (B1) 0 mM
y (B2) 0.1 mM (Fig3.17). La distribucién fue mayor en hembras de (B2) 0.1 mM. (Fig.
3.18).

Post-tratamiento
Ninguna cje las pruebas estadisticas mostré efecto de los factores, ni interacciones entre
ellos (APENDICE, Tabla 3.5).

I'recuencia y distribucion de manchas totales/individuos
El efecto Ca no mostré diferencias entre las frecuencias de los testigos y los tratamientos
(Fig.3.19). Hay distribucion mayor en (B2) 0.1 mM (Fig.3.20).

Frecuencia y distribucion de manchas totales/sexo/individuo

La interaccion Ca * Sexo no generd diferencias significativas, excepto en (B2) 0.1 mM
donde las hembras tienen mas manchas (Fig. 3.21). Esto se hace claro cuando se observa la
distribucién mayor de manchas en hembras (B2) 0.1 mM (Fig. 3.22}.

Tratamientos con MMS

Pretratamiento

El pretratamiento con MMS mostré efecto de los factores: Ca y Sexo, ‘e interaccién Ca *
Sexo. El método de Bonferroni/Dunn para ANOVA mostr6 efecto Ca y Sexo. La prueba de
H mostré efecto Ca y la prueba de U mostré efecto Sexo (APENDICE Tabla 3.6). '

Frecuencia y distribucion de manchas totales/individuos
La interaccion del efecto Ca se observa en las manchas totales/individuc menores en el -
testigo (B0) OmM c/mm con respecto a los otros tratamientos (Fig. 3. 23). La distribucion
coloca las medianas por encima de S, con mayor amplitud en (B4) 1mM (Fig. 3.24).
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Frecuencia y distribucion de manchas totales/sexo/individuo

La interaccién Ca * Sexo mostrd diferencias entre hembras y machos, excepto en (B1) 0
mM (Fig. 3.25). En todas los tratamientos las medianas de las hembras estan por arriba de
las de los machos, con mayor distribucién en las hembras de (B4) 1 mM (Fig. 3.26).

Post-tratamiento

Con los estadisticos se determiné que hay significancia de los factores Calcio y Sexo No
hay interaccion Ca * Sexo (APENDICE, Tabla 3.7).

Frecuencia y distribucion del fotal de manchas en los individuos '
Se encontraron diferencias significativas entre el testigo (B0) 0 mM ¢/mm y (B2) 0.1 mM o
(B3) 0.5 mM (Fig.3.27). La distribucién de las manchas totales coloca a la mediana

de (B2) 0.1 mM por arriba de las demas (Fig. 3.28).

Frecuencia y distribucion del total de manchas por sexo / individuo

La interaccion Ca * Sexo causé mayor nimero de manchas en todas las hembras (Fig.
3.29). Las medianas de las hembras estan por arriba de las de los machos y la distribucion
mayor fue en (B2) 0.1 mM (Fig. 3.30).

EFECTO: (B) Ca
Interaccién para arcosenoh(y)
Datos transformados para arcosenoh
Barra: £ 1 error estandar

0 , . . . -
B0 . Bl B2 83 . . B4

Tratamiento
Fig. 3.15. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosenoh)
en los pretratamientos (A1) con nitrato de calcio, sin MMS (C0). No se detectaron diferencias
significativas entre éstos.
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PRETRATAMIENTO CON NITRATO DE Ca, SIN MMS
FACTOR (B)Ca

B

i N

manchas/mosca:
O — N WA
1

1
—

B2 B3

B4

Fig. 3.16. Dlstnbuclén de los mdmduos con manchas totales, que se obtuvieron con los pretratamientos
(A1) con nitrato de Ca, sin MMS (C0). Esta es mayor en (B2) 0.t mM y (B3) 0.5 mM.

EFECTO: (B) Ca * (D) SEXO

Manchas / mosca {(datos transformados en arcosenoh)

interaccién para arcosench(y)
Barras: + 1 error estandar
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Fig. 3.17. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas tota]eshndwlduo (arcosenoh)
en los pretratamientos (A1) con nitrato de calcio, sin MMS (CO) En (Bl) 0 mM y (BZ) 6.1 mM el valor
de las hembras (F) es mayor al de los machos (M),
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PRETRATAMIENTO CON NITRATO DE Ca, SIN MMS
FACTORES : (B) Ca. (D) SEXO

manchas/mosca
-~ O ~ N WAGOGNDO
1
-]
L ]
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Fig. 3.18. Distribucién de los individuos con manchas totales, de los pretratamientos (A1) con nitrato de
Ca, sin MMS (C0). La distribucién y las medianas en las hembras (F) de (B1) 0 mM, (B2) 0.1 mM y

~ (B3) 0.5 mM son superiores a las de los machos (M).

EFECTO: (B) Ca
Manchas / mosca {datos transformados en arcosench)
Interaccion para arcosenoh(y)
Barras: £ 1 error estandar
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Tratamiento

‘ Fig. 3.19, Interaccién de los promedios 0 medias aritméticas de manchas .tota]eslindividuo (arcosenoh)
en los post-tratamientos (A2) con nitrato de calcio, sin MMS (C0). No hay diferencias entre los valores,
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| POST-TRATAMIENTO CON NITRATO DE Ca. SIN MMS
FACTOR :(B) Ca
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Fig. 3.20. Distribucién de los individuos con manchas totales en los post-tratamientos (A2)
con nitrato de calcio, sin MMS (C0). No hay diferencias entre los tratamientos.

EFECTO: (B)Ca * (D)
Manchas / mosca (datos transformados en arcasencoh)
Interaccidn para arcosenchly)
Barras: £ 1 error esthndar
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Fig. 3.21. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuos (arcosenoh)
en los post-tratamientos (A2) con nitrato de calcio, sin MMS (C0). Sélo en (B2) 0.1 mM el valor es
superior en las hembras (F) que en los machos (M).
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POST-TRATAMIENTO CON NITRATO DE Ca. SIN MMS
FACTORES : (B) Ca. (D) SEXO

manchas/imosca

8 g

Fig. 3.22. Distribucién de los individuos con manchas totales en los post-tratamientos (A2)
con nitrato de calcio, sin MMS (C0). No hay diferencias entre las hembras (F) y los machos

™).

EFECTO: (B)Ca
Interaccidn para arcosench(y)
Barras: + 1 error estandar
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MEDIA
[N
1

B& 81 B2 B3 B4 _
TRATAMIENTO Fig,
3.23. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo
(arcosenoh) en los pretratamientos (A1) con nitrato de Ca y MMS (C1). En (B0) 0 mM
¢/mm el valor es significativamente menor que en (B1) 0 mM, (B2) 0.1 mM y (B4) 1

mM.
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PRETRATAMIENTO NITRATO Cay MMS 12mM
FACTOR : (B) Ca

* Fig. 3.24. Distribucién de los individuos con manchas totales en los pretratamientos (A1) con nitrate de
calcio y MMS (C1). Estaes mayor en (B1) 0 mM y (B4) 1 mM que en los demis tratamientos.

EFECTO: (B) Ca " (F.M) SEXO
Manchas / ala {datos transformados an arcosench(y)
interaccién para arcasenoh(y)
Barras: t 1 error estandar
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Fig. 3.25. Interaccion de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo
(arcosench) en pretratamiento (A1) con nitrato de Ca®" y MMS (C1). En testigo (B1) 0 mM
no hay diferencias, mientras que en los otros tratamientos el valor de hembras (F) es
superior al de machos (M), .
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PRETRATAMIENTO CON NITRATO DE Cay 12mM MMS
FACTORES: (B} Ca; (F.M) SEXO
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Fig 3.26, Distribucién de los individuos con manchas totales en el pretratamiento (A1)
con nitrato de calcio y MMS (C1). Las hembras (F) con distribucién y medianas
superiores que los machos (M}. La distribucion mayor en las hembras de (B4) 1 mM.

EFECTC: {B) Ca
Manchas / mosca (datos transformados en arcosench)
Interaccion para arcosenoh(y)
Barras: + 1 error estandar
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3.27. Interaccién de los promedios o medias-aritméticas de manchas totales/individuo
(arcosench) en los post-tratamientos (A2) con nitrato de calcio y MMS (C1). En (B2)
0.1mM y (B3) 0.5mM los valores son significativamente diferentes del testigo (B0) 0 mM
¢/mm,




POST-TRATAMIENTO CON NITRATO DE Ca, 12 mM MMS
FACTOR: (B) Ca
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Fig. 3.28. Distribucién de los individuos con manchas totales en los post-tratamientos (A2) con nitrato de calcio y
MMS (C1). Esta es mayor en (B2) 0.1 mM.

EFECTO: (B) Ca * (D) SEXO
Manchas / mosca (datos transformados en arcosench)
Interaccidn para arcosenoh(y)
Barras: * 1 error estandar
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Fig3.29. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcesench)
en los post-tratamientos (A2) con nitrato de calcio y MMS {C1). En las hembras (F) los valores son
superiores a los de machos (M).
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POST-TRATAMIENTO CON NITRATO DE Ca, 12 mM MMS

FACTORES: (B) Ca, (D) SEXO
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Fig. 3.30. Distribﬁcién de los individuos con manchas totales en post-tratamientos
(A2) con nitrato de calcio y MMS (C1). Esta y las medianas son mayores en las hembras (F)
que en los machos (M).
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3.3.3.Nitrato de plomo

El ANOVA factorial de todos los experimentos con el nitrato de plomo mostré efecto de
los factores MMS, Tratamiento y Sexo, asi como interacciones de primer y segundo orden
(APENDICE, Tabla 3.8). A continuacion se analizan las figuras 3.31 y 3.32 que
representan esas interacciones globales detectadas con ANOVA en todas las series con
nitrato de Pb.

Frecuencia de manchas totales/individuos

La interaccion Pb * MMS * Tratamiento produjo mayor nimero de manchas en las series
de los pretratamientos (A1) y en las series con MMS (C1) al contrario de las series de los
post-tratamientos (A2) y sin MMS (C0) (Fig. 3.31). '

Frecuencia de manchas totales/sexo/individuo

Sin MMS, sélo hay un nimero mayor de manchas en las hembras de (B1) 0 mM y (B2) 0.1
mM del pretratamiento (A1) y en (B2) 0.1 mM y (B3) 0.5 mM del post-tratamiento (A2).
Con MMS (C1) todas las hembras mostraron mayor nimero de manchas excepto en (B4) 1
mM del postratamiento (A2). En machos de (B2) 0.1 mM del pretratamiento (Al) la
mediana es el valor mas bajo (Fig. 3.32).

EFECTO: MMS*Fb*TRATAMIENTO
Interaccian para arcosenoh(y) Barras: * 1 error estandar

4
as{ . .
Cruza estandar; Nitrato Pb
Pre y past-tratamiento 12 mM MMS
34 Datos acumulados de ambos sexos
2.5 1
8 27
o
3
1.5 -0 ay:Pretratamiento
-#- A2 Post-tratamiento
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Fig. 3.31. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosenoh)
para los tratamientos con nitrato de Pb, sin y con MMS. En CO (B1, B2, B4) y C1 (B1, B3 y B4) los

valores son mayores en los pretratamientos (A1) que en los post-tratamientos (A2).
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EFECTO: MMS*TRATAMIENTO*Pb*SEXO
Barras: + 1 error estandar

Interaccién para arcosench(y) . 12 mM MMS
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Fig. 3.32. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosenoh)
en los tratamientos con nitrato de Pb, sin (C0) y con MMS (C1). Los valores son mayores en los
pretratamientos (A1) y las hembras que en los post-tratamientos (A2) y machos.

Como en el caso del nitrato de Ca se graficaron las distribuciones de los individuos con sus
manchas totales para cada una de las series de tratamientos. En estas graficas se hace
evidente la asimetria en los tratamientos que fueron significativos con ANOVA, lo cual
coincide con la premisa de una mayor distribucion hacia la cola derecha cuando hay
significancia.

Distribucion del total de manchas en los individuos

En ausencia de MMS (CO) la distribucion coloca a las medianas del pretratamiento (Al) en
el valor 1, excepto en (B0) OmM c/mm cuya mediana es 0. En el post-tratamiento (A2)
todas las medianas tienen el valor de 0. La mayor distribucién se presenta en (B4) 1 mM de
los pretratamientos (Al).

Con MMS (C1)y pretratamiento (Al) se obtuvieron medianas supenores en (B) 0mMy
(B3) 0.5 mM. En el post-tratamiento (A2) la mediana superior ocurrié en (B2) 0.1 mM. La
mediana de (B4) 1 mM fue significativamente menor que la del testigo (B0) 0 mM c/mm.

(Fig. 3.33).

Distribucion de manchas totales/sexo/individuo

En el pretratamiento (Al) sin MMS (C0), las medianas del testigo (B0} 0 mM c/mm de
ambos sexos estan en 0. En esta serie hay heterogeneidad en los valores en ambos sexos y
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ios valores de (B1) 0 mM y (B4) ImM de hembras son los de més amplia distribucion. En
el postratamiento (A2) sin MMS (C0) la mayoria tiene su mediana en el valor 0.

Con MMS (C1), el pretratamiento (A1) ubica a las medianas de las hembras por arriba de
las de los machos y con una mayor distribucion en hembras de (B4) 1 mM. El post-
tratamiento (A2) con MMS (C1) también presenta las medianas de hembras por arriba de
los machos, con mayor distribucion en hembras (B4) 1 mM (Fig. 3.34).

FACTORES : (CJMMS, (A)TRATAMIENTOS, (B)Pb

43
€3 12 mM MMS
a5 Pretratamiento  Post-tratamiento
] Cruza estndarNitrato Pb
%1 Pre o Post-tratamiantos
» 1 Datos acumulados de ambos sexos
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-E..N' L] [
4]
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Pretratamiento  Post-tratamiento
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Fig. 3.33. Distribucién de los individuos con manchas totales en los tratamientos con nitrato de Pb, sin

(C0) y con MMS (C1). Esta y las medianas son mayores en los pretratamientos (A1) que en los post-
tratamientos (A2).
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Fig. 3.34. Distribucién de los individuos con manchas totales en los tratamientos con nitrato de Pb, sin
(C0) y con MMS (C1). Los valores de las medianas y la distribucién son mayores en los pretratamientos
{A1) y en las hembras (F) que en los postratamientos (A2) y los machos (M).

3.3.4.Analisis estadistico individual de los tratamientos con nitrato de Pb

Las significancias indicaron que habia datos que debian ser analizados de manera
independiente por lo que se hizo el anilisis estadistico de los grupos de series para
contrastar y detectar las diferencias evidenciadas en el ANOVA global (APENDICE, Tabla
3.8). Los resultados se muestran a continuacion (Figs. 3.35 a 3.50).

Tratamientos sin MMS

Pretratamiento _
El ANOVA mostro el efecto Sexo, lo cual fue corroborado con el método de Bonferroni-
Dunn y la prueba de U (APENDICE, Tabla 3.9). Con la prueba de H se comprobé que el
factor Pb no fue significativo. El factor Sexo fue significativo porque las manchas en
hembras tienden a tener mayor proporcién que en los machos, pero de manera variable y no

~ sistematica. En los machos la frecuencia file mas uniforme en los testigos (B1) O mM y las
" series con Pb?*. No se encontrd interaccién Pb * Sexo.

Frecuencia y distribucion de manchas totales/individuos

No se encontraron diferencias en la frecuencia de manchas/individuo entre los testigos y las
series con plomo (Fig. 3.35). La distribucion coloca las medianas de las series por encima
- del valor 0 que tiene (B0) 0 mM c/mm y los valores més altos en (B4) 1 mM (Fig. 3.36).

Frecuencia y distribucion de manchas totales/sexo/individuo
La interaccion Pb * Sexo sélo mostré diferencias entre machos y hembras en el testigo (B])
0 mM (Fig.3.37). La distribucién coloca las medianas de las hembras de (B1) 0 mM, (B2)
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0.1 mM y (B4) 1 mM por arriba de las de los machos con los valores mas alto en (B1) 0
mM y (B4) 1 mM (Fig. 3.38).

Post-tratamiento ) _

De la misma manera que ocurrié con el calcio, con este tratamiento los testigos y las series
con nitrato de Pb mostraron mayor uniformidad en la frecuencia de manchas en hembras y
machos. No pubo significancia del factor Sexo, ni del factor Pb, ni interacciones entre los
factores (APENDICE, Tabla 3.10). ' '

Frecuencia y distribucién de manchas totales/individuos
No se encontraron diferencias, ni efecto de los factores en estos tratamientos (Fig.3.39). La -
distribucidn coloca las medianas en el valor 0 (Fig 3.40).

Frecuencia y distribucion del total de manchas por sexo/individuo

No hubo interaccién Pb * Sexo aun cuando en (B3) 0.5 mM el promedio es levemente
mayor en las hembras (Fig. 3.41). La distribucion no mostro diferencias consistentes entre
las medianas, ni en las distribuciones de hembras y machos (Fig. 3.42).

Tratamientos con MMS

Pretratamiento

Con el ANOVA se encontrd el efecto de los factores Pb y Sexo, el método de Bonferroni-
Dunn y la prueba de U mostraron también el efecto del factor Sexo (APENDICE, Tabla
3.11). El factor Sexo fue muy significativo porque las hembras tienen mas manchas que los
machos. El factor Pb fue también muy significativo porque el promedio de (B2) 0.1 mM
fue inferior al del testigo (B1) 0 mM y a (B3) 0.5 mM. La interaccion Pb * Sexo fue muy
significativa porque el promedio en los machos de (B2) 0.1 mM fue significativo.

Frecuencia y distribucion de manchas totales/individuos

Se obtuvieron diferencias entre los promedios de (B1) 0 mM y (B2) 0.1 mM, asi como
entre (B2) 0.1 mM y (B3) 0.5 Mm (Fig.3.43). La distribucion presenta las medianas de
(B1) 0 mM y (B3)0.5 mM por arriba de (B4) 1 mM (Fig. 3.44).

Frecuencia y distribucion de manchas totales/sexo/individuo

Los promedios de las hembras fueron superiores a las de los machos (Fig 3.45). La
distribucién coloca las medianas de las hembras y con extension mayor. En los machos hay
una heterogeneidad en la respuesta, representada por (B2) 0.1 mM en donde hay muy
pocas manchas en los machos y por (B1) 0 mM donde un macho tuvo maés de 30 manchas

(Fig. 3.46).

Post-tratamiento ' ' I

Con ANOVA se mostré efecto de los factores Pb y Sexo, El método de Bonferroni-Dunn 'y
la prueba de U corroboraron el efecto Sexo. El factor Sexo fue altamente significativo
porque en las hembras hay mas manchas que en los machos. El efecto Pb fue corroborado.
por el método de Bonferroni-Dunn, sin embargo con la prueba de H no fue significativo
(Tabla 3.12). La significancia de Pb en ANOVA y Bonferroni-Dunn se debe a un nimero
muy bajo de manchas en (B2) 0.1 mM y muy alto en (B4) 1 mM, variaciéon no sistematica
cuyo origen no es claro. La interaccién Sexo * Pb no fue significativa, ain cuando la
variacion individual en las hembras de (B4) 1 mM fue muy alta, de 0 a 20 manchas, dado
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que ese rango también se observd en los testigos (B0) 0 mM ¢/mm y (B1) 0 mM con MMS,
pero sin nitrato de Pb.

Frecuencia y distribucion de manchas totales/individuo
En la interaccion de los promedios, (B0) 0 mM ¢/mm y (B2) 0.1 mM son diferentes de (B4)

1 mM (Fig. 3.47). La distribucion coloca la mediana de (B4) 1 mM por debajo de las otras
series (Fig. 3.48).

Frecuencia y distribucion de manchas totales/sexo/individuo

La interaccion Pb * Sexo mostré mayor nimero de manchas en las hembras excepto en
(B4) 1 mM (Fig.3.49). La distribucion es mayor en las hembras y coloca las medianas por
arriba de las de los machos (Fig.3.50).

EFECTO: (B) Pb
Interaccidon para arcosenoh(y)
Barras: £ 1 error estandar
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Fig. 3.35. Interaccion de los promedios o medias aritméticas del total de manchas/individuo
(arcosenoh) en ¢l pretratamicnto (A1} con nitrato de Ph, sin MMS (C0). En (B1) 0 mM y (B4) 1 mM loy
valores son superiores que en ¢l testigo (B0) 0 mM c¢/mm.

B4
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PRETRATAMIENTO CON NITRATO DE Pb, SIN MMS
FACTOR : (B)Pb

9 e

manchas/mosca
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Fig.3.36. Distribucién de los individuos con manchas totales del pretratamiento
(A1) con nitrato de Pb, sin MMS (C0). Esta es menor en (B0) 0 mM ¢/mm.
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Fig. 3.37. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas
totales/individuo (nrcosennh) en los pretratamientos (A1) con nitrato de Pb, sin
MMS (C0). S6lo en las hembras (F) de (B1) 0 mM hay mayor nimero de manchas
que en los machos (M). .
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PRETRATAMIENTO CON NITRATO DE Pb, SIN MMS
FACTORES:(B) Pb. (D) SEXO
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Fig. 3.38. Distribucién de los individuos con manchas totales en el pretratamiento
(A1) con nitrate de Pb, sin MMS (CO0). En las hembras (F) de (B1) 0 mM, y@B4a41
mM ésta es mayor que en los machos (M).

EFECTO: (B) Pb
Manchas / ala {datos transformados en arcosenoh)
Interaccién para arcosenohiy)
- Barras: + 1 arror astandar
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Fig. 3.39. Interaccion de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosenoh)
en los post-tratamientos (A2) con nitrato de Pb, sin MMS (C0). No existen diferencias entre los
tratamientos.
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POST-TRATAMIENTQ CON NITRATO DE Pb, SIN MMS
FACTOR : (B) Pb
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Fig. 3.40. Distribucién de los individuos con manchas totales en los post-tratamientos

(A2) con nitrato de Pb, sin MMS, (C0) No hay diferencias ni en la distribucién, ni en las
medianas.

EFECTC: (B) Pb* (D) SEXO
Manchas / ala (datos transformados en arcosenoch)

Interaccién para arcosenoh(y)
Barras: + 1 error estindar
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Fig. 3.41. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas toetales/individuo
(arcosenoh) en los post-tratamientos (A2) con nitrato de Pb, sin MMS (C0). Sélo (B3) 0.5 mM
muestra valores mayores en las hembras (F) gue en los machos (M).
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POST-TRATAMIENTO CON NITRATO DE Pb, SIN MMS
FACTORES: (B) Pb, (D) SEXO

manchas/mosca

BO, F 1

Fig. 3.42. Distribucion de los individuos con manchas totales/individuo en los post-
tratamientos {A2) con nitrato de Pb, sin MMS (C0). No se observan diferencias
consistentes o entre las medianas de hembras (F) y machos (M).

EFECTQ: (B) Pb
Manchas / ala (datos transformados en arcosenoh

Interaccién para arcosenoh(y)
Barras: t 1 error estandar
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Fig. 3.43. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo
{arcosenoh). Las valores de (B1) 0 mM y (B3) 0.5 mM son mayores que los otros,
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PRETRATAMIENTO CON NITRATO DE Pby 12 mM MMS

FACTOR : (B) Pb
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Fig. 3.44, Distribucién de los individuos con manchas totales en los pretratamientos
(A1) con nitrato de Pb y MMS (C1). No hay diferencias en la distribucién, ni en las

medianas de las series.

EFECTO: Pb * SEXO

Manchas / ala (datos transformados en arcosenoh)
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Fig, 3.45. Interaccion de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosenoh)
en log pretratamientos (A1) con nitrato de Pb y MMS (C1). Los valores en hembras (F) son superiores

que en machos {(M). El valor de machos en B2=0.1 mM es muy bajo.

86




PRETRATAMIENTOS CON NITRATO DE Pby 12 mM MMS
VARIABLES: (B) Pb, (F.M) SEXO
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Fig. 3.46. Distribucién de los individuos con manchas totales en los pretratamientos
(A1) con nitrato de Pb y MMS (C1). En las hembras (F) la distribucién y las
medianas tienen un valor superior que en los machos (M).

EFECTQ: (BYPb
Manchas / ala (datos ransformados en arcosench)
Interaccidn para arcasench(y)
Barras: + 1 emor estindar
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Fig. 3.47. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosenoh)
en ¢l post-tratamiento (A2) con nitrato de Pb y MMS (C1). En (B4) 1 mM los valores son menores que
(B0) 0 mM ¢/mm y (B2) 0.1 mM, :
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POST-TRATAMIENTO CON NITRATO Pby 12 mM MMS
FACTOR : (B} Pb
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Fig. 3.48. Distribucién de los individuos con manchas totales en el post-tratamiento (A2)
con nitrato de Pb y MMS (C1). La mediana mis baja en (B4) 1 mM.

EFECTO: (B) Pb * (D)SEXO
Manchas / ala (datos transofrmados en arcosench}

Interaccion para arcosenoh (y)
Barras: £ 1 error estandar
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Fig. 3.49. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosenoh)

en los post-tratamientos (A2) con nitrato Pb y MMS (C1). Los valores de las hembras (F) son

superiores a los de lo§ machos (M), excepto en (B4) ImM.
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PCST-TRATAMIENTO CON NITRATO DE Phy 12mM MMS
FACTORES : (B) Pb. (F.M) SEXO
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Fig. 3.50. Distribucién de los individuos con manchas totales del post-tratamiento (A2) con nitrato de
Pb y MMS (C1). En las hembras (F) la distribucin es mayor que en los machos (M).

3.3.5. Testigos positivos MMS y uretano

Se hizo el ANOVA de los tratamientos cronicos hechos con MMS y uretano y que
sirvieron de testigos positivos (APENDICE, Tablas 3.13 y 3.14). Como era de esperarse,
los factores MMS y uretano mostraron significancia. Sin embargo el tratamiento cronico
MMS 1.2 mM no mostré significancia en el factor Sexo ya que ANOVA no muestra
interaccion entre MMS * Sexo, ni la correccion de Bonferroni/Dunn. La prueba de U
muestra significancia del factor Sexo, solo cuando se analizan por separado los resultados
del testigo agua (C1) del tratamiento MMS (C5) en el que hay mayor niimerc de manchas
en las hembras. Por el contrario, con todas las pruebas estadisticas el testigo positivo
uretano fue significativo para el factor Sexo, sin embargo no hay interaccion Uretano *
Sexo. Esto se debe a que solo con (C4) 20 mM de uretano se obtuvieron diferencias entre
hembras y machos, En los siguientes parrafos se presenta la frecuencia y distribucién de las
manchas totales/individuos obtenidas con estos mutagenos.

Frecuencia y distribucién de manchas totales/individuos

Hubo mayor numero de manchas con (C2) 5 mM, (C3) 10 mM y (C4) 20 mM de uretano
que con el testigo agua (C1) 0 mM. En (C5) 1.2 mM MMS el promedio es notablemente
mayor que el de uretano (C4) 20 mM y por supuesto que en(C1) 0 mM (Figs: 3.51y 3.52).
La distribucién de individuos coloca las medianas para ambos mutdgenos por arriba de
(C1). La concentracién mayor de uretano (C4) 20 mM y la de MMS (C5) 1.2 mM tienen
extension superior hacia la derecha de la distribucién (Figs. 3.53 y 3.54).

Frecuencia y distribucion de manchas totales/sexo/individuo o
Las interacciones Uretano * Sexo y MMS * Sexo muestran promedios superiores en las
hembras de uretano (C4) 20 mM y MMS (C5) 1.2 mM (Figs. 3.55 y 3.56). La distribucién
de los testigos agua (C1) 0 mM no mostré diferencias entre ambos sexos. Las hembras
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mostraron una tendencia hacia la derecha, con la mayor. distribucion en (C4) 20 mM
uretano (Fig. 3.57) y (C5) 1.2 mM MMS (Fig. 3.58).

EFECTO: (C) MMS
Manchas / Mosca
(datos transformados en arcosenoh)

Interaccion para arcosench(y)
Barras: £ 1 error estandar
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Fig. 3.51. Interaccién de tos promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosenoh)
en el testigo positivo MMS, El valor de (C5) 1.2 mM es significativo con respecto a' (C1) 0 mM.
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EFECTO: (C) URETANO
Manchas / mosca (datos transformadas an arcosench)
Interaccion para arcasench(y)
Barras: £ 1 error estandar
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Fig. 3.52. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosenoh)
en el testigo positivo uretano. Los valores de (C2) 5§ mM, (C3) 10 mM y (C4) 20 mM son diferentes a
(C1) 0 mM. La media de (C4) 20 mM es la mayer.

TESTIGO POSITIVO MMS
FACTOR: (C) MMS

manchas / mosca

0 _'._ _ . -

Cl CS
Fig, 3.53. Distribucion de los individuos con manchas totales en cl testigo positivo

MMS. Esta distribucién y ¢l valor de 1a mediana es mayor en (C5) 1.2 mM que en
(C1) 0 mM,
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TESTIGO POSITIVO URETANO
h FACTOR: (C) URETANO
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Fig, 3.54. Distribucién de los individuos con manchas totales en el testigo positivo uretano.
Esta y el valor de las medianas aumentan con 1a concentracién del promutigeno,

EFECTO: (C) MMS * (D) SEXO
Interaccidén para manchas / mosca (y)
Datos transformados en arcosenoh
Barra: * 1 error estandar
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Fig. 3.55. Interaccién de los promedios o medias aritméticas de manchas totales/individuo (arcosench)
en el testigo positivo MMS, En (C5) 1.2 mM las hembras (F) tienen un valor superior con respecte a los
machos (M).
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EFECTO : (C) URETANO * (D) SEXO
Manchas / mosca {datos transformados en arcasenoh)
Interaccidn para arcasenchiy)
Barras: £ 1 arror estandar

¢ ¢

Ct C2 ) C4
Tratamiento

Fig. 3.56. Interaccion de los promedios o medias aritméticas de las manchas totales/individuo
(arcosenoh) en el testigo positivo uretano. S6lo en (C4) 20 mM hay diferencias entre las hembras (F) y

los machos (M).
TESTIGO POSITIVO MMS
FACTORES: [C) MMS, (D) SEXO
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Fig. 3.57. Distribucién de los individuos con manchas totales/individuo en el testigo positivo MMS. En
(CS) 1.2 mM la distribucién y la mediana son mayores en las hembras (F) que en los machos (M).
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TESTIGO POSITIVO URETANO
FACTORES : (C) URETANO, (D) SEXO
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Fig. 3.58. Distribucién de los individuos con manchas totales/individuo en el testigo positivo
uretano. Las medianas sumentaron con el mutigeno y en C4 (20 mM) el valor ¢s mayor en las
hembras (F) gue en los machos (M).

3.4. Diferencias en la frecuencia del total de manchas en machos y hembras

‘Se analizo con la prueba de U la frecuencia global de manchas totales/individuo en machos
y hembras, en las series de tratamientos con Ca?* o Pb** (APENDICE, Tabla 3.15). Con el
método de Bonferroni-Dunn se analizaron las interacciones MMS * Sexo y Uretano * Sexo
(APENDICE, Tablas 3.16 y 3.17). Se encontraron diferencias, significativas en todos los
tratamientos con las sales metalicas, excepto en el post-tratamiento sin MMS.

En los testigos MMS y uretano se analizaron por separado las frecuencias de (C1) OmM y
los tratamientos, encontrandose diferencias en (C5) 1.2 mM de MMS y (C2) 5 mM, (C3)
10 mM y (C4) 20 mM de uretano. '

3.5. Frecuencia, tamaiio y distribucién de los clones mwh

Se analizo la frecuencia mas alta de los clones mwh, su tamaiio (1,2,3-4,5-8,9-16,17-32,33-
64,-128,-256 y >256 células) y su distribucion segin Graf,1995. Los tratamientos sin MMS
(Figs. 3.59 a 3.62) presentaron la frecuencia mayor de manchas en los clones pequefios (y
2 células) de manera semejante a los resultados de la concentracion (C1} 0 mM de los
testigos MMS y uretano (Fig. 3.67 y 3.68). Los tratamientos con MMS y metales
presentaron clones dentro de un rango que incluye (3-4 a 9-16 células) al del testigo MMS

(C5) 1.2 mM (3-4 células) (Figs 3.63 a 3.66) (APENDICE, Tablas 3.18 a 3.20).

La distribucién de los clones mwh en los tratamientos MMS 12 mM fue de 1 a 33-64
células y cuando se alimentaron las larvas con sales se encontraron clones de tamafio
heterogéneo oscilando entre 1 a -128 y 1 a <256 células (Figs.3.59 a 3.66; APENDICE,
Tablas 3.21 a 3.23): En el testigo MMS de 1.2 mM la distribucion fue de 1 a -128 células
(Fig.3.67), en uretano las manchas de mayor tamafio se encontraron en 10 mM con 1 2 -128
células (Fig.3.68).
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PRETRATAMIENTO Ca?*
CLONES mwh/INDIVIDUO

08

0
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0.2 por individuo)

[nitrato de Ca]

Fig, 3.59. Tamafio y distribucién de los clones mowh/individuo en el pre-tratamiento con Ca™ La
frecuencia maxima estd en los clones de 1 célula, En 0 y 0,1 mM estd la distribucién maxima (1 a 128

céls.) y en 1 mM estd la minima distribucién (1 a 5-8 céls.).
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Fig. 3.60. Tamaiio y distribucién de los clones snvh/Andividuo en el post-tratamiento con Ca*" La
frecuencia maxima estd en los clones de 1 célula, En 0 y 0.1 mM estd la distribucién mixima ( 1 a 128

¢éls.) y en 1 mM estd la minima distribucién (1 a 5-8 céls.).
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Fig. 3.61. Tamaifio y distribucién de los clones mwh/individuo en el pretratamiento Pb*'. La frecuenciz
maxima en los clones de 1 célula. La distribucién mixima en 0.5 mM (1a 256 céls.) y minima en 0, 0.1 y |

mM (1 a 9-16 céls.).

POST-TRATAMIENTO Pb2+
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Fig. 3. 62. Tamailo y distribucién de tos clones rnwk/individuo en el post-tiratamiento Pb?*, La frecuencia
maxima esta en los clones de 1 célula. La distribucién maxima ¢n 0 mM s/m (1 a 33-64 céls.) y la minima

0 mM (1 a 5-8 céls.).
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Fig. 3.63. Tamafo y distribucién de los clones »nvh/individuo en el pretratamiento Ca** , MMS. Las
frecuencias mAximas estdn en los clones de 5-8 y 9-16 células. La distribi:cién es mixima en 0, 0.1 y 0.5

mM (1 a 256 céls.). En 0 mM s/m se observa la minima distribucion (1 a 33-64

céls.).

MMS, POST-TRATAMIENTO Ca2+
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Fig. 3.64. Tamaflo y distribucién de los clones mwh/individuo en el post-tratamiento MMS, Ca™ . Las
frecuencias mAximas estdn en los clones de 3-4, 5-8 y 9-16 células. La distribucién mdxima en 0.1y 1 mM

{1 a 256 céls.) y la minima en 0 mM 8/m (1 a 33-64 céls.).
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Fig. 3.65. Tamafio y distribucién de los clones mwh/individuo en el pre-tratamiento Pb** , MMS. Las
frecuencias maximas estin en los clones de 5-8 y 9-16 célutas. La distribucién mdxima en 0.5 mM (1 a >256

céls.) y la minima en 0 mM s/m (1 a 33-64 céls.).
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Fig. 3.66. Tamailo y distribucién de los clones mwhiindividuo en el post-tratamiento MMS, Pb** . Las
frecuencias maximas estdn en los clones de 5-8 y 9-16 células. La distribucién mdxima en 0, 0.1, 0.5 y 1

mM (1 a 256 céls) y la minima en 0 mM s/m (1 a-~128 céls.).
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Fig. 3.67. Tamaio y distribucién de los clones mwh/individuo en larvas alimentadas con 1.2 mM de MMS

de las 72 h de edad hasta el final del HI estadio. La frecuencia maxima en los clones de 3-4 céls. y la
distribucién se extiende hasta —128 céls,

URETANO

r &
FRECUENCIA
@ (clones mwh por
individuo)
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1" "CLON {células) = =8

Fig. 3.68, Tamaiio y distribucién de los clones mwh/individuo en larvas alimentadas con uretano de las 72
. -h de-edad hasta el final del IIE-estadio. La frecuencia méxima estd en los-clones de 1 cél- (20 mM) y la -
distribuci6n se extiende hasta —128 céls (10 mM).
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3.6 Frecuencm de las manchas gemelas por individuo

Con la prueba del ala (SMART) los valores significativos para gemelas/individuo fueron
pretratamiento (A1) 1 mM con Pb y testigos positivos, uretano 20 mM y MMS 1.2 mM . Las
frecuencias de las manchas gemelas/mdmduo/sexo no fueron analizadas de forma particular
con ninguna prueba estadistica. A continuacidn se representan graficamente las frecuencias
de las manchas gemelas/individuo (totales) y gemelas/individuo/sexo (hembras y machos).

La frecuencia fue mayor en los tratamientos con MMS que sin MMS (Figs. 3.69 y 3.70). Esto
es resultado del efecto alquilante directo del MMS sobre el ADN. Se sabe que la presencia de
bases con grupos alquilos pueden provocar ademas de los sitios AP, rompimientos en los
enlaces azacar-fosfato que generan rompimientos simples y dobles. La reparacién de estos
rompimientos por recombinacion de homologos (HRR) es una fuente de produccion de
manchas gemelas.

Las proporciones de manchas gemelas entre hembras y machos obtenidas en las series sin
MMS mostraron resultados heterogéneos ya que en los tratamientos con Ca” se presenta esta
diferencia solo en 5 de 10 tratamientos (Fig. 3.71) y con el Pb* en 6 de 10 tratamientos (Fig.
3.72). Estos resultados son dificiles de explicar porque las fuentes de esta variabilidad
pueden ser externas e internas. Como fuentes internas estan, entre otras, la accesibilidad de
los cationes al interior de la célula, la influencia de los mecanismos de homeotasis que deben
dispararse con la ingestién de concentraciones altas estos metales y la posible interaccion de
los metales con proteinas que se activan o desactivan con cationes divalentes, como la cinasa
de la DNA-PKcs que interviene en HRR.

En las series con sales metalicas y MMS hubo aumento de manchas gemelas, un mayor
nimero de manchas en hembras y heterogeneidad en los machos. El que las manchas
gemelas hayan sido mas abundantes en los pretratamientos apoya la hipotesis de un evento
oxidante provocado por la manipulacién de las larvas. Por otro lado, la hipersensibilidad al
MMS mayor en hembras, podria derivar de la presencia de un elemento sensible al MMS que
participe en HRR.

El pretratamiento con Ca* y MMS produjo mayor frecuencia de este tipo de manchas que el
post-tratamiento con MMS (Fig. 3.73). En las series de Pb* el mayor numero de manchas
gemelas en hembras se encontr6 en el pretratamiento con 0 mM (B1), en tanto que con las
concentraciones de Pb* se observd una tendencia a la disminucion de la diferencia entre las
hembras y los machos (Fig. 3.74). .Estas tendencias sugieren un efecto modulador de estos
metales. Sin embargo esto no fue demostrado con el andlisis de las manches totales/individuo
con ANOVA vy las pruebas no paramétricas '

En el testigo positivo MMS (C5). 1.2 mM la frecuencia total-de manchas gemelas/individuo -

fue mucho mayor que en (C1) 0 mM, pero no se observa la diferencia entre las frecuencias de
hembras y machos (Fig. 3.75). En este tratamiento crénico, aunque la concentracion del
alquilante es menor, permite una mayor exposmlon de las larvas al mutageno, por lo que la
frecuencia total de manchas gemelas es muy superior a la obtenida con el tratamiento agudo.

Con éste si se obtiene una aparente diferencia entre hembras y machos, ain en los testigos

"¢/mm. Lo anterior podria explicarse como resultado de la concentracién 12 mM MMS. Se
han reportado genes que no son sensibles a dosis bajas: de MMS y que solo se expresan en
dosis altas del mutageno (APENDICE, Tabla 1.1).
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[—4—PRE ~4=POST —d—PRE ,MMS —I—POST, MMS |

o —--.';‘.-—-—-—__.v‘
- . » e gyt— e 5
0 mM c/mm & mM 0.1 mMm 0.5 mM 1.0mM
[NITRATO de Ca]

Fig. 3.69. Efecto del Ca®" sobre )a frecuencia de manchas gemelas/individuo después de alimentar a

larvas de 48 h (pretratamiento) o 74 h (post-tratamiento) con nitrato de calcio con y sin MMS a las 72
h. Hay una tendencia a mayor nitmero de manchas en Pre-MMS vs Post-MMS, Los tratamientos sin
MMS no presentaron diferencias entre si.

FRECUENCI

Pb?
MANCHAS GEMELAS / INDIVIDUO

| ——PRE —a— POST —a— PREMMS —{3- POST, ms|

6 -

5

4

|,

2

1

] — el ——— et
0mMc/mm omM 0.1 mM 0.5 mM 1.0 mM

[nitrato de Pb]

Fig. 3.70. Efecto del Pb** sobre la frecuencia de manchas gemelas / individuo después de

alimentar a larvas de 48 h (pretratamiento) o a las 74 b (post-tratamiento) con nitrato de plomo
.conysin MMS alas72h.

101




PRE Y POSTRATAMIENTO CON Ca®*
MANCHAS GEMELAS EN HEMBRAS Y MACHOS

B HPRE Ca2+ mMPRE Ca2+ O H,POST Ca2+ @ M,POST Ca2+

0.35
03
0.25
02
0.15
0.1
0.05

FRECUENCI

0 mMc/mm oOmM 0.1 mM 0.5 mM 1.0 mM
[nitrato de Ca]

Fig. 3.71. Efecto del Ca®* sobre la frecuencia de las manchas gemelas/individuo en hembras (H) y
machos (M), después de alimentar a larvas de 48 h (pretratamiento) o de 74 h (post-tratamiento) con
nitrato de calcio , sin MMS (C0). Sélo en 5 de 10 tratamientos la frecuencia de manchas es mayor en las
hembras

PRE y POSTRATAMIENTO CON Pb**
MANCHAS GEMELAS EN HEMBRAS y MACHOS

aH, PRE Pb2+ mM, PRE Pb2+ mH, POST Pb2+ mM, POST Pb2+
0.35
03
025
02
0.15
0.1
0.05

" FRECUENCI

0mMc/mm 0mM 0.1 mM 0.5 mM 1.0mM
[nitrato de Pb]

Fig. 3.72. Efecto del’ l'h’_+ sobre la frecuencia de las manchas gemelas/individuo/sexo después de
" alimentar a larvas de 48 h (pretratamiento) o de 74 h (post-tratamiento) con nitrate de plomo, sin MMS
(C0). Sélo en 6 de 10 tratamicntos se observa una frecuencia mayor en las hembras.
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PRE y POSTRATAMIENTO CON Ca* y MMS
MANCHAS GEMELAS EN HEMBRAS Y MACHOS

@ HPRE Ca2+,MMS g MPRE Ca2+,MMS @ H,POST MMS, Ca2+ @ MPOST MMS, Ca2+ I

7
8
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w
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‘ _[nitrato de Ca}

Fig. 3.73. Efecto del Ca** sobre la frecuencia de las manchas gemelag/individuo/sexo después de
alimentar a larvas de 48h (pretratamiento) o de 74 h (post-tratamiento) con nitrato de calcio y MMS a
las 72 h. Se observa una frecuencia mayor en las hembras de testigos y tratamientos. ’

PRE y POSTRATAMIENTO Pb?* y MME
MANCHAS GEMELAS EN HEMBRAS y MACHOS

@ H,PRE Pb2+ MMS @ MPRE Pb2+,MMS @ H POST MMS, Fo2+ @ MPOST MMS, b2+

FRECUENCI

omM c/mm 0omMm 0.1 mM 0.5 mM 1.0 mM
[nitrato de Pb]

" Fig. 3.74. Efecto del Pb** sobre Ia frecuencia de las manchas gemelas / individuo en hembras (H) y
machos (M) después de alimentar a larvas de 48 h (pretratamiento) o de 74 h (post-tratamiento) con
nitrato de plomo y MMS a las-72 h. Se observa una frecuencia mayor en las hembras de testigos y
tratamientos. '
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18

MMS

MANCHAS GEMELAS / INDIVIDUO

B HEMERAS B MACHOS B

14
12
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FRECUENCI

o N A 9

DOSIS

Fig, 3.75. Frecuencia de las manchas gemelas/individuo en hembrs y machos después de alimentar las
larvas con MMS de las 72 h al final del Il estadio. Las frecuencnas en bnmbras y machos fieron 15,067

¥ 14.133 respectivamente.

0.35

URETANO

- MANCHAS GEMELAS

@HEMBRAS @ MACHOS @

0.3
0.25

0.2

0.18

FRECUENCI

0.1

. OmM

.

[uretano]

- SmM, o 1omM

Fig,3.76. Frecuencia de las manchas gemelas/individuo en hembras y machos después de alimentar
con uretano larvas de las 72 h al final del ITI estadio. Hay una heterogeneidad: en 5 mM la frecuencia

es mayor en machos, los valores son iguales en 10 mM y en 20 mM ésta es mayor en las hembras,
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En el testigo positivo uretano hubo heterogeneidad representada por mayor frecuencia en machos de
. {C2) 5 mM, valores iguales con (C3) 10 mM y mayores en hembras del tratamiento (C4) 20 mM
(Fig.3.76). Esto indica que la sensibilidad de los sexos para manchas gemelas depende de la
concentracion del promutageno.

La frecuencia de manchas gemelas/individuo con uretano fue notablemente mas baja que con el

- MMS .Ya se ha mencionado que el primero es un promutdgeno que debe ser activado por la familia
de enzimas Citocromo P450 para provocar un efecto genotoxico. En las moscas de la cruza estandar
los genes para estas enzimas son regulados y la activacion xenobiética no.es muy alta. De ahi que
las frecuencias de manchas gemelas sean mucho mas bajas que con MMS, que es un agente
alquilante directo. Con estas frecuencias bajas se comprobé que la linea flr;/l‘ M3, Bd” que se uso
para la cruza estandar tiene regulados los genes del Citocromo P450.

3.7. Interpretacion de los resultados de ANOVA factorial

Interpretar y explicar los resultados de ANOVA de cuatro factores es una tarea complicada. Un
experimento factonal permite la separacién y evaluacion de los efectos de cada uno de dos o mis
factores, que afectan a cada una de las unidades experimentales. Lo anterior permite ademads, la
deteccion de los efectos de interaccion entre dos o mas factores. La interaccion se da cuando el
factor 1 puede tener efectos diversos si actua en presencia de del factor 2, a diferencia de cuando
este ultimo no esta presente (Schefler, 1981),

En las Tablas 2.1 y 2.2 de la seccion de Materiales y Métodos se presentaron los factores y niveles
considerados en este trabajo. La complejidad derivada de éste y su analisis, puede reducirse al
analizar por separado, con ANOVA, los datos de:

a) Manchas obtenidas con los experimentos (B1 a B4), sin los testigos de manipulacidn minima
(c/mm B0)

b) Manchas obtenidas entre los testigos con manipulaciébn minima (c/mm B0) y los testigos
paralelos (B/). .

En parrafos anteriores se ha destacado la influencia que los testigos con manipulacién pudieran
tener en los resultados descritos. Para demostrar si la diferencia se mantiene eliminando este testigo
se hizo el ANOVA de las manchas obtenidas con los experimentos (B1 a B4), sin los testigos de
manipulacién minima (c/mm B0) (APENDICE, Tablas 3.24 y 3.25). Las diferencias causadas por
un nimero mayor de manchas en los pretratamientos y en las hembras se mantienen presentes. Esto
ocurrié igual para ambos nitratos. Se demuestra que los factores Ca y Pb no son significativos y que
hay mas interacciones significativas con el nitrato de Pb, to cual se explica por la heterogeneidad ya
descrita antes. Lo importante de este analisis es.que aun quitando el testigo BO- se mantienen las-
diferencias encontradas previamente, con ambos nitratos..
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3.7.1. ANOVA de manchas totales/individuo en los tratamientos Bl, B2, B3 y B4

Interaccién para arcosenoh(y). Efecto (C} MMS * (A) Tratamiento * (B) Ca(NO3)2 * (D) Sexo
Barra: + 1 Error estdndar

" Intaraction Lina Plot for arcsinh(y)
Effact: (C) MMS * (A) Treaatment * (B) Ca(NO3)2 * (D) Su
Error Bars: £ 1 Standard Error(s)

a4
35 7
3-
25
5 L
& 5 4 - F
= = M
8 7
15 1
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0 ey v v e — r s
2 833 23833 & 883 =&
2=z 2IIA < < << d3d3d37
8888 8888 o060 OO0 0O
Cell
PRETRATAMIENTO  POST-TRATAMIENTO PRETRATAMIENTO  POST-TRATAMIENTO
SIN MMS CON MMS

Fig. 3.77. Interacciones de loy promedms 0 medlas aritméticas de las manchas totales/individuo(y) en los
tratamientos con nitrato de Ca, sin y con MMS. Se excluyeron los testigos con manipulacidn minima (c/mm). Los
valores son mayores en los pretratamientos y las hembras.
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Interaccién para arcosenoh(y). Efecto (C) MMS * (A) Tratamiento * (B) Pb(NO3)2 * (D) Sexo
Barra: 1 Error estdndar

Interaction -Llne Plot for arcsinh(y)
Effect: (C) MMS * (A) Treatm, * (B) Pb{NO3)2 * (D) Sex
Error Bars: £ 1 Standard Error(s)

35

2.5 9

Cell Mean
g M

Co, AL, Bl
€O, A1, B2 1
Co, A1, B3 1
Co, A2, B1
€0, A2, B2 1
C0, A2, B3
Co, A2, B4 1
C1,Al, Bl
C1,A1,B2 1
C1,A1,B3 1
C1,Al B4 1
c1, A2, Bl
C1,A2,B2 1
Cl, A2, B3
C1,A2,B4 1

Cell

PRETRATAMIENTO POST-TRATAMIENTO PRETRATAMIENTO = POST-TRATAMIENTO
SIN MMS CON MMS

‘ Fig. 3.78. Interacciones de los promedios o medias aritméticas de las manchas totalesindividuo(y) en los
tratamientos cop nitrato de Pb, sin y con MMS. Se excluyeron los testigos con manipulacion minima (c/mm). Los
valores son mayores en los pretratamientos y Ias hembras,
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Interpretacion de ANOVA factorial de manchas totales/individuo obtenidas con nitrato de Ca (Bl a

B4}, sin los testigos de manipulacién minima (c/mm B0)

Interaction Line Piot for arcsinh(y)
Effect: (C) MMS * (A) Treatment
Error Bars: + 1 Standard Error(s)

3 -
25 1
. C y
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§1,5 - -0 Al
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Cell
interaction Line Plot for arcsinh(y)
Effect: {B) Ca{NO3)2 * (C) MMS
Error Bars: £ 1 Standard Error(s)
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3N o— L . ™ =
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' Bl B2 B3 B4
Cell

Fig. 3.79-Ca. Interaccién para los

promedios 0 medias aritméticas

de arcosenoh(y).

Efecto: (C) MMS * (A)

Tratamiento

Barra: t 1 error estindar

¢ Principal efecto altamente
significativo: tratamiento con
MMS.
Las moscas alimentadas con
MMS (C1) tienen una frecuencia-
mucho mayor de manchas que
las moscas no alimentadas con
MMS (CO0).

e Efecto significativo:
Tratamiento.
La unidn de todos los datos
muestra que el pretratamiento
(A1) produjo mucho mas
manchas que el post-tratamiento
(A2) | '

¢ Las lineas son casi paralelas: por
lo tanto la interaccion MMS *
Tratamiento no es significativa

Fig. 3.80-Ca. Interaccion para los
promedios 0 medias aritméticas
de arcosenoh(y)
Efecto: (B) Ca(N03)2* (C) MMS
Barra: £ 1 error estindar
» Efectos no significativos:
las concentraciones de nitrato de
Ca (B1 a B4). Las lineas son
casi horizontales tanto para las
moscas alimentadas con MMS
(C1) como para las alimentadas

- sin MMS (CO) en todos los ‘ T

niveles de exposicion al nitrato
de Ca, desde 0 mM (B1) hasta
1 mM (B4)
e Las lineas para los niveles COy
C1 son casi paralelas: entonces
la interaccion MMS * nitrato de
Ca no es significativa
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Interaction Line Plot for arcsinh(y)
Effect: (C) MMS * (D) Sex
Error Bars: £ 1 Standard Error(s)
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Effect: (B) Ca(NO3)2 * (D) Sex
Error Bars: £ 1 Standard Error(s)
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Fig. 3.81-Ca. Interaccién para los
promedios o medias aritméticas
de arcosenoh(y).

Efecto: (C) MMS * (D) Sexo

Barra: t 1 error estdndar

¢ Efecto significativo principal:
Sexo.

En general las hembras (F)
tienen mayor frecuencia de
manchas que los machos (M), ya
sea alimentadas con MMS (C1)
o sin MMS (C0)

o La diferencia entre los sexos es
mas pronunciada entre las
moscas alimentadas con MMS
(C1) que sin MMS (C0) como lo
muestran las pendientes de las
lineas: entonces la interaccion
MMS * Sexo es significativa

Fig. 3.82-Ca. Interaccion para los
promedios o medias aritméticas
de arcosenoh(y).

Efecto: (B) Ca(N03)2* (D) Sexo

Barra: * 1 error estindar '

e Mientras que el factor nitrato de
Ca (B1 a B4) no es significativo
por si mismo (véase arriba Fig.
2-Ca), la interaccién Sexo *
nitrato de Ca si lo es. Esto
parece deberse a una tendencia
general para una variabilidad
mayor en la obtencion de
manchas entre las hembras (F) si
las comparamos con los machos
(M) en los diferentes niveles Bl
a B4, independientemente de
que hayan sido alimentadas con-
MMS o no. Sin embargo no hay
una dependencia sistemética a la

- dosis en los niveles de Ca, desde
0 mM (B1) hasta 1 mM (B4) lo
cual es evidente en las lineas de
esta gréfica.
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Cell Mean

Fig. 3.83-Ca Interaccibén para los

IE:?HCHOC)“ :‘-'ﬂ':’estlﬂéfor arcsinh(y) promedios 0 medias aritméticas
ect: ( (D) Sex * (A) Treatment
35 Error Bars: + 1 Standard Error(s) ' g:e::;f?gl;:;‘a(g 1 (D) Sexo * (A)
; Tratamiento
31 Barra: £ 1 error estindar
. ] e Lainteraccion MMS * Sexo *
€ Tratamiento es significativa.
g 27 e Como ya se ha mencionado, los
5 15 pretratamientos (A1) generaron
. frecuencias un poco mayores
17 que los post-tratamientos (A2).
5 La interaccién es significativa,
. porque entre las moscas no
0 * i ' ’ - alimentadas con MMS (C0) este
Co,F  COM CLF CLM efecto fue més pronunciado

Ce"_ entre las hembras (F), mientras

que en las moscas alimentadas
con MMS (C1), la diferencia
entre los tratamientos es en los
machos (M).

Fig. 3.84-Ca. Interaccién para los

Interaction Line Plot for arcsinh(y) promedios o medias aritméticas
Effect: (C) MMS * (B) Ca(NO3)2 * (A) Treatment de arcdsenoh(y).

35 Error Bars: £ 1 Standard Error(s) Efecto: (C) MMS * (B) Ca(N03)2

* (A) Tratamiento
37 Barra: £ 1 error estandar
25 1 ¢ Similarmente la interaccién
1 MMS * Tratamiento * nitrato de
2 Ca es significativa.
1.5 1 Se observa la tendencia a un
l namero mayor de la frecuencia
17 de manchas en el pre-
5 tratamiento (A1) comparandola,
con el post-tratamiento (A2). La
0 A E :B' ‘:ﬁ @ g interaccion fue sig'niﬁcativa,
© @ @ 4 @ a a porque la diferencia no fue
8 8 8 8 cell 8 8 8 © siempre igualmente
e

pronunciada. Esta fue expresada

o . .. adiferentes niveles de nitrato de.
Ca (B1-B3, 0 mM - 0.5 mM)
entre las moscas no alimentadas
con MMS (C0) en comparacion
con las moscas alimentadas con
MMS (C1) donde se muestran
por arriba solamente dos niveles
OmM (Bl)y 1 mM (B4) de
nitrato de Ca.
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Interpretacion de ANOVA factorial de manchas totales/individuo obtenidas con nitrato de
Pb (Bl a B4), sin los testigos de manipulacién minima (¢/mm B0)

Interaction Line Plot for arcsinh(y)
Effect: (C) MMS * (A) Treatment
Error Bars: £ 1.Standard Error(s)
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2.25 7
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Cell Mean
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co
Cell

Cl

Fig. 3.85-Pb Interaccién para los
promedios o medias aritméticas
de arcosench(y).

Efecto: (C) MMS * (A)

Tratamiento

Barra: 1 1 error estindar

¢ Principal efecto altamente
significativo: tratamiento con
MMS. Las moscas alimentadas
con MMS (C1) tienen una
frecuencia mucho mayor de
manchas que las moscas no
alimentadas con MMS (CO0).

e Efecto
significativo: Tratamiento.

La unién de todos los datos
muestra que el pretratamiento
(A1) produjo mucho mas
manchas que el post-tratamiento
(A2)

e Las lineas con sus pendientes
son casi paralelas: por lo tanto la
interaccidon MMS * Tratamiento
no es significativa

Comparacidn con los experimentos realizados con el nitrato de Ca:

El principal efecto altamente significativo se presenté en los factores. MMS y Tratamiento. De
igual manera no hubo interaccion y se obtuvo una grafica muy similar (Fig. 3.79-Ca). Sin
embargo, la induccién de manchas por MMS fue algo superior con el nitrato de Ca.
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Fig. 3.86-Pb Interaccién para los

Interaction Line Plot for arcsinh(y) promedios 0 medias aritméticas
Effect: (B) Pb(NO3)2 * (C) MMS de arcosenoh(y)

Error Bars: + 1 Standard Error(s) Efecto: (B) Ph(N03)2 (C) MMS

.3 :
2.75 7 n'\ﬁ———b\ﬁ Barra: + 1 error estindar
25 7 s Efectos no significativos:
2.25 7 _ ' las concentraciones de nitrato de
S 27 ‘ Pb.
E 1:2 : : e co ® 'Laslineas s;on casi horizontales
3..2 ] - o1 tanto para las moscas
1.25 ] _ ) alimentadas con MMS (C1)
; ; i como para las no alimentadas
10 o o—D con MMS (C0), _er.lltodos.los
25 . ] — . niveles de exposicion al nitrato
Cell - mM (B4)

¢ Sin embargo hay una ligera
disminucién en un grupo de
medias aritméticas de las moscas
tratadas con MMS (C1), desde el
testigo para el nitrato de Pb 0
mM (B1) hasta la concentracion
mas alta 1 mM (B4): por lo que
la interaccion MMS * nitrato de
Pb es significativa.
Comparaclon con los experimentos realizados con el nitrato de Ca
Se encontrd un trazo semejante al obtenido con el nitrato de Ca, pero la interaccion concentracion
de nitrato de Ca * MMS no fue significativa (Fig. 3.80-Ca). En todos los niveles del factor nitrato
de Ca se encontraron frecuencias de manchas muy uniformes entre los grupos de moscas
alimentadas sin MMS , asi como en los grupos de moscas alimentadas con MMS.
Fig. 3.87-Pb Interaccién para los
Interaction Line Plot for arcsinh(y) promedios o medias aritméticas
Effect: (C) MMS * (D) Sex de arcoSenoh(y);

Error Bars: £ 1 Standard Error(s) Efecto: (C) MMS * (D) Sexo

3
1 ‘Barra: £ 1 error estdndar
25 Efecto significativo principal:
| Sexo.Las hembras (F) tienen en
e 27 general mayor frecuencia de
2 15 manchas que los machos (M), ya
z sea que hayan sido alimentadas
RPN con MMS (C1) o sin MMS (C0)
e La diferencia entre los sexos es
5 7 més pronunciada entre las
moscas alimentadas con MMS
0 co c1 (C1) que entre las moscas
Cell . _ , alimentadas sin MMS (C0)

como se muestra por las
pendientes de las lineas, por lo
que la interaccion MMS * Sexo
es significativa
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Comparacion con los experimentos realizados con el nitrato de Ca:
El efecto significativo principal es €l mismo: Sexo. Hubo interaccion significativa entre MMS *
Sexo, por lo tanto la grafica obtenida con ¢l nitrato de Ca (Fig. 3.81-Ca) es muy similar a ésta.

Fig, 3.88-Pb Interaccién para los
Interaction Line Plot for arcsinh(y) promedios o medias aritméticas

Effect; (B) Pb{NO3)2 * (D) Sex
Error Bars: + 1 Standard Error(s)

1.9 4 -e- F
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1.7 1
=16
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Bl B2 B3 B4
Celt

Comparacion con los experimentos realizados con el nitrato de

de arcosenoh(y). .
Efecto: (B) Pb(N03)2 (D) Sexo
Barra: * 1 error estindar

Mientras que el principal efecto
del nitrato de Pb (B1-B4) no es
significativo por si mismo, la
interaccion Sexo * nitrato de Pb
es significativa como se muestra
con las lineas trazadas para las
hembras (F) y machos-(M). Esto
parece deberse a una tendencia
general para mayor variabilidad
en la recuperacion de manchas
entre ambos sexos a diferentes
niveles B1-B4 (especialmente a
B1 =0.1 mM), hayan sido
alimentados con MMS o no.

La ausencia de una dependencia
sistemética de la concentracion
en los niveles de nitrato Pb de 0
mM (B1) a 1 mM (B4) es
evidente en las lineas de esta
gréfica de interaccién

Ca:

Se ha visto que el principal efecto de la concentracién de sales metélicas con el nitrato de Ca,
tampoco fue significativo (Fig. 3.80-Ca). Hay interaccién significativa nitrato de Ca * Sexo
(Fig.3.82-Ca). Sin embargo la gréfica obtenida fue diferente, porque no contribuyen los mismos
grupos a la variabilidad (asistematica y dificil de explicar) en los diferentes niveles de sales

metalicas y Sexo.




Interaction Line Plot for arcsinh(y)
Effect: (B) Pb(NO3)2 * (A) Treatment
Error Bars: 1 Standard Error(s)
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Interaction Line Plot for arcsinh(y)
Effect: (D) Sex * (A) Treatment
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Fig. 3.89-Pb. Interaccién para los

promedios o medias aritméticas

de arcosench(y).

Efecto: (B) Pb(N03)2 " (A)

Tratamiento

Barra: 1 1 error estindar

¢ De la misma manera las lineas

" separadas del pretratamiento

(A1) y post-tratamiento (A2)
muestran la interaccion
significativa del nitrato de Pb *
Tratamiento, pero es evidente
que no hay una dependencia
sistemdtica de la concentracion
desde 0 mM (B1) hasta 1 mM
(B4). :
La interaccion se debe a
resultados divergentes de las
moscas pre-tratadas (Al) y post-
tratadas {A2) con O mM de
nitrato de Pb (B1) y la
concentracion mayor de 1 mM
(B4) al contrario que en los
niveles intermedios de 0.1 (B2)
y 0.5 mM (B3).

Fig. 3.90-Pb Interaccién para los
promedios o0 medias aritméticas
de arcosenoh(y).

Efecto: (D) Sexo ' (A) Tratamiento

Barra: + 1 error estdndar

e Como se muestra arriba
(Fig. 3.85-Pb) el principal efecto
Tratamiento fue significativo,
porque los datos acumulados de
los grupos de moscas pretratadas
(A1) tienen méas manchas que las
moscas post-tratadas (A2).

o Sobre todo, las hembras tienen
mas manchas que los machos.
Esto’es lo que da un efecto
principal Sexo.

e Las lineas paralelas de esta
figura muestran que en todos los
datos acumulados, la interaccibn
Sexo * Tratamiento noes -
significativa
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Interaction Line Plot for arcsinh(y}

Effect: (D) Sex * (B) Pb(NO3)2 * {A) Treatment Fig.3.91-Pb Interaccién para los

Error Bars: £ 1 Standard Error(s) promedios o medias aritméticas
de arcosenoh(y).
227 —— Efecto: (D) Sexo * (B) Pb(N03)2 "
24 A2 (A) Tratamiento
1.8 " Barra: £ 1 error estindar

e La grafica cambia cuando los

datos son analizados en detalle
= ) para los diferentes niveles (B1-
8124 ] o B4) de nitrato de Pb. Hay una
] interaccion de segundo orden

516 -
@ o
=144

14 .

4 entre Sexo * nitrato de Pb *
8 7 Tratamiento. Entre hembras, se
6 observa la diferencia en los

niveles B1 y B4 que explican la
significancia Sexo y Tratamiento
Cell ‘ (Fig.3.90-Pb). Entre los grupos
de machos, se comporta
diferente debido a la obtencién
excepcionalmente baja de
manchas en las moscas pre-
tratadas (A1) del nitrato de Pb
0.1 mM (B2). No hay
explicacion aparente para estas
diferencias entre los sexos, ni
tampoco para la falta de
dependencia sistematica de las
concentraciones del nitrato de
Pb (B1-B4).

F, B1 1
F, B2
F, B3
F. B4
M, Bl 1
M, B2
M, B3 1
M, B4

Comparaccén con los experimentos realizados con el nitrato de Ca:

Las interacciones anlogas a las ilustradas en para el nitrato de Pb en las Figs. 3. 88-Pb 2 3.91-Pb
no fueron significativas en los experimentos realizados con el nitrato de Ca, por lo cual no se
presentan. Esto contrasta con los expenmentos con nitrato de Pb. Definitivamente con el nitrato de
Pb los resultados son mas asisteméticos y dificiles de explicar, por lo que ANOVA resulta
compleja y poco facil de interpretar.
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Fig. 3.92-Pb Interaccién para los

Interaction Line Plot for arcsinh(y) promedios o medias aritméticas
Effect: (C) MMS * (D) Sex * (A) Treatment de arcosenoh(y). _

35 Error Bars: £ 1 Standard Error(s) Efecto: (C) MMS * (D) Sexo . (A)
' - Tratamiento '
37 Barra: + 1 error estdndar
26 e Lainteraccion MMS * Sexo *
S ) ] Tratamiento no es significativa
= ; como se muestra en las lineas
®15 7 casi paralelas. Como ya se ha
] mostrado (Fig. 3.85-Pb), los
1] pretratamientos (A1) produjeron
5 mayores frecuencias de manchas
] ' ] que en los post-tratamientos
0 CO.F  COM 01., F 01" M (A2). La interaccién no es
Cell significativa porque entre las
moscas no alimentadas con
MMS (C0) o alimentadas con

MMS (C1), la respuesta al
tratamiento fue semejante entre
los dos sexos, a pesar de que las
hembras tienen méas manchas,
especiaimente en las moscas
tratadas con MMS (Fig. 3.87-
: : Pb).

Comparacion con los experimentos realizados con el nitrato de Ca:

La interaccién MMS * Sex * Tratamiento es la (inica interaccién que fue significativa con nitrato

de Ca (Fig. 3.83-Ca), pero no lo fue con el nitrato de Pb. No hay explicacion satisfactoria para la

significancia comentada. Asi como se muestra ausencia de significancia con el nitrato de Pb, la

interaccion numéricamente significativa con nitrato de Ca puede ser considerada mas bien casual

que causal. '
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Interaction Line Plot for arcsinh{y i - i
Effect:(C) MMS *(B) PbiNOAJ2  (A) Treatment 118 3.55-P Intecaccion para los
Error Bars: + 4 Standard Error(a) . promedios o medias aritméticas

de arcosenoh(y).
357 Efecto: (C) MMS * (B) Pb(N03)2
(A) Tratamiento
Barra: £ 1 error estindar
¢ Lainteraccion MMS *
Tratamiento * nitrato de Pb es
significativa. La tendencia para
obtener mayor frecuencia en el
pretratamiento (Al) en
oposicion al post-tratamiento
(A2) se muestra en esta grafica.
ey La interaccién es significativa
2 & porque la diferencia no fue
- siempre igualmente
O O .
Cell - pronunciada.
Esto no se expresa con nitrato de
Pb 0.5 mM (B3) en moscas sin
‘MMS (C0). Sucede algo
semejante en moscas
alimentadas con MMS y nitrato
de Pb 0.1 mM (B2). No existe
explicacion posible para las
diferencias numéricas en
algunos niveles B.

n
g w
I

. Cell Mean
—
[% N
ra |

Co, B1
Co, B2
CO, B3 1
Co, B4
Cl,B1 1
C1, 82

Parece que la ligera tendencia de disminucion del nivel B1 (0 mM) al nivel B4 (1 . mM) en moscas
alimentadas con MMS y tratadas con nitrato de Pb (Fig. 3.86-Pb arriba) podria resultar de reunir datos
dispares de los pretratamlentos y post-tratamientos. Al menos para los pretratamientos (A1) esta tendencia no
existe. En los post-tratamientos (A2), no se puede probar lo anterior. Al realizar las comparaciones detalladas
entre dos muestras con la prueba de U para el factor Pb de los grupos post-tratados con diferentes niveles de
este nitrato y su correspondiente testigo paralelc 0 mM (Bl) el efecto no fue significativo (véase
APENDICE, Tabla 3.12, tltima seccion, Post-tratamientos MMS-Pb). Esto es un argumento fuerte en contra
de dicha tendencia.

Camparac:dn con los experimentos realizados con el nitrato de Ca:

Una interaccién significativa entre MMS * Sales metalicas * Tratamiento también caracteriza al protocolo
con Ca. Sin embargo el patrén de variabilidad entre sus grupos fue diferente (Fig. 3.84-Ca). En ambos casos, -
con ¢l nitrato de Ca asi como con el de Pb, las causas para la falta de datos sistematicos y una variabilidad
compleja entre los grupos es indeterminada.

Conclusiones generales del andlisis con ANOVA sin testigos de manipulacion minima (B0)

Los resultados de ANOVAs hacen la interpretacion dificil. Sin embargo el resultado principal de ambos
protocolos (nitrato de Ca y nitrato de Pb) es que no se encontré un efecto principal de las concentraciones de
sales metalicas que se reflejara en una correlacion o en un efecto verdaderamente sistematico con las
concentraciones de sales metalicas. Particularmente, las interacciones sngmﬁcatwas entre MMS * Sales
metalicas * Tratamiento no deberian ser sobreinterpretadas.
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3.7.2. Interpretacidn de ANOVA JSactorial de manchas totales/ individuo obtenidas entre los testigos de
manipulacién minima (B0) y los testigos paralelos (B1)

En este trabajo se ha demostrado que la alimentacion con MMS causa un aumento de manchas en las
hembras. También se ha establecido que estos valores son superiores en los pretratamientos (Al) al contrario
que en los post-tratamientos (A2). También se ha explicado que en los post-tratamientos no hay diferencias
entre BO y B1. Se propuso que las diferencias podian derivar de la manipulacion de las larvas en los testigos
paralelos de los pretratamientos (C0,A1,B1 y C1,A1,B1). _

Con el objeto de conocer si efectivamente la manipulacion de-los testigos paralelos causé las diferencias con
los testigos de manipulacion minima (c/mm BO0), se hizo por separado el ANOVA factorial de los datos de
los testigos agua (CO, BO y B1) y 12 mM MMS (C1, BO y B1). Los resultados son los siguientes:

1. La Unica diferencia consistente entre los testigos de manipulacion minima (BO) y los paralelos (B1), de las
dos series de experimentos que buscaban demostrar el efecto del Ca y del Pb, se encontré entre las moscas
pretratadas (A1) (Fig.3.94). Esta diferencia fue causada por:

I. Un aumento en el nimero de manchas en los machos de los testigos paralelos alimentados con MMS
(véase A1,C1,M,Ca,Bl y A1,C1,M,Pb,B1 en la grafica de distribucion (Fig. 3.95) al contraric de lo obtenido
en los testigos con manipulacién minima (B0) _ _

2. Un aumento del nimero de manchas en las hembras de los testigos paralelos alimentadas sin MMS (véase
Al,C0,F,Ca,Bl y A1,CO,F,Pb,B1 en la grafica Fig.3.95 al contrario de lo obtenido en los testigos con
manipulacion minima.

En los resultados de ANOVA, para estos datos transformadas en arcosenoh (APENDICE, Tabla 3.26) se
obtuvieron los siguientes resultados: _
- Un efecto principal significativo del factor (B) Manipulacion (p=0.0050) indicando una tendencia
general de aumento de la frecuencia entre los testigos paralelos, si todos los datos son acumulados.
- Una interaccién de primer orden entre (A) Tratamiento * (B) Manipulacién (p=0.0013), donde la
diferencia estd en los pretratamientos (A1) y no en los post-tratamientos (A2).
- Una interaccién de segundo orden entre (B) Manipulacién * (C) MMS * (D) Sex (p=0.0017), porque
. los efectos son evidentes en los sexos opuestos, dependiendo si ¢l tratamiento fue con agua (COYo -
con MMS (C1).
Todas las interacciones con el factor (B) Manipulacién no fueron significativas con ANOVA de cinco vias
(p>0.05). En las series experimentales con el factor (Ca,Pb) no hay efecto significativo principal, ni
interacciones significativas, porque en todos los testigos analizados en esta seccion la concentracion de
nitratos es de 0 mM.. :
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Interaccién de los datos transformados en arcosenoh(y) para testigos con manipulacién minima
(B0) y paralelos (B1)

Efecto: (A) Tratamiento * (C) MMS * (D) Sexo.* (Ca,Pb) Series * (B) Manipulacién

Barras; = 1 Error estindar
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Fig. 3.94. La interaccién de los promedios o medias aritméticas de las manchas totales/individuo en las hembras (F)
y machos (M) en los testigos con manipulacién minima (B0) y paralelos (B1) comprobé que la diferencia reside en el
pretratamiento (A1).En el post-tratamiento no hay diferencias..
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Factores. (A) Tratal_niento,'(C) MMS, (D) Sexo, (Ca,Pb) Series, (B) Manipulacién
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Fig. 3.95. Distribucién de los individuos con manchas totales de los testigos con manipulacién minima (B0) y paralelos
(B1). En los paralelos las diferencias residen en el pretratamiento, donde las hembras sin MMS y los machos con MMS
tienen mas manchas,




4. DISCUSION
4.1. Efectos del MMS

Frecuencia de las manchas

En ausencia de MMS, los resultados de SMART mostraron que la frecuencia de manchas fue
mayor para pequefias, después grandes y gemelas, lo que concuerda con lo esperado cuando
no hay efecto genotdxico (Graf, 1995). -

El tratamiento agudo con MMS (12 mM) de las 72 a 74 h de edad larvaria en las series de
tratamientos y el ¢ronico en el testigo positivo con 1.2 mM de las 72 a las 120 h, produjo
diferencias significativas con cantidades mayores de grandes, después de gemelas y de
pequefias. La distribucién asimétrica de las manchas totales/individuo(y) fue como se
esperaba para un compuesto genotéxico como el MMS (Frei y Wiirgler, 1995) en
comparacion con la distribucién de Poisson que se obtiene con el disolvente, en este caso
agua bidestilada o cuando no hay efecto genotéxico. Lo anterior concuerda con datos previos
obtenidos con esta prueba, para evaluar el efecto del MMS (Graf, 1995) .

Tamaho de los clones mwh y distribucidn

En todas las series de tratamientos con y_sin MMS y en los testigos positivos MMS y
uretano, el tamafio de los clones mwh y su distribucion, coincidi6 con lo previamente descrito
para larvas alimentadas o no con MMS (Graf, 1995). '

Manchas gemelas

Las series pretratadas a las 48 h con sacarosa al 3% y levadura seca en polvo, con o sin iones
metalicos, mostraron baja frecuencia de manchas gemelas y variaciones heterogéneas en la
frecuencia en los dos sexos. Cuando estas series se trataron con MMS (12 mM) por 2 h,
aumentaron las diferencias entre ambos sexos en todos los casos. En los post-tratamientos las
diferencias entre las hembras y los machos fueron menores. Sin embargo, no se hizo
ANOVA factorial o alguna otra prueba estadistica para estos datos, por lo que las diferencias
no fueron comprobadas en forma estadistica.

El tratamiento crénico con MMS (1.2 mM) hizo que la frecuencia de manchas gemelas se
incrementara, pero no se observo la aparente diferencia entre los sexos. En estos testigos
positivos, el efecto de MMS no produjo esta diferencia. Con el testigo positivo uretano s6lo
la exposicion mayor (20 mM) caus6 diferencias en las frecuencias de manchas gemelas entre
hembras y machos. Es conveniente analizar de manera estadistica estas diferencias para
comprobar si se requieren ciertas condiciones como concentracion (20 mM de uretano y 12
mM de MMS) o la interaccién entre determinados factores Tratamiento * MMS), para
inducir diferencias significativas en los procesos de recombinacion entre homologos que se
__manifiestan en las diferencias.de las frecuencias de.las manchas gemelas entre los sexos.

4.2. Efectos del sexo

En la prueba del ala se ha demostrado que ain en la muestra testigo existe una
sobredispersion debida a que las hembras tienen méas manchas que los machos (Frei y
Wirgler, 1995). Sin embargo para contender con esto se mantuvieron constantes las
proporciones de hémbras y machos al “acumular los datos de 10s” dos experimentos
independientes para cada serie de tratamientos. En este trabajo las hembras alimentadas con
MMS presentaron una cantidad significativamente mayor de manchas totales que los
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machos, pero también en los pretratamientos sin MMS que fueron manipulados (B1=0 mM)
En los post-tratamientos, con ambos iones y sin MMS, no se observd esta diferencia
significativa, aunque hay cierta tendencia al aumento de manchas en las hembras. En los
testigos positivos MMS (1.2 mM) y uretano (20 mM) se encontraron diferencias
significativas en la frecuencia de manchas totales entre hembras y machos. La distribucion
asimétrica de las manchas totales / individuo (y) en hembras, tendiente hacia la derecha, fue
mayor en las series con MMS. La prueba no paramétrica de U, menos exigente con respecto
a la distribucién, confirmé los resultados de ANOVA vy la correccién de Bonferroni-Dunn
~ para ANOVA, para el factor Sexo. | :
Las diferencias entre la frecuencia de manchas totales entre hembras y machos, podria ser
explicada si se comprobara que existe en alguna de las lineas utilizadas para estos
experimentos un elemento sensible al MMS y a la manipulacion de las larvas de 48 h de
edad. La presencia de un elemento de este tipo, podria incidir en el aumento significativo del
dafio en las hembras con respecto al dafio en los machos, bajo ciertas condiciones de
tratamiento. '

4.3. Efectos de los tratamientos

Los pretratamientos se realizaron en presencia de levadura seca pulverizada y una solucion
de sacarosa al 3% (B1) 0 mM o soluciones de la sal metalica (B2) 0.1, (B3) 0.5 y (B4) 1 mM
en sacarosa al 3%, de las 48 a las 72 h de edad. Los resultados mostraron incremento en la
frecuencia de manchas totales/individuo(y) de los testigos (B1) 0 mM 6 (B1) MMS 12 mM,
en contraste con los que se manipularon minimamente a esa edad (B0) 0 mM s/m, con o sin
12 mM de MMS. La levadura y la sacarosa se utilizaron como fuente de alimento para las
larvas, con el fin de asegurar su desarrollo, impedir un retraso y una variacion en la
frecuencia de manchas que podria deberse a una edad menor a la calculada (Graf, 1995). Sila
manipulacion de las larvas con el pretratamiento las hubiera dafiado impidiéndoles por
ejemplo, ingerir adecuadamente, se habria retrasado su desarrollo. Lo anterior hubiera
causado en los pretratamientos, con MMS a las 72 h, una frecuencia de manchas menor y de
tamafio méas grande, que en los post-tratamientos y los testigos de manipulacion minima (BO)
OmM ¢/mm con MMS. Debido a que se ha comprobado que a menor edad larvaria, menor es
la frecuencia de manchas y su tamafio es mayor. Esta posibilidad se desecha porque se
observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos, con una cantidad més elevada
de manchas en los pretratamientos. Por otra parte, no se evidencian diferencias aparentes en
el tamafio de los clones mwh entre los dos tratamientos. -

En los post-tratamientos no se detectaron diferencias significativas, entre los testigos (BO) 0
mM s/my (B1) 0 mM con'y sin MMS, porque el tratamiento fue idéntico.

En los testigos positivos MMS 1.2 mM y uretano 5, 10 y 20 mM, las larvas sélo fueron
manipuladas a las 72 h de edad para separarlas del medio y afiadirlas al medio instantaneo.
. Por lo anterior es que fueron manipuladas atn menos -que en los post-tratamientos y no se
alimentaron con sacarosa al 3% y levadura seca como en los pretratamientos.

La manipulacion de larvas a las 48 h de edad tuvo un efecto en casi todas las series de
pretratamientos: las frecuencias de manchas totales y las diferencias en las hembras, fueron
‘mayores que en los post-tratamientos, en auserncia o en presencia de MMS.

Una explicacion tentativa a estos eventos podria ser que algin producto del metabolismo de
las levaduras, como €l H;O;, penetrara hasta la membrana nuclear y reaccionara con los iones
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de Fe o Cu para formar radicales libres (ROS) (Friedberg ef al., 1995).Sin embargo, la
colecta de huevos se hizo en todos los casos en una base de levaduras mas azicar, por lo que
las larvas de los post-tratamientos y de (B0) 0 mM c¢/mm, también estuvieron en contacto con
‘levaduras activas. La diferencia en los pretratamientos radica en la manipulacion de las larvas
a las 48 h y una exposicién mayor al aire a esa edad. Esto podria haber aumentado la
exposicion de las larvas a radicales libres (ROS) y ya se ha mencionado el efecto que éstos
tienen sobre el residuo de aziicar del ADN y las bases produciendo lesiones. La mayoria de
estas lesiones producen rompimientos de una sola hebra (SSBs) y son reparadas por escision
de bases (BER) (Horvathové et al., 1998).

Si se asume la presencia de al menos una enzima a las 72 h de edad, capaz de reparar
cualquier tipo de dafio derivado del estrés oxidante y/o alquilante derivado de los
tratamientos sin y con MMS, habria diferencias significativas entre los post-tratamientos y
los pretratamientos, lo cual se cumplid. Para explicar lo' anterior se requeriria que faltara un
componente a las 48-72 h de edad (segundo estadio), que estuviera involucrado en los
mecanismos de reparacion del dafio en el ADN. Este componente podria ser una enzima que
participara en la reparacién por escision de bases (BER), como una glucosilasa o por una
transferasa de la reparacion directa de dafios por alquilantes y ademas en la reparacion de los
dafios por estrés oxidante. En apoyo a lo anterior encontramos que en Drosophila sélo se ha
detectado actividad semejante a la uracil-ADN-glicosilasa en larvas de tercer estadio
(Deutsch, 1995). Ademés se ha reportado que en el segundo estadio esta ausente la 0%-MGT
11, que en Drosophila es capaz de aceptar metilos de los residuos de N7-MeG, N3-MeA y 0°-
. MeG y transferirlos a la cisteina de la transferasa (Dusenbery y Smith, 1996). '
Una enzima que tiene participacion en los procesos de reparacién por actividad liasa AP, de
los dafios provocados por agentes alguilantes, estrés oxidante, recombinacion de homologos
(HRR) y que es dependiente de Mn®’, es la proteina I para reparacion por recombinacion
codificada por el gen Rrp/. . '
La hipersensibilidad al MMS, al tratamiento oxidante, el aumento de manchas gemelas en
hembras en un mecanismo aparentemente dependiente de la concentracion del mutageno, la
heterogeneidad observada en las moscas alimentadas con MMS y los cationes divalentes, son
varios eventos que pueden tener multiples origenes. Todos ellos coinciden con las funciones
del gen Rrp! localizado en el brazo izquierdo del cromosoma 2. Sin embargo no se conocen
mutantes de este gen en Drosophila melanogaster y la identificacion del gen o los genes que
intervinieron en los resultados de estos ensayos van mas alla de los alcances de este ensayo a
plazo corto y de los objetivos que se plantearon en este trabajo. Graf y colaboradores (1990)
introdujeron el mutante mei-9L1 deficiente en la reparacion por escision, en la prueba del ala.
Sus resultados mostraron aumento de 4 a 5 veces. del daflo, pero solo hubo manchas
pequefias. Como en este trabajo se obtuvieron los tres tipos de manchas, podemos afirmar
que se desecha la presencia de este mutante en la cruza estandar utilizada. . -

4.4. Efectos del Ca™ y del Pb**

Los objetivos de esta investigacion fueron comprobar la presencia o ausencia de
genotoxicidad del Ca”* y del Pb®* y/o demostrar el efecto modulador del Ca® y Pb** sobre Ia
accién genotéxica del MMS. Se obtuvieron variaciones entre los grupos que arrojaron
algunas interacciones significativas de primer y segundo orden, dificiles de interpretar. Por
otra parte no se encontré una causa sistematica para esas variaciones. Por lo tanto los
resultados obtenidos para estos iones se discuten a continuacion: '
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Nitrato de calcio '

Como se mostré en las secciones precedentes, el efecto genotdxico del calcio se ha
relacionado con el estrés oxidante. En sistemas en los que se ha alterado el metabolismo del
calcio, este metal produce especies reactivas de oxigeno (RGOS) como el H;O; y el *OH que
dafian al ADN y producen al mismo tiempo aumento del Ca®" citosélico, por entrada del ion
y liberacion de las reservas intemnas. Korzets ef al. (1999) demostraron que el aumento de
Ca®* inhibe la re?aracic‘m "que depende de una tirosina-cinasa dependiente de- la
concentracién del Ca®" (Gafter e al., 1997). Yee-Chien y Haimei (1996) describieron en
células de ovario de criceto chino que los agentes que causan estrés oxidante perturban los
flujos de calcio citosdlicos y /o de los organelos produciendo problemas en las actividades
reguladas por el calcio. La reduccién de niveles extracelulares del ion Ca>* por debajo de 1.4
mM disminuyeron la frecuencia de micronicleos provocados por el arsénico en estas células.
Lohman y Beyersmann (1993) demostraron que la elevac:én de los niveles de calcio
producen la activaciéon de una endonucleasa dependiente del Ca®* / Mg®* y aumento de
radicales libres, lo cual se relaciona con rompimientos en las cadenas del ADN. Estos autores
encontraron que en linfocitos humanos dafiados con UV, la reparacién del ADN tiene un
mvel 6ptimo con CaCl; 1 mM en el medio. Demostraron que la UV produce aumento del
Ce** citosolico, por mayor entrada del lOl’l y por inhibicién de la ATP-Ca’" de la membrana
plasmética. Al elevar o reducir el Ca®* celular de la concentracién descrita, se inhibe la
reparacion de cualquier dailo en estas células.

-En este trabajo y en este sistema de prueba, el factor Ca con o sin el MMS, no mostré ser un
factor que causara efectos significativos ya que no hay diferencias sistematicas en la
frecuencia de manchas totales/individuo(y). La ausencia de interaccion Ca * MMS e¢limina la
posibilidad de una accién moduladora sobre el dafio provocado por el MMS. En las series del
Ca® se noté que cuando los resultados eran significativos con ANOVA, lo eran con la
prueba de H (Tablas 3.6 y 3.7) y si no eran significativos con ANOVA, tampoco lo eran con
la prueba de H (Tablas 3.4 y 3.5). Como coinciden los resultados entre estas pruebas
estadisticas se aceptan esas significancias. Sin embargo estas variaciones no sistematicas en
la respuesta genotdxica, que no pueden ser explicadas, podrian derivar de ciertas variaciones
en los niveles intracelulares del Ca®* o de otros factores internos o externos no controlados,
que tuvieron efecto sblo en ciertos casos sobre el dafio al ADN, en forma de una tendencia al
aumento de manchas, pero de forma no sistemaética.

Nitrato de plomo
De la misma manera que con el calcio, se conoce que el Pb* interfiere en numerosos eventos
celulares, como en la actividad de la polimerasa (Johnson, 1998), en la reacciéon de Fenton
_ produciendo radicales libres, (Hartwig, 1995; Roy y Rossman 1992), inhibe Ia sintesis de
ADN y ARN in vitro (Frenkel y Middleton, 1987) Longy colaboradores (1994) demostraron
que el Pb?" libre activa a la cinasa C (PKC) en el rango de 10! a 10® M con una Kact = 5.5
x 107! M, mientras que el Ca’* libre lo hace en el rango de 10 a 10° M, con una Kact =
2.56 x 107 M. Lo anterior explica la activacién de la cinasa C a concentraciones del Pb** por
abai|o de los nanomoles. El Pb regula indirectamente la reparacnén por su interaccion con el
(Hartwig, 1995; Johnson, 1998) y juega un papel sinérgico con otros metales (Gerber et
al 1980). Las ev:dencnas a favor y en contra de su papel genotdxico, sugieren que el acceso
del ion a los sistemas de reparacion in vitro es mas facil y tiene menos variables, que en los
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modelos biol6gicos eucariotos in vivo en donde: hay factores miltiples del metabohsmo del

gamsmo Las dosis toxicas de Pb®* tienen un efecto directo sobre el transporte del Ca®* 2

en las membranas celulares debido a que compiten con los canales y la ATP- Ca®*

(S:mons 1993), causando efectos indirectos sobre la homeostasis del calcm por interacciones
numerosas con los organelos y con las proteinas reguladas por ‘el Ca®* (Pounds, 1984 y .
Simons, 1993). La intoxicaciéon aguda con plomo particularmente en sistemas que dependen
de la movilizacién del calcio extracelular, produce frecuentemente antagonismo entre ambos
metales y aumento de las acciones mediadas por el calcio (Pounds, 1984).

" No se encontrd un comportamiento de concentracién en ninguna de las series tratadas con
plomo. Con  SMART se detecté una disminucién significante de las manchas
totales/individuo(y) en el pretratamiento (B4) I mM con 12 mM MMS. El analisis estadistico
de (y) con ANOVA factorial, determiné significancia en los machos del pretratamiento con
(B2) 0.1 mM y MMS (Tabla 3.11) debida a la baja frecuencia de manchas comparando los
resultados con los del testigo (B1) 0 mM. Al contrario que con el Ca** no hay diferencias
entre las medias aritméticas (promedlo) de las frecuenclas de los testigos (B0) 0 mM s/m y
(B1) 0 mM con MMS vy las series tratadas con Pb** y MMS. Todo lo anterior sugiere una
tendencia no sistemdtica a la disminucién de manchas por efecto del plomo. Esta tendencia
podria ser explicada con base en ¢l antagonismo ya mencionado entre el calcio y el plomo
(Pounds, 1984; Simons, 1993).

El Pb* produjo vanaclbn intragrupal, representada por una tendencna a cantldades menores
de manchas, que contribuyé de manera importante a la varianza, pero la variacion no fue
sistemética por lo que se desecha el efecto genotoxico. La ausencia de interacciones Pb *
MMS elimina la posibilidad de una modulacién de los efectos: del MMS. En las series de

Pb** 1a prueba de H no fue significativa cuando la ANOVA lo fue (APENDICE Tablas 3.11
y 3.12). La diferencia debe ser resultado de irregularidades en la composicién de esas
muestras, por lo que se acepta la no significancia mostrada en la prueba de H para este factor.
Esta aceptacion se basa en que en los casos contradictorios, se prefieren a los resultados de
las pruebas no paramétricas, porque estan basadas en menores requisitos y en la mayoria de
los casos son tan eficientes como las paramétricas (Frei, comunicacion personal).

4.5, Interacciones de segundo orden :

No se presentaron interacciones significativas en las series sin MMS y con sales metalicas.
La significancia de las interacciones de segundo orden “MMS * Ca * Tratamiento” y “MMS
* Pb * Tratamiento”, motivo el analisis de los factores Ca y Pb en ANOVAS para cada grupo
de series (APENDICE, Tablas 3.4a3.7y 3.8 2 3.12).

__El analisis_ estadistico de totales/individuo(y) en las series con Ca y MMS mostré que se -
obtuvieron efectos significantes debido a que las frecuencias de los testigos (B0) 0 mM s/m
de los pretratamientos y de los post-tratamientos fueron muy bajas. Las diferencias en ambos
tratamientos con MMS se presentaron entre (B0) 0 mM s/m y (B1) 0 mM, (B2) 0.1 mM y
(B4) 1 mM del pretratamiento (APENDICE, Tabla 3.6) y entre (B0) 0 mM s/m y (B2) 0.1
mM y (B3) 0.5 mM (APENDICE, Tabla 3.7). Estas sngmﬁcancxas fueron comprobadas para
ANOVA con la corréccién de Bonferroni-Dunn.
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Con el factor Pb hay también diferencias significativas -en los grupos tratados con MMS.
Estas fueron entre (B1) 0 mM y (B3) 0.5 mM con (B2) 0.1 mM del pretratamiento (Tabla
3.11) y entre (B3) 0.1 mM y (B4) 1 mM del post-tratamiento (Tabla 3.12). Las diferencias
fueron comprobadas con el método de Bonferroni-Dunn, pero no con la prueba de H . Estas
diferencias no sisteméticas son dificiles de explicar y pueden deberse a factores extemos e
internos que nnmden en los resultados de esta prueba in vivo. En contraste con el Ca®*, en las
series con Pb** no se detectaron diferencias con los testigos (B0) 0 mM ¢/mm. Esto ultlmo
concuerda con la apreciacién de una tendencia no sistematica a la disminucién de manchas
__en las series tratadas con plomo. Las interacciones entre el Ca?"y el Pb?" a nivel intracelular
podrian haber provocado estos resultados. E! control del experimentador sobre la
homeostasis del calcio en un ensayo in vivo es algo que estd fuera de su alcance. Por lo
anterior es que las pequefias variaciones intracelulares de ambos cationes, podrian haber
contribuido a los resultados no sisteméticos que se encontraron en las series de experimentos.

5. CONCLUSIONES

Los resuitados permiten concluir que

1. En este ensayo se demostré que ninguno de los protocolos de tratamientos {(pre y post-
tratamiento).mostraron efectos genotdxicos sistematicos que fueran causados por los nitratos
de plomo y de calcio, Las diferencias significativas encontradas en las series con los nitratos
no pueden ser explicadas con este ensayo.

2. Se demostrd que con ninguno de los protocolos de tratamientos (pre y post-tratamiento)
hay efectos sistematicos moduladores de los nitratos de plomo y de calcio sobre la accién
genotdxica del MMS. Las tendencias a un aumento en la cantidad de manchas por el nitrato
de Ca o una disminucion por el nitrato de Pb fueron heterogéneas y asistematicas, por lo que
no pueden ser explicadas.

3. El tratamiento agudo y el cronico con MMS, confirmaron e} efecto genotoxico de este
mutageno en la prueba del ala de SMART.

4. Las diferencias sistematicas encontradas entre los dos protocolos de tratamientos de las
series con nitrato de Ca y de Pb son resultado de un efecto provocado por el pretratamiento a
las 48 h de edad larval. Se dedujo que ¢l efecto es resultado de un estrés oxidante que a esa
edad larvaria no fue reparado de manera suficiente.

5. Se presentaron en los pretratamientos con y sin MMS, en los post-tratamientos con MMS
y en los testigos positivos MMS y uretano, diferencias significativas entre el niimero de
manchias totales de’las hembras y los machos. Estas fueron resultado del pretratamiento, de la
interaccidn Tratamiento * MMS y del tratamiento crénico con MMS y uretano (20 mM),

6. Las manchas gemelas, ocurrieron en cantidad mayor en las hembras de los tratamientos

con MMS (12 mM) y el tratamiento crénico con uretano (20 mM) por lo que se deduce que
se requieren ciertas condiciones para-causar ese efecto:
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7. Los resultados de ANOVAs hacen la interpretacion dificil. Sin embargo el resultado
principal de los tratamientos con nitrato de Pb y de Ca, es que no se encontrd un efecto de las
concentraciones de sales metdlicas que se reflejara en una correlaciébn o en un efecto
verdaderamente sistemitico con las concentraciones de sales metélicas utilizadas.
Particularmente, las interacciones significativas entre MMS * Sales metélicas * Tratamiento
no deberian ser interpretadas fuera del contexto general. Se deben-considerar los resultados
de la prueba de SMART y las pruebas no paramétricas de U (Mann-Whitney-Wilcoxon) y de
H (Kruskall-Wallis) con las que se comprob6 o deseché la respuesta sngmﬁcatwa obtenida al
aplicar ANOVA factonal en los tratamientos.

8. La representacion grafica de la distribucién de las manchas totales/individuo hizo evidente
la sobredispersion provocada por los tratamientos con MMS y a los sujetos que se localizan
por arriba del percentil 90.

9 Al realizar pretratanﬁentos se recomienda realizar siempre testigos con manipulacion
minima {(¢/mm).

10. Los genes de la reparacién del ADN de D. melanogaster incluidos en la Tabla 1.1 son
similares con humanos (Hoimo sapiens), con ratones (Mus musculus), con el nemétodo
Caenorhabditis sp., con la planta vascular .Arabidopsis thaliana , con las levaduras
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccaromyces pombe y la bacteria Escherichia coli entre
los principales. Esto confirma que Drosophila melanogaster es un buen modelo bioldgico
para experimentacion.

11. Una vez mas se comprueba la utilidad y sensibilidad de la prueba del ala en Drosophila
melanogaster para evaluar el efecto de compuestos quimicos sobre el ADN en eucariotos.
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APENDICE (INTRODUCCION)

Tabla 1.1, GENES DE Drosophila melanogaster INVOLUCRADOS EN LA
REPARACION DEL ADN |

(1) Reparacién pre-replicadora
Mutantes de la mayoria de Jos mecantymos de reparncién libres de error

(a) Reparacién directa del daiio
(a.1.) Eliminacién de grupos alquilo de las bases

Simbolo genético y nombre Funclén del gen Fenotipo mutante Homologias, analogias ¥

‘del gen similitudes

agt (=CG1303, DmAGT) Metil-ADN-[protefna] cistein- | No sc conocen mutantes Homélogo en humanos (G-

C* - alkylguanine- DNA - . S-metiltransferasa que repara methylguanine-DNA

alkyltransferase 0°-G, N7-G3, 0T y N3-A; methyltransferase), ratones (Mgmf),

: ausente en embriones 8. cerevisiae (MGTI)y &
typhimurium (ada)
{(a.2.) Fotoreparacién de lesiones por UV

phr (=CG11205, DmCPD) Desoxirribodipirimidina Hipersensibitidad a UV, carece Homélogo en pez dorado Carassius

photorepart fotoliasa clase I1. Escisién de de factor 2 de eacisidén (photolyase), marsupiales opossum
ciclobutano pirimidin dimeros Monodelphis (photolyase),
{CPDs), mayor actividad en archeobacteria, pero noen
ovario y embriones humanos, ni mamiferos

phré-4 Desoxirribodipirimidina No se conocen mutantes Homélogo en humanos

{6-4)-photolyase fotoliasa clase I1. Escisién de (KIAA0S38), ratanes (Cry2),
fotoproductos de pirimidin/ Arabidopsis (6-4-photolyase)
pirimidona {6-4PPs), mayor mostaza y S. cerevisioe (PHRI)
actividad en ovario y
embriones

(b) BER: reparacién por escisién de bases
(b.1.)Glucosilasas y /o_con actividad endonucleasa (liasas AP)

Homdlogo en humanos (8-

minute(3)954)
Ribosomal protein 53

glucosilasa y endonucleasa AP
en 8-oxoguaninas, Corta
extremo 3 del sitio AP porun
mecanismo dependiente de
Mg*; actividad dRpasa en 5',
&3 componente de [a subunidad

minute, letal en homocigotos

BcDNA LD19945 (=CG1795) §-oxoguanine DNA No se conocen mutantes
: glycosylase; repara 1a guanina oxoguanine DNA glyecosylase),
con un oxigeno en el C8; liasa ratones (Oggl), ratas (8-oxoguaning
AP - DNA glycosylase y S. cerevisiae
e (OGG1)
Udg Uracil ADN glucosilasa No se conocen mutantes
Uracil DNA glycosylase Elimina fragmentos con
| residuos de pirimidina;

restringida a cigotos y tercer
estadio Jarvario :

CG5285 Uracil ADN glucosilasa; No so conocen mutantes Homélogo en humanos y Xenopus
proteina moncfuncicnal (tingle-strand selective
selectiva de una sola cadena monofunctional uracil DNA

glycosylase)

Thdl (=CG1981) G /T mismatch-specific No se conocen mutantes Homélogos en humanos (thymine
thymine DNA glycosylase. DNA-glycosylass), ratones, S.
Corta en sitios 3* del sitio AP, pombe (putative G/T mismatch-

. . . _ también interviene en NER _ - specific-thymine DNA glycosylase)
RpPo (AP3, PO, CG7490} Liasa AP y proteina estructura! | Letales recesivos Hoemélogoe en humanos (RPLPT),
Ribosomal protein PO de! ribosoma; en 1a reparacitn ratones {Arbp), ratas, Caenorhabditis

actiia como endonucleasa AP (F25H2.10), S. cerevisiae (acidic
enS’ ribosomal protein Pl.e, cytosolic}y
E. coli frecd)
RpS3 (=CG6779, Protelna multifuncional: N- Fenotipo dominante visible, Homéblogo en humanos (RP53),

ratones, Xencpus , tatas (S3),
Caenorhabditis (C23G10.3), §.
cerevisiae (RPS3)) y E coli (Fpg)

ribosomal 408
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Apl Existencia tentativa, corta No se conocen mulanies
Apurinic/apyrimidic sitios AP en 3" dejando 3°-
| endonuciease I desoxirribosa-fosfato y 5'-OH
en el sitio AP
Apl! Existencia tentativa; corta No s¢ conocen mutantes
Apurinic/apyrimidic sitios AP en 3" dejando 5'-
endonuclease 1l desoxirribosa-fosfato y 3°-OH
en ¢l sitio AP :
Rrpl (=CG3178, RRP!, strand | Liasa AP que forma complejos No s¢ conocen mutantes Homdloge en humanos (APEX-

transferase)
Recombination repair protein |

con Mn*"; reparacién por
recombinacion homéloga,

I endonucleasa; 3°-5°

exonucleasa,

3’ fosfomonoesterasa,

3' fosfodiesterasa y
ribotiucteasa; repara dafio
oxidante y por alquilantes.

nuclease, HAPI), ratones {Apex),
Arabidposis (Arp) Caenorhabditis
(similar to AP endonuclease family
I),Streproccocus neumoniae (Exod),
exonucieasa I1l en E. coli {xthA)

(¢) NER: reparacién por escision de nucledtidos
Reparacion de lesiones por UV y alquilaciones
Analogos del grugpo eplstatico RAD3 de levaduras y de los genes humanos Xeroderma_pigmentosum (XF)

Xpac (~CG6358, dmXPA)
Xeroderma pigmentosum group
A-like

Reconccimiento del dafio en
NER; motivo Zn-finger;
constitutive en embriones y
adultos

No se conocen mutantes

Hemélogo en humanos (AXPA),
ratones (Xpa), pollos, Xenopus,
Caenorhabditis y S. cerevisiae
(RAD!4)

RpA-70, RpA-30, RpA-8.
Replication proteins A-70, A-
30y A-8

Subunidades (70, 30 y 8 kD)
del factor de replicacion
proteina A (proteinas-SSB) que
¢ unen a la cadena simple de
ADN durante la replicaci6n,
NER, MMR y reparacion por
recombinacién.

Homélegoe en humanos (rpal),
ratones, Xenopus, Caenorhabditis, S.
cerevisiae (rfal)

mus2]@(=CG8153, DmXPC, Unidn al ADN dafiado, Hipersensible al MMS y a la Hométogo en humanos (RXPC).

mus2i2) posiblemente se une 2 Rad23 mostaza nitrogenada, perono 2 ralones (Xpc)y S. cerevisiae

mutagen-sensitive 210 los rayos gamma; actividad (excision repair protein RAD4)
endonucleasa muy reducida

Rad23 (=CG1836, rad23,
DHR23)

Proteina semejante a la
ubiquitina que funciona como
chaperona, se une
especificamente al ADN
dafiado, permitiendo el
plegamiento apropiado y
complejos multiproteicos;
estimula a NER in vitro

Proteina estructural del
ribosoma; levemnente sensibles
allyv

Homdlogo en humanos (R4D23 (5.
ceravisiae homolog B), ralones
{Rad23a), Arabidopsis (orf12),
Caenorhabdilis (similarity to human
RAD23 protein homolog 2), 8.
cersvisiae (rad23), S. pombe fuv
excision repair protein rad21
homolog)

CG10694

Reparacion del ADN
involucrado en |a sintesis do

No s¢ conocen mutantes

Similar en humanos (RAD23-8),
ratones (Rad23b), Caenorhabditis, 5.

proteinas y componente del cerevisiae (uv excision repair
ribosoma protain), 8. pombe (uv excision
repair protein rad23 homolog)

DdbPl, DdbP2, DdbP3 Reconoce y se une No se conocen mutantes Homélogo en humanos y
Damage-specific DNA-binding | selectivamente al ADN dafiado Caenorhabditis
protein 1, 2, 3 con UV, reparn dimeros de

pirimidinas por corte en los

lados3' y 5' de la lesidn enel
e - ADN, en presencia de Mg™ - - - - oo
CG13900 Proteina del tipo splicesoma; No se conocen mutantes Posible homoblogo de AXPE en

Se une al ARN e interviene en
la reparacidn {reconocimicento
del daiio?

humanos; similar en humanos
(KIAADO! 7), ratones (damage-
specific DNA binding protein 1),
Caenorhabditis, S. cerevisiae
thypothetical 133.8kD protein in
Gal80-PRP3S intergenic region)

.hay (=CG8019, Ercc3,
dmXTB, DhR23)
haywire

1 Subunidad de! factor de

transcripcion TFIIH; 3°-57
helicasa; ADN helicasa
dependiente de ATP,
constitutivo a bajos niveles,
interacciona con la beta-
tubulina (citoesqueleto)

hay(ne2) es mutante en el
dominio VI de la helicasa,
afecta la meiosis de machaos;
reduce la fertilidad en hembras,
los alelos “nulos™ son letales
recesivos; 1os heterocigotos hay

/ + son hipersensibles a la UV

Homéloego en humanos (FRCC3,
hXPB), ratones (Erced), S.
cerevisiae (S5L2, RAD25) Ciona,
Arabidopsis (araXPB)
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XPD (=CG9433, XPDY

Subunidad del factor de

No se conocen mutantes

Homélogo en humanos (hAXPD,

ERCC2,DhR3) transcripeién TFITH; helicasa ERCC2), ratones, Caenorhabditis
Xeroderma pigmetosum D 5'-3" ADN - ADN y ADN- (F25H2.13), S. cerevisiae (RAD3)
ARN; ATPasa dependiente de '
ADN de una sola cadena y de
Mg o M

mei9 (=CG3697, musti0,
DmXPF)
meiotic & .

Endonucleasa.de lesién en 57
¢iertos tipos de correccién de
errores (MAMR);
recombinacién meidtica en
hembras en el extremo 3",
corta dimeros de pirimidina;
i repara’ DSBy;, motivo rico
en cisteina que s¢ une al Zn®™*

Hipersensible a MMS, gammas,
mostaza nitrogenada, rayos X ¥
UV, baja fertilidad; incrementa
la oo - disyuncién en hembras

Homélogo en humanos (AXPF,
Erecd), ratones (ERCCY),
Arabidopsis thaliana, S, pombe
(RAD16), . cerevisiae (RADI), E.
coli (uvrCB)

Ereel(=CG10215)

Endonucleasa de lesion 5°

No s¢ conocen mutantes

Homélogo en humanos (£RCCH),
ratones (Ercel),Caenorhabditis,
Litium longiflorum, S. cerevisiae
(RADI Y

mus 20 (=CG10890,
rad202,0mXPG)
mutagen-sensitive 201

Subunidad de! factor de
transcripcion TFHH,
endanucleasa de lesidn en 3°;

Hipersensible a MMS, gammas,
moslaza nitrogenada y
debilmente sensible a rayos X,

no interviene en correccion de repara SSB# provocadas por
errores (MMRY; corta dimeros rayos X; sensibilidad a UV
de pirimidina, componente del segun el sexo.

citoesqueleto

Homélogo en humanos (ERCCJ3)
ratones (repair protein XPG), S.
cerevisiae (R4D2)

Tl (~CG8151, TFBI)

Subunidad de] factor de
transcripcidén TFITH. Complejo
con subunidades del RFIIK
(replication-coupling assembly
Jactor [IKY, involucrado en el
ciclo celular y reparosoma

No se conocen mutantes

Similar en humanos (p62, Gtf2h!),
ratén, Caenorhabditis, S. Cerevisiae
(TFBI), S. pombe (putative rna
polymerase ii transcription factor b
subunit)

Tfo2 (~CG 7764, TFB2)

Subnidad del factor de
transcripeion TFIIH.

No se conocen mutantes

Similar en humanos (generai TFIIH,
polypeptide 4 (S2kD subuunit)), S.
cerevisiae (YPL122c)

Ssit (=CG 11113, S5L1}

Subunidad del factor de
wranscripcion TFHH

No s¢ conocen mutantes

Similar en humanos (BTF2, 44D
subunit), Caenorhabditis
(T16H12.4), S. cerevisiae (SSL1)

Cdk7
Cyelin-dependent kinase 7

Cinasa Ser/ Treo dependiente
de ciclina, invelucrada en el
inicio de Ja transcripcidn del
promotor Pol IF que es un
componente del factor TFIIH;
SE EXPTCSA €1 OVArios ¥
controla la trasncripcidn en
emrbiones y larvas. Se requiere
para la activacion de cdc2 in
vive

Sensibles a temperatura

Simitar en humanos (CDK7), ratones
(Cdk7), Caenorhabditis (T05GS5.3),
African clawed frog (prolein kinase,
40K), S. cerevisiae (KIN28)

Cdk8
Cyclin-dependent kinase 8

Cinasa Ser/ Treo dependiente
de cicling, involucrada en la
fosforilacion de una subunidad
de la ARN polimerasa II,
interactia con CyeC

No se conocen mutanies

Similar en humanos {cyelin
dependent kinase 8), ratones (cyclin-
dependent kinase pl30-PITSLRE), S.
cerevisiae (sn3)

Cycff Regulador del ciclo celular, No se conocen mutantes Similar en humanos (p37/ cyciin H),

Cyclin H factor de transcripcién de la ratones (G 1/ S-specific eyclin C),
ARN polimerasa Il involucrado Xenopus (eyelin H (MO 5-
¢n el inicio de la transcripcidn associated protein (p36)), S.
del promotor Pol IL,— ~- - ) ‘éerevisiae {CCL1)

. componente del factor TFIIH;

Matl Regulador del ciclo celular, No se conocen mutantes Homoélogo a MAT de humanos,
factor de transcripeién de la ' ratones (Matl), Caenorhabditis
ARN polimerasa II involucrado (similar to human cdk7/ cyclin H .

en ¢l inicio de la transcripcién’
del promotor Poi I1,
componente del factor TFIIH;
complejo con subunidades del -
RFIIK (replication-coupling
assembly factor [IK) y
reparosoma

assembly factor), S. cerevisiae
(transcription/ repair factor TFiIH
subunit Tfb3)
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mus209 (=CG9193, DmPCNA)
mutagen-sensitive 209

Proliferating cell nuclear
antigen; constitutiva, mayor
actividad en ovarios, huevos y
embriones tempranos;
tnterviene ¢n la replicacidn y
reparacion; enlaza la ADN
potimerasa, cofactor de las
polimerasas delta y épsilon en
NER, indispensable en la
reparacion de DSBs, se une al
ADN e interviene en MAMR

Hipersensible a MMS, rayos
EAMIMA, PEro no & mostaza
nitrogenada

Homélogoe en humanos (PCNA),
ratones (Pcna), S.cerevisiae
(POL30)

‘| DNApol- epsilon (=CG6768)

Subunidad A de la ADN

No se conocen mutantes

Similar en humanos (DNA

Cyclin-dependent kinase 9

Treo que fosforila el dominio
carboxilo terminal de la ARN
polimerasa permitiendo el
alargamiento del pre ARNm

DNA-polymerase epsilon polimerasa épsilon, factor de polymerase epsilon, catalytic
replicaciony 3'- 5 polypeptide), S. cerevisiae (PFOL2)
exodesoximibonucleasa .
CGl10489 Subunidad B de la ADN No s¢ conocen mutantes Similar en Caenorhabditis
' polimerasa épsilon, factor de (FD884.5), ratones (Pole2), 5.
replicacion cerevisiae (DPR2}, S. pombe
{putative DNA polymerase epsilon,
subunit b)
Cdi9 Subunidad de una cinasa Ser/ No se conocen mutantes Similar en humanos {cyclin-

dependent kinase 9 fcdc2-related
kinase)), ratones (Cdc211), S.
cerevisiae (CTKI)}

CG17227

ADN ligasa 11l dependiente de
ATP, funcién en BER y NER

No se conocen mutantes

Similar en humanos (Lig /il-DNA-
ATP dependent), ratones (DNA-
Liglii-bera) Caenorbabditis, S.
cerevisiae (cde9) y virus Vaccinia

Rad2! (=CG17436, Drad2!,
Scel}

Cohesina de crométidas
hermanas mit6ticas; se expresa
en embriones y larvas

No s¢ conocen mutantes

Similar en S. pombe (rad2l}

mutagen-sensitive 204

mus207 Sensible a quimicos y a
mutagen-sensitive 207 radiaciones
mus204 Deficiente en la reparaciin de

alquilos y UV; hipersensible a
MMS, formaldehido y UV,
débilmente sensible a mostaza
nitrogenada pero no a rayos X;
disminuye recombinacién y
aumenta no disyuncién

AXP designa a los genes humanos correspondientes a los grupos incluidos de A a G de Xeroderma pigmentosum. Para los homolegos de hiPA,
hYPD y el posible homblogo de AXPE, los genes de Drosophila se han identificado solaments por secuenciacién. Los muy bien conocidos
mutantes de ia reparacidn por escisidn mei y mus201 de Drosophila fueren recientemente identificados como homblogos de WXPF y hXPG
respectivamente, y mus2/0 como homéloge de AYPC, El homélogo DmXPS de las mutaciones haywars afecta la meiosis de machos; algunos
alelos provocan a esterilidad en hembras. XPA podria ser un supresor de tumores,

(d) Reparacién especifica por escisién de enlaces cruzados en el ADN

musl1S

Hipersensibilidad a puentes
con |a mostaza nitrogenada
especificos; hipersensible al
MMS sélo marginalmente

.(e) Reparacién pre-rep
(No para dafios por UV)

licadora para daifios po

r agentes alquilantes y radiacién ionizante

nusl06
mutagen-sensitive 106

Endonucieasa que repara
grupos alquilo

Hipersensibles a MMS, rayos
gamma, perono a UV, nia
moslaza nitrogenada; hembras
estériles

mus207
mutagen-sensitive 207

Endonucleasa que repara
grupos alquilo

Hipersensibles a MMS,
mostaza nitrogenada, UV, pero
débilmente a los rayes X y

formaldehido
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mus306
mutagen-sensitive 306

Endonucleasa que repara
alquilos

Escision parcialmente
deficiente; hipersensible a
MMS pero no a la mostaza
nitrogenada ni a rayos X.
Originalments se observéd que
reparaba por escisién a dimeros
de pirimidina, ahora se atribuye
csta reparacion a 1a presencia
del gen phr en esta linea

(2) Reparacién post-replicadora
Mutantes de genes involucrados en mecanismos de correccién de errores. Andlogos al grupo Radé de S. cerevisiae
(a) Reparacion de errores debidos a translesién

musi0l (=CG11156)
mulagen-sensitive {01

Reparacién de grupos alquilo
por recombinacidn de no
homélogos; reparacién de
puentes y rempimientos
dobles; regula puntos de
chequeo post-replicativos G2/

Hipersensible a MMS,
acetaminofluoreno, mostaza
nitrogenada, rayos Xy UV,
baja fertilidad; sensible a
cafeina; inestabilidad
cromosomica v elevada no-

Andlogo a RADG de levaduras;
homd&logo en humanos (similar to S.
pombe —rad4+/cut5+product
(A40727)), ratones (ect2
transforming protein),
Caenorhabditis (similar to BRCAIC

rayos X

M si el inicio de § fue disyuncién en hembras terminus (BRCT) domain (4
deficiente domains)

mus206 Reparacién por escisién de Hipersensible a MMS, mostaza :

mutagen-sensitive 206 grupes alquilo nitrogenada, UV, peronc a

mus3 o

Reparacién de grupos alquilo y

Post- replicacién defectucsa

reparacion post-replicativa y
NER

y radiacién ionizante; reduce Ia
replicacion en cadenas dafiadas

mutagen-sensitive 310 dafios por UV; reparacién post- | con sintesis de ADN
replicativa transiesion modificada; hipersensible a
synthesis MMS, rayos Xy UV, perono a
: mostaza nitrogenada
‘mus205 (=CG 1925, DhRev3) Subunidad catalitica de 1a ADN | Hipersensible a MMS y UV, Similar en humanos, ratdn (DNA
mutagen-sensitive 205 polimerasa zeta, funciona en pero no a mostaza nitrogenada polymerase zeta catalptic subunit),

Caenorhabditis (similar to DNA
polymerase family B), Arabidopsis,

POLH, drad304}

eucariontes; transiesion
synthesis del dafio por UV, 0%
MG, aductos N2-guanine v 8-
oxo-guanina. Enzima de baja
fidetidad que incorpora
nucledtidos incorrectos

y sin dafiar, deficiente en factor S. cerevisiae (REV3)
2 de escisidn
DNApol- eta («CG7143, ADN polimerasa de No se conocen mutantes Homélogo de humanas (organic

cationic transporter-like 3), ratones
(OCTND), Caenorhabditis,
Aspergillus, Trypanosoma,
Arabidosis, Brugia, S. cereviziae
(hypotethical protein YDR419w,
RAD30)

DNApol-iota (=CG7602,
drad308)

ADN polimerasa

No se conocen mutantes

Similar en humancs (£agr),
Caenorhabditis (UMUC) y E. coli
({DNA damage inducible protein P)

Husl-like (=CG2523, Husl)

Reparacidn y control del ciclo
celuler en el punto de chequeo
S/Q2

No se conocen mutantes

Similar en humanos (HUS! (3.
pombe) checkpoint homology),
ratones, Caenorhabditis y 8. pombe
(hisel)

Rad? (=CG3943)

Controla el ciclo celular en el
punto de chequeo 8/ G2 podria
estar involucrado en G1/ §;

| supresidn de tumores

No se conocen mutantes

Homélogo en humanos, ratones,
Caenorhabditis y S. pombe (RADZ)

UbeD8 (=CG2013, Dhr6)

musiog
mutagen-sensitive 108

Hipersensible a MMS, mostaza
nitrogenada y UV, deficiente
en reparacién de alquilos

Enzima ubiquitin ligating que No ¢ conocen mutantes Similar en humanos (UBE24,
Ubiguitin conjugating enzyme | estd involucrada en el ciclo de UBEZ2B), ratones (Ube2a, Ube2b), S.
la ubiquitina cerevisige (RADG}

mus3li
‘mutagen-sensitive 311

Post-replicacién defectuosa con
sintesis de ADN modificada;
hipersensible al MMS y UV,
pero no a mostaza nitrogenada;
si las hembras son fértiles
producen elevadas tasas de no-
disyuncion )
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(b) Reparacién post-replicadora recombinogénica de rompimientos en ambas cadenas (DSBs)
Anilogos al grupo R4DS52 de levaduras, No solamente 3¢ reparan las DSBs, en ocaslones son reparadas otras leslones

Radi (=CG3240)

Controla e ciclo celular en el
punto de chequeo 8/ G2;
reparacidn de DSSs

Elimina ¢! ADN no hemélogo

de log extremos 3° del ADN

recombinante; no e conocen .
- mutanies

. Similar en humanos (R4D /), ratones
y'S. pombe (RAD!)

Rad!7 (=C(G7825)

Controla el ciclo celular en ef
punto de chequeo 8/ G2,
supresién de tumores

Homélogo en humanos (R4D17 (S.
pombe) homolog), ratones (RF-C/
activator | homolog),
Caenorhabditis y §. cerevisiae
(chechpoint protein RAD24) y S.
pombe (radl7}

mei-41

(= CG4252, mei-193, musi03,
musl04)
meiotic 41

’

Fosfatidilinositol 3-cinasa de la
familia ATM, con dominios
ricos en Pro y “zippers” de
Leuw, deteccidn del daffo v
activa los puntos de chequeo
del ciclo celular; se expresa en
ovarios, repara rompimientos
cromesbmicos; recombinacion
de no hemdlogos en hembras

Sensible a cafcina, rayos X y
UV; larvas hipersensibles a
hidroxiurea; carece del factor 1
de escision; aumenta la pérdida
de cromosomas meibticos y 1a
no-disyuncién

Similar en humanos (ATR/ FRP1);
Caenorhabditis (ATM-like protein),
S. cerevisiae (ESRI, torl, tor2, teli),
S. pombe (rad3)

mus309 (=CG5247, Irbp.
Ku70)
mutagen-sensitive 309

Subunidad de DNA-PK (cinasa
Ser{ Tre } dependicnte de
ADN, helicasa dependiente de
ATP, recombinacién meidtica
y feparacion por unidn
cspecifica a los extremos de los
DSBs,

Mutacion en IRBP/Ku p70
(inverted repeat binding
protein)

Homéloga en humanos (G22P1),
ratones (G22p1), Xenopus (human
Ku70 autoantigen homolog)

Kus0 (=BG:D50%217.6,
CG13241, CG18801)

Helicasa dependicnte de ATP

No s¢ conocen mulantes

i

Similar en humanos {nuclear factor

okr (=CG3736, DhR54,

Helicasa del ADN dependiente

Algunos con hembras estériles;

Homéloga en humanos a helicasa

y de DSHs3, protefna motora
componente del citoesqueleto
que intervienc en log procesos
del desarrollo

DmRADS4) de ATP y ADN helicasa: aumenta ¢l dafio por rayos X y con Zn-finger{RADS4 (5. cerevisiae}
okra recombinacién meidtica y MMS -like), ratones (Rad541), gallo,
mititica, reparacién de DSBs, Caenorhabdiiis, S. cerevisiae
se expresa en el ovario y es {rad54)
constitutiva
CG12407 Reparacion por recombinacion Similar en humanos (Rad3@),

ratones (Myhea), 8. cerevisiae
(rad30)

Radsi (CG7948 DmR})
Rad3i-like

ATPasa dependiente del ADN,
recombinasa meidtica de
hembras; reparacién de DSBs;
también debe funcionar en las
células mitdticas; reprimido en
meiosis de machos

No se conocen mulantes

Similar en humanos, ratones
(radsi), Xenopus,
Caenorhabditis,Coprinus,
Lycopersicon, 8. cerevisiae (RADS 1,
dmel), E. coli (recd)

_deficiente en post-replicacién, .
y recombinacién meidtica;
originalmente se observd que
reparaba por escision a
dimeros de pirimidina, ahora se
atribuye esta reparacion a la
presencia del gen phr en esta

linea

Rad5i1C (=CG2412} ATPasa dependiente del ADN, No se conocen mutantes Similar en humanos (RADS 1 (5.
recombinasa cerevisiae) — like 3°), ratones
(Rad5§l113)
Rad51D (=CG6318) ATPasa dependiente del ADN, No s¢ conocen mutantes Similar en humanos (X-ray repair
) recombinasa  _ - - complementing defective repair in
chinese hamster cells), ralones (recA
/ RADS ! family protein)
mus304(=CG7347) Helicasa del ADN dependiente Hipersensible a MMS, mostaza | Dugesia japonica (myosin heavy
mutagen-sensitive 304 de ATP relacionada con RecQQ, nitrogenada; no es sensible a chain), E. coli (Rec(Q}
componente del citoesqueleto, rayos-X; sensible a la cafeina;
punto de chequeo en S/ G2 detiene ¢! desarrolto
del daflo al ADN embrionario; parcialmente
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RecQ4

ATPasa dependiente del ADN

No se conocen mutantes

Similar en humanos (RecQ protein
4), ratones (Wrn protein),
Caenorhabditis, 5. cerevisiae

‘ (5GS1)
mretl (=CG16928, MRE}]) Endonucleasa y exonucleasa No se conocen mutantes Homélogo en humanos (MRE! ),
meiotic recombination 11 que interviene en NER ratones, Xenopus, Caenorhabditis, 8.
ceravisiae (MRE!D)

mus3i2
mutagen-sensitive 312

Interviene en la recombinacién
meidtica

Hipersensible a la alquilacién,
mostaza nitrogenada y rayos X,
sensible a la cafeina; aumenta
en meiosis ka no-disyuncion

mus3I08 (=CG6019, Nuci)
mutagen-sensitive 308

Reparacidn post-replicativa de
de puentes y de dafios por UV
reparacién de entaces con
grupos salquilos; helicasa,
deoxirribonucleasa

Reparacién pre-replicativa
normal en ¢l mutante.
Hipersensibilidad a los
formadores de puentes, UV y
ENU; deficiente en sintesis de
ADN semiconservativa;
reparacidn por recombinacion
de O-alquil-pirimidinas,
insensible a alquilantes
monofuncionales; carece del
factor 2 de escision; se expresa
en ovarios. Originalments se
observé que reparaba por
escision a dimeros de
pirimidina, ahora se atribuye
esta reparacion a la presencia
del gen phr en esta linca

Homeologias con la polimerasa I de
procariontes y la proteina POLQ en
humanos (DNA pol theta), ralones,
Caenorhabditis y Arabidopsis, S.
cerevisiae (G9365 ORF)

mus302
mutagen-sensitive 302

Hipersensible al MMS,
mostaza nitrogenada, UVy
rayos X, las hembras con
fertilidad pobre; sensible a la
cafeina, deficiente en post-
replicacién y parcialmente en
escision

No todos los alelos de mei-41 producen hembras estériles. h4TM: Ataxia telangiectasia, gen supresor de tumores

(3) Genes sensibles a mutigenos, sin clasificar

musio2 Aumenta la frecuencia de No es un mutante de la
mutagen-sensitive 102 manchas mwh en moscas mwh/ | reparacion por escision;
+; desestabiliza a los hipersensible a MMS,
cromosomas mitdticos; causa formaldehido y rayos gamma
moderada no-disyucidn
musl 05 Aumenta la frecuencia de Hipersensible a MMS y rayos
mutagen-sensitive 105 manchas mwh en moscas mwh/ | X, recesivos letales. Aumento
+; desestabiliza a los de Ia frecuencia de
cromosomas mitbticos intercambics y rompimientos

en la eucromatina de células
mitbticas

disyuncion en meiosis |

musl09 Aumenta |a frecuencia de Hipersensible a MMS y rayos
mutagen-sensitive 109 manchas mwh en moscas mwh/ | gamma, débilmente sensible a
o +; desestabiliza a los UV yrayos X; débilono - - =
cromosomas mitéticos hipersensible a mostaza
nitrogenadz; hembras
homocigotas estériles
musii} Hipersensible a MMS, mostaza
mutagen-sensitive 111 nitrogenada, rayos X v gamma
musii2 Causa no-disyuncion moderada | Hipersensible a MMS
mutagen sensitive 112
mus202 ) . Hipersensible 8 MMS, mostaza -
mutagen-sensitive 202 nitrogenada, rayos Xy UV
mus203 Reduce la recombinacion en el Hipersensible a MMS, mostaza
mutagen-sensitive 203 X de hembras; aumenta la no- nitrogenada, rayos X y UV




mus208 Hipersensible a MMS,
mutagen-sensitive 208 débilmente a mostaza
nitrogenada y rayos gamma
musl Hipersensible 8 MMS, mostaza
mutagen-sensitiva 211 nitrogenada v rayos gamma
mus3o} No-disyuncién en hembras Hipersensible a MMS, mostaza
mulagen-sensitive 301 homocigotas fértiles nitrogenada vy rayos X
musi0s No-disyuncién en hembras Hipersensible a rayos X, MMS
mutagen-sensitive 305 homocigotas y mostaza nitrogenada
mus3io7 Sintesis de ADN reducida en Hipersensibie a rayos X, MMS
mulagen-sensitive 307 células no dafiadas Y mostaza nitrogenada

4) Reparacion meidtica

tos (=(CG 103187, tosca)
tosca

Endonucleasa especifica para
lincas germinales femeninas
y ¢stados pre-celulares
blastodérmicos; correccién de
errores (MMR),
recombinacién meidtica,
exonucleasa 5° - 3"
involucrada en la reparacitn
de DSBsy; inducida en profase
1 de meiosis

Homdlogo en humanos
thexonuclease 1b | hExol), ratones
(mFenl), Xenopus fexonuclease Exo
1), Caenorhabditis {similar to XPG
N-terminal domain, XPG I-region),
S. pombe (rad2 y Exol), S.
cerevisiae (DHS1)

mei 217

Capaces de inducir empalmes
intermedios de Holliday pero
no la recombinacién

Afectan la meiosis L en
hembras; elevada no
disyuncién del X; sensibles a
EMS

(5) Otras proteinas y genes de Drosophila que estin involucrados en la reparacién

del ADN (La mayoria solamente conocidas por la secuencia y

pasicién cromosémica, pero no como mutantes)

Simbolo genético y nombre Funcién del gen Fenotipo Homologias, analogias y

del gen similitudes

BeDINA:GM 10765 Reparacion No se conocen mutantes Similar en humanos (flap structure

(=CG10670 specific endonuclease 1), ratones
(XPQ), Xenopus (XPG),
Caenorhabditis (XPG /RAD2), S.
cerevisiae (RAD27)

CG3008 Reparacion No se conocen mutantes Similar en humanos, Caenorhabditis
(ZK632.3), Arabidopsis , S.
cerevisiae (RIO))

CG4364 Reparacién No se conocen mutantes Similar en humanos (pescadillo),
Danio, S. cerevisias (hypothetical
69.9 kD protein in MIC1-SRBS

: intergenic region)
CGas32 Reparacidn No se conocen mutantes Similar en ratones (Pax transcription
' acttvation domain interacting
protein PTIP)

"REVI (~CG12189,dREV]) Reparacion No 86 conocen mutanies Similar en humanos (agr),
Caenorhabditis (ZK675.2), S.
cerevisiae (REVI)

CG5375 Reparacién No s¢ conocen mutantes Similar en humanos (unknown)

CG794¢6 Reparacién No se conocen mutantes Similar en humanos thepatoma-
derived growth factor (high-mobility

— - - - - group protein 1-like), toror, ratones
{Hdgf) y Caenorhabditis

Ss(DhioPP43 (=CG10528) Reparacion Recesivas letales Similar en Arabidopiis, S. cerevisiae

female sterile(2)lioPP43 thypotethycal protein YDLI 15¢c)

CGl4318 Reparacion No se conocen mutantes

CG4049 Enzima de reparacion del ADN | No se conocen mutantes Sitmilar en humanos (KI4A0809
protein), ratones, Arabidopsis
(F22013.8), S. cerevisiae (RADS4)

CG7376 Enzima de reparacién del ADN | No se conocen mutantes Similar ei humanos (SWI/SNF

actine regulator), ratones
(transcription factor),
Caenorhabditis, S. pombe (DNA
repair protein), S. cerevisiae
(probable membrane protein
YLR247¢c)
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CG8873

Enzima de reparacion del ADN

No se conocen mutanies

Similar en humanos (KI4A0840
protein), Caenorhabditis (Co2F5.7)
y Arabidopsis

rad20! (=CG80!6, RAD201)

Reparacidn y resistencia a la Afecta n oocitos y hucvos Similar en Caenorhabditis
radiation- resistant radiacién
CG2871 Motora, componente del No 3¢ conocen mutantes
ciloesqueleto
CG4983 Motora, componente del No s¢ conocen mutantes
citoequeteto
CGS524 Motora, biogénesis y No s¢ conocen mutantes Similar en humanos (human
organizacién del citoesqueleto _chromosome- assocaited polypeptide
- - 1 bacaman), Caenorhabdilis, ratones
(SMCD), 5. cerevisiae (RHC18), S.
pombe (RADI8)
CG6339 Biogénesis y organizacion del No se conocen mutantes Similar en humanos (RADS(),
citoesqueleto Caenorhabditis, ratones (RADS0),
Arabidopsis (RADS0), S. cerevisiae
(RADS0)
CG4078 Unién al ADN No se conocen mutantes Similar en humanos (CHL/ potential
helicase), ratones (Erec),
Caenorhabditis (F25H2.13), 8.
cerevisiae (CHL1)
EG:33C11.2 Helicasa , contiene un DEAH- No sa conocen mutantes Similar en humanos (DDX11 ),
box de helicasas dependientes ratones (Erce2), Caenorhabditis
de ATP, (CHLD), S. cerevisiae (CHLI)
CG4420 Unidn al ADN No se conocen mulantes Simitar en S, cerevisiae (DDI1)
CGoOD3 Enzima de reparacion del ADN | No se conocen mutantes Similar en humanos (hypotethycal
protein M-SCF complex protein
SKp2), ratones, Caenorhabditis
{CO2F35.7), Arabidopsis, 5.
. cerevisiae (GRR1)
CG12402 Unidnal ADN No z¢ conocen mutantss Similar en humanos (hypothetical
protein), Caenorhabditis (CO2F3.7),
S. ceravisias (GRR1)
ppa (=CG9952) Unién 8} ADN, un dominio No se conocen mutantes Similar en humanes (df273N12.1),
partner of paired rico en Leu ratones, Caenorhabditis (CO2F5.7),
Arabidopsis (putative glucose-
induced repressor protein), S,
cerevisige (GRR1)
CG8272 Union al ADN y adenilato No s¢ conocen mutantes Similar en humanos (KIAA0240
ciclasa protein), Caenorhabditis (CO2F5.7),
_ Arabidopsis.S. cersvisiae (GRRN)
CG9777 Involucrads en los procesos No se conocen mulantes
desarrollo :
spn.B (=CG3325) Recombinasa Afecta la simetria que genera la | Similar en humanos, ratones
spindle B . polaridad durante la formacién (Rad5$111}, Casnorhabditis,
del ejo dorsal Arabidopsis (RAD37), 8. cereviziae
‘ ' (demi)
RecQ4 (=CG7487) Helicasa dependiente de ATP No se conocen mutantes Similar en humanos (Rec(-4),

ratones, Haemophtlus,
Caenorhabditis, S. ceravisias
(SGSH)

bim (~CG6920, RecQ)

Helicasa dependients de ATP,

No s¢ conocen mutantes

Similar en humanos (BLM), ratones

Chromodomain-helicase-
DNA-binding protein

cromoscma politénico,
contiene un dominio “‘chromo”

bloom interviene en los procesos de (mBim), Arabidopsis (DNA helicase
desarollo _isolog), Caenorhabditis, E. colt
‘ T o T ‘(recQ), S. cerevisias (SGS1)
Rec(S5 (=CG4879, DRI, Miembro de Is superfamitia do No ¢ conocen mutanies Homoélogo en humanos (RECQS),
RECQE) RecQ helicasas; intervicne en ratones, Caenorhabditis, S. ]
homolog of RecQ} reparacién y recombinacion, se cerevisige (SGS1) y E. coli (Rec())
expresa en ¢} ovario ¥
embriones
CQ3660 Helicasa y unién al ADN No se conocen mutantes Similar en humanos (chromodomain
_ helicase DNA binding protein 2},
1 ratones (Chdi), gallos,
Caenorhabditis, S. cerevitiae
(CHDD
Chdl (=CG3733, dCHD1} Helicasa localizada en No 3¢ conocen mutantes Similar en humanos (chromodomain

helicase DNA binding profein 2),
ralén (Chdl), 5. cerevisiae (CHDI)
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Chd3 (=9394, CHDJ)

Helicasa con DEAH-box y
unidn a la cromatina

No se conocen mutantes

Similar en humanos (chromodomain
helicase DNA binding protein 4).
ratones (Chdl), S. cerevisicze
(CHDD

Mi-2 (=CG8103, hb-
interacting protein 76, pha)

Helicasa dependients del ATP
y unién al ADN

Afectan al huevo y los
recesivos son letates

Similar en humanos (chromodomain
helicase DNA binding protein 3},
Caenorhabditis (TI4G8.1}, §.
cergvisiae {CHD1, anf2)

Hel89B (=CG4261, 898
helicase)
Helicase 898

Tclicasa dependicntc del ATP,
interviene en los procesos de
desarrollo

No se conocen mutantes

Similar en humanos (TBF-
associated factor 172}, 8. carevisiae

MOT!, snf2)

Iswi (=<CG8625, NURF)
Imitation SWIT

Subunidad 140 kD det--
complejo remodelador del
nucleosoma (nURF), unién al
ADN, adenosinctrifosfatasa
dependiente del ADN, s
expresa en ¢l embrién.

Afectan al cromosoma
politénico y loa recesivos son
letales

Similar en humanos (SNF2LJ),
ratones (Chdl), S. ceravisiae (snf2)

CG3753 Semejante a helicass y unién al | No se conocen mutantes Similar en humanos (7BP-
ADN asyociated factor 1 72), ratones,
Caenorhabditis (Pfam (helicase C),
Arabidopsis, S. cerevisiae (88.7 Kd
helicase in cde26-SAP155 intergenic
. region) '

CG5899 Semejante a helicasa No se conocen mutantes Similar en humanos, Caenorhabditis
(simitar to helicase), S. cerevisiae
(FUN30)

RfC3(=5313) Factor de replicacion del ADN No ze conocen mutantes Similar en humanos, ratones, S.
cerevisiae (RFC3), 5. pombe
freplication factor ¢ subunit}

"RfC40 (=CG14999, Factor C de replicacién, Recesivos Ietales que afectan Similar en humanos (RFC2),

rfe.Dras2) conticne un dominio DEAD- los discos imagales y las pupas ratones, gallos, Caenorhabditis, S.

Replication-factor-C 40kD box de helicasa ATP ceravisiae (RFCH)

subunit dependiente

CG393!] U5 snRNP 200kD; union al No se conocen mutantes Similar en humanos (U5

) ARN y helicasa dependients snRNP_specific 200Kd protein),
del ATP ratones, Caenorhabditis,
’ Arabidopsis (RNA helicase), S.
cerevisiae (BRR2)

1 CG7972 Unidn al ARN y helicasa No s conocen mutantes Similar en humanos (U5

. SnRNP_specific 200Kd protein),
Caenorhabditis, Arabidopsis, S,
cergvisiae (G9365 ORF)

CGS208 Unién al ARN y helicasa | No so conocen mutantes Similar en humanos (RNA helicase),

. ratones, Caanorhabditis, 8. pombe
(RNA helicase), S, cerevisizae
G9365 ORF)

1 carezre Unidn al ARN y helicasa No s¢ conocen mutantes Similar en humanos (helicase
SK12W), ratones, Ceanorhabditis, 5.
cerevisiae (SK12 viral mRNA
transiation inhibitor)

1(2)335Df Unidn al ARN y ARN helicasa | Hembras estériles Similar en humanos (XI440052),

lethal (2)35Df dependients de ATP ratdn, Caenorhabditis (W08D2.7), S.
cerevisiae (MTR4) =

Rpb7 (=CG57%)
DNA directed RNA pal If

“DNA-directed RNA
polymerase Il involucrado en
la transcripcion del promotor
Pol [I; transcripcitn acoplada a
la reparacién del ADN
(reparosoma)

Homélogo en humanos (polymerase
(RNA) Il {DNA directed) polypeptide
(), frijol de soya, 5. cerevisiae
(RPB7)

CGi2003

Factor de transcripcién
involucrado en ¢l metabolismo -
de aminadcidos

No s¢ conocen mutanics
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No se conocen mutantes

FG:52C10.6 (=»CG6362) Factor d¢ transcripcién
p33(=CG10873, dp33) Factor de transcripeion y No ¢ conocen mutantes Similar a p$53 de mamiferos y
supresor de tumores: punto de : humanos (DN p63 beta), Lolige
verificacion del ciclo celular (p53 tumor supressor homolog) ¥
GI/S; en respucsta al dafio une ratén (DN p63 beta)
un elemento sl locus rpr cuyo
producto ¢s p2l
asf'! Regulador del ciclo celular, No s¢ conocen: mutantes Homélogo en humanos,
anti-silencing factor] subunidad del factor RCAF Caenorhabditis, S. cerevisiae
(replication-coupling assembly (ASF!), S. pombe (veast anti-
Jactor), ensamblaje de silencing protein homolog)
nucleosomas y de cromatina : :
del ADN replicado, reparacién
de DSBs
g1 (=CG7952, ifl)giant} Factor de transcripcion ‘Defectos en |a cabeza y los Simitar en humanos (hepatic
giant especifico de 1a ARN segmentos abdominales del 5° leukemia factor), Caenorhabditis
polimerasa II, semejante a al 7% (similar ta BZIP transcription

| omitin-descarboxilasa, se

expresa en el embrién

Jactor), ratones (Dbp)

BG:DS03323.1

Factor de transcripcion,
reparacién y movimiento

No se conocen mutantes

Similar en humanos (KIAA0963}y
Caenorhabditis

su(tw) (=CG8773)
supressor of Hairy wing

Factor de transcripeidn y unién
a nucleicos -

Proteina de ia cromatina que
altera 1a frecuencia de DSBr, se
expresa en los ovarios;
contiene un motivo Zn-finger,
hembras recesivas estériles

Similar en humancs (R28830_2),
ratones (Zfp2) Caenorhabditis, S.
cerevisiae (hypotethical 98.9 Kd zinc
finger protein in BTN1-PEP8
intergenic region)

mu2 (=CGI96G)
niitator 2

Factor de transcripcion Pax que
interviene en la modificacion
de proteinas (Pax transcription
activation domain interacting
protein PTIP)

Mutante mutador, reparacién
lenta del dafio por gamas,
produce deficiencias terminales

Homélogo en ratones (Pax
transcription activation domain
interacting protein PTIF)

Ring (=CG3595, dRING) Factor de transcripcion con No se copocen mutantes Similar en humanos (dinG, RNF2),
motivo Zn-finger ratones (Rnf2), ratas (Ringi)

CG7839 Factor de transcripeion No se conocen mutantes Similar en humanos ({CCAAT-
Binding factor (CBF)), ratones
{Cebpa-ral), Caenorhabditis
(F23B12.7), 8. cerevisiae (probable
membrane pratein YDROSOW)

CG 10984 Factor de transcripcion No se conocen mutantes Similar en humanos (KIAA40874

protein), ratas y Caenorhabditis

mei-218 (=CGB923, trancript
<)

Factor de transcripeion
involucrado en e] desarrollo

Organismos fértiles, inhiben
mutagenesis en los primeros
estadios de la cogénesis

CG1387 Receptor involucrado en la No se conocen mutantes
reparacién de! ADN )
CG4851 NER No se conocen mutantes Similar en humanos (VA
recombination and repair protein),
ratones {(enda/exonuclease Mrel 1),
S. cerevisiae (Mrellp)
XRCC! (=CG4208) NER No se conocen mutantes Homdlogo en humanos (YRCCJ),
ratones (Xrccl) y Cricetulus
Rad2! Punto de verificacién en G2/M; | No se conocen mutantes Homélogo de RAD2T en
NER y cohesién de crométidas Schizosaccaromyces
hermanas mitéticas,
componente de la cohesina
. T, . 14:S, sc expresa en embriones - - - - -
EG:EG0003.3 (=CG8648) Endonucleasa tipo FaPy , Na s& conocen mutantes Similar en humanos (FEN{), ratones
contiene dominios de XPG (Fenl), Xenopus (XFEN1b),
Caenorhabditis (XPG / RAD2), 8.
cerevisiae (RAD27)
CG9272 Semejante a endonucleasa HI No se conocen mutantes Similar en humanos (endonuclease

111, ratones (Nthi]), Caenorhabditis,

. Arabidospsis,S. cerevisiae

. N . - - (YOLO43c))
spel 1 (=CG4215, Msh2) Correccion de emrores (MMR), No se conocen mutantes Homélogo en humanos (mutS-2),
spellchecker | pertenece a Ia familia AMu(S; ratones, Xenopus, Caenorhabditis
interviene en la reparacién y (MutS), 8. cerevisiae (homologue of
recombinacion bacterial MuiS protein) y E. coli

(mutS)
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Mlhl (=CG11482, dmlhl} Correccidn de errores (AMR) No se conocen mutantes Similar en humanos (hMLHI),
perienece a |a familia Mutl, ratones, ratas, Caenorhabditis, S.
bloguea la migracién de las cereviciae (Mihip) y E. coli (mutl.)
bandas en tos heterodiiplex
recombinantes que presentan
desemparejamientos .

CG2183 Correceidn de errores (MMR) No se conocen mutantes Similar en humanos (WALH I gene
product), ratones (Ank!}, S.
cerevisiae (Mlhip)

Pms2 (=CG8169, Mih2, Correccitn de ervores (MMR), No s¢ conocen mutantes Similar en humanoes (PAMS2), ratones

dmih-2) pertenece a |a familia Afutl - (Pma2), Caenorhabditis,
Arabidopsis, S. cerevisiae (DNA
MMR protein), E. coli (mutl)

CG7003 Comreccidn de errores (G /T No sc conocen mutantes Similar en humanos, raton (MSH6),
Arabidopsia (G/T MMR enzyme),
Caenorhabditis (muiS). S. cerevisias
(MSHE)

DNA-ligl, DNA-ligif Ligasas (ATP)

DNA ligase!

DNA ligasa I .

CG5602 Ligasa (ATF) No 3¢ conocen mutantes Similar en humanos (DNA ligase 1),
ratonies (Lig!), S, caravisias (cdc9)

CGi2176 Ligasa (ATP) No s conocen mutantes Similar en humanos (Ligase [V.DNA.

: ATP-dependent), ratones (Lig!),
Casnorhabditis (C29al2.3),5.
cersvisias (DNL4), 5. pombe (dna

. ligase protein)

CG3179 Ligando de unitn o acarreador No 50 conocen mutantes Similar en humanos (KI440464
protein) yratas

CaGi721s Receptor O en membrana No s conocen mutanies Similar en humanos (Zinc
plasmética, involucrado en el trasnporter 3), ratonea (ZnT-3), ratas
transporte de Zn™, confiere (ZnT-2), Casnorhabditis; 5.
resistencia al estrés oxidante cargvizias (oxidative strass

) resiztance)

CGS757 Timidilato cinasa involucrada No se conocen mutantes Similar en humanos (thymidylate
¢n la replicacién def ADN, kinase), ratones (Tmk), S. ceravisios
NER y reparacién de S58s, asl (cdc8)
cOmO en reparacidn post-
replicadora

CG15099 Cinssa No s¢ conocen mutantes Similar en humanos (chromosome

21 open reading frama 5),
Emericella (DopAp),
Casnorhabditis, S. cerevisias
{probable membrane protein
: YORMdlc)
CG2905 Sefial de tranaduccion No se conocen mutantes Similar en humanos ( transfermation
’ / transcription domain-assocclated
protein), Arabidopais (ATM-like
protein), Caenorhabditis
CGE535 1-fosfatidilinositol 3cinasa No se conocen mutantes Stmilar en humnaos (A7M),

ratones (homolog of the human
Ataxia telangiectasia gene),
Caenorhabditis, S. cerevisice
(TEL1}, S. pombe (Tellp)

Tor (=CG5092. (2)k170604,

1-fosfatidilinositol I-cinasa

Afectan a larvas, reducen [a

Similar en humanos (FK306 binding

dTor} ) talla cetular protein | 2-rapamycin association

target of rapamycin protein i), S. cerevisiae
(TOR2DRRI)

Pi3K59F (=CG5373 1-fosfatidilinositol 3-cinasa No s& conocen mutantes Similar en humanos

DmVps34) (phosphotidylinositol 3 kinase,

Phosphotidylinositol 3 kinase
SoF

class3), ratones (Pik3cd), ratas,
Caenorhabditis, S. cerevisice

- (vps34)

[ EG:BACR7C10.2

T-Tosfatidilinositol 4-cinasa

No s¢ conocen mutantes

Similar en humanos
(fosfatidilinosito! 4-cinasa 230),
ratones (Pik3c2g), ratas,
Caenorhabditis, S. cerevisiae (Sti4p:
phosphatidylinesitol- 4-kinase)
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Chlalpha (=CG2028, dmCK1)
Casein kinase |

Subunidad nlfa de caseina
cinasa ] con tres dominios:
Ser/Treo, cinasa ATP-unibn y
cinasa . Reparacién en hembras
y en la embriogénesis
temprana; s¢ ackiva en

No se conocen mutantes

Similar en humanos (cirasa caselna
I-alpha), ratones, Xenopus {cinase
CK 1), Caenorhabditis (COICIHO.1),
S. cerevisiae (HRR25)

regulando a p34; se expresa en
el oocito; intervieneen ta
alineacién de los cromesomas

la transicidn *‘midblastula”

{MBT)

embriones daflados con rayos

pAITUNA;
grp Cinasa Ser/Treo y punto de Bloquean los cambios Similar en humanes (CHK/
grapes verificacion en G2/M morfolégicos y bioquimicos de (checkpoint, S. pombe) homolog),

ralones (Chk!), Xenopus,
Caenorhabdilis,S. cerevisiae
(CHK 1) S. pombe (chkl (rad27))

wee (=CG 488, Dwee)
wee

Cinasa Tir con tres dominios:
Ser/Treo, cinasa ATP-unién y
¢cinasa ¥ punto de verificacion
en 8/G2 dependiendo de cdc2

Recesivos, hembras estériles y
machos fértiles; se requiere
para completar las divisiones
nucleares de la embriogénesis

temprana

Similar en humanos (weel +},
ratones (Weel), Piatynereis
(anélido) (weel- like kinase), S.
cerevisiae (NRK 1), S. pombe (weel)

dap (=CG1772, CDI4)}
dacapo

Cinasa irthibidora dependiente
de una ciclina (Cdki); punto de
verificacidn posiblemente en
G1/s

Recesivos letales

Similar en humanos (COKNIA,
CDKNIR), ratas (Cip!),
Caenorhabditis (TOSA6.1)

(6) Proteinas y genes de D.melanogaster que por su homologia y /o similitudes con
otros organismos se supone que participan en la reparacién del ADN

Simbolo genético y nombre
del pen

Funcién del gen

Fenotipo

Homologias y similitudes

CGI0898

7-8-dihidro-8-oxoguanina-
trifosfatasa

No se conocen mutantes

Similar en Caenorhabditis y Bacillus

(zgd)

BcDNA LD08S34 (=CG4384)

dUTP pyrophosphatase-like

No ge conocen mutantes

Similar en humanos, ratas
(dUTPase), Caenorhabditis
(deoxyuridinetriphosphatase),
S. cerevisias (DUT]}

CGsil6

Resistenciaa UV

No s¢ conocen mutantes

Similar en humanos (UV radiation
resistance associated gene)

BG.DS08249.3 (~CGIOTA)

Reparacién

No se conocen mutantes

Similar en humancs (hypothatical
SBRBI03 protein), ratones (LNXp80),
Caenorhabditia ( similar to Zn
Singer), Oryctolagus (VD)
recombination activating proteinl)

CGsi28

Reparacién

No se conocen mutanies

Similar en humanos {antisense basic
Jibroblast growth facior B), ratas
(protein GFG)

CGloold

Reparacién

No se conocen mutanies

Simtlar en humanos (The ha36!!
gene product Is related to S.
cerevisiae SNM 1 protein),
Caencrhabditis, Arabidopsis
{orf12}, 8. ceravisiag (FS02)

CG14134 (<CT33733)

. Reparacién

No se conocen mutanics

Similar en humanoa, Caenorhabditis
(CO2FS.7), Arabidopsis {putative
glucose-induced repressor
protein).S. cerevisiae (GRRI)

CGl7033

Reparacién

No se conocen mutantes

Similar en humanos (hypothetical

| 8BB103 proteiny y Caénorhabditis

(similar to Zinc finger, CIHC4 type,
RING finger) )

DDB1 {=DDBPI)

Se une al ADN, s postula que
reconoce el dafio, interviene en
NER

No se conocen mutanies

Similar en humanos (UV damaged
DNA binding factor),
Caenorhabditis, posible similitud
con XPE

CG10789

Subunidad B de la ADN
polimerasa epsilen

No se conocen mutanies

Similar en humanos, ratones (Polel),

Caenorhabditis (FO884.5), 8.
cerevisiae (DPB2), S. pombe
(putative DNA polymeraze epsilon,
subunit b}
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XNP («CG4548, xnp/atr-x)

Helicasa del ADN

No se conocen mutantes

Similar en humanos (zine finger
helicases), ratones (ATRX protein),
Casnorhabditis (strong similarity to
the SNF2/RADS4 family of
helicases), 5. ceravisiaa (RADS4)

Ligando v acarreador

BeDNA:LD26519 (=CG11371) No se conocen mutantea
involucrado en la replicacién
ESTS:83E108 Semejanic & ligass del ADN No se conocen mutantes Homdloga en ratones (Ligl)
{ATP)
CGl7540 Unién al ARN No se conocen mutantes Similar en humanos (splicing factor
: (45kD)). Caenorhabditis y
Arabidopsis (DNA damags-
repair/toleration protein DRT111
. precursor)
Cpsf (=CG10} 10, dCPSF-160} | Corte del ARNm y factor de Recesivos letales Similar en humanos (cleawage and
Cleavage and polyadenylation | poliadenilacién, subunidad polyadenilation specificlty factor,
specificity factor 160kD 160kD subunit (CPS"), toros,
Casnorhabditis, S. cerevisiag
{probable membrane protein
YDR301w)
CG6239 Factor de transcripcién No se contocen mutantes -
involucrado en Ia replicacién :
Tfb2 (=CG7764, TFB2) Factor de la ARN polimerasa II | No se conocen mutantes Similar en humanos (general

involucrado en ¢l inicio de 12
transcripeion del promoter Pol
I1 ¢l cual es componente del
factor de trasncripeién TFIIH

“membrane protein YPLI22c)

transcription factor IIH, polypepiide
# (52kD) subunit), ratoves (TFIIH
transcriptio/DNA repalr factor p52
subunity), S. cerevisisas (probable

Trf2 (=CG18009, CG11195,

TBP-tike factor) involucrado en el inicio de |a protein), ratones (franscription

TATA box binding protein- transcripcidn del promotor Pol Jactor It D), Caenorhabditis 7

related factor 2 {1 localizado en el cromoesoma (F39H11.2), 8. cerevisioe (SPT15)
politénico

Faclor de la ARN polimerasa it

No s conocen mutantes

Similar en humanos (T8P iike

CG4349 (~=FRAP-related)

1-fosfatidilinositol 3-cinasa

No 32 conocen mutantes

Similar en humanos (rapamycin
associated protein FRAP2), ratas
(homolog of the human ataxia
telangiectasia gene), Caenorhabditis .
(strong similarity to the PI3 / Pi4
fomily of kinases), 8. cerevisiae

(TORY)
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Tabla 1. 2. Lista alfabética de los genes de Drosophila melanogaster involucrados en la
reparacién del ADN (Simbolo del gen y posicién citogenética o recombinogénica)

agt mu2 Rad51D (=CG6318) CG5378
B4A2--3 62B10- -1] 17B4 - -5 3iDg--9
asyfl mus]ol rad201 CG5524
76B11- -C} 12B} -7 45B2- -3 95E4- 6
BcDNA:LDOBS34 musl02 Rec(Q4 (+CG7487) CG5602
32C5 - -D1 2B]--18 66B11--13 60A7--9
BcDNA:GMI0765 musios Rec()s CG5757
64C12 SA8--2 T0E6- -7 35B2. -4
BecDDNA:LD19945 musio6 REVI =CGi2189) CG5899
8Al 10E2 - -1287 61C3 30E3--F1
BeDNA: LD216519 musl08 RFC3 CGs931
21AS 1-10.8 |31El-2 72B2- -Cl
BG:DS5S03323.1 musio9 Rfes0 CG6116
35B7--8 9A2 - -Bl 64A10 34B1 --3
BG:DS08249.3 musiil Rpb7 (=CG6572) CG6239
I4C6 8Al --8D9 88ES 66D6- -8
bim musll2 RpS3 CG6339
86F4- -7 9E 94F1 58D7--El
Cdk7 muslis Rrpl CG6532
4F1--2 1-10.8 23C1 -2 70C10--11
Cdk8 mus201 RrPO CG6s3s
67C2 29C3 -4 79C2--D1 88E8- -9
Cdk9 mus202 Ring CG?003
58F1- -2 2- 986- -8 71B2--3
Chd! mus203 spel | CG7376
13C1-3 1- 35A--1 65A5--6
Chd3 mus204 pn-B CG7839
76B3 2. 88B7- -8 68A3
Chlalpha mus208 (=CG1923) Sli (=CG11113) CG7948
11B14 43E16 - -18 79F5- 6 99D5--7
epsf mus206 su(Hw) CG7972
51A4--6 37A2--55A4 88B6- -7 66B10--11
CycH mus207 T (= CG8151) CG8128
79A4- -3 2 SOF6 1312 --14
dap { mus208 ez . CG8272
46A3- -4 2-89 71D3- -El 44F6- -8
Dbbal mus209 Thdl cGaer3
27Di1--12 56F11--12 102C3- -4 25B7 - -8
DNApol-epsilon (~CG6768) | mus210 Tor CG9003
94F1! $1F4- -6 34AS 48B82--3
DNApol-eta (=CG7143) mus2il tos CG9272
79B--2 2-47 37A3 -4 38F4..5
DNApoliota (=CG7602) | mus301 7] CG9777
84F4. .5 61F7 - -66D10 7E3}-6 14F2 - -5
EG:33C11.2 mus3o2 UbcDo6 CG10o018
1F2 73A4- -86D4 82E2--3 83B--2
EG:BACR7CI0.2 musiis wee CGl0210
3A9 --Bi 75B 27C3--4 95B7- -Cl
EGEGO003.3 musdos MNP CGl0489
53D12--14 73A4- -86D4 96E1-2 64F3- -4
EG:52C10.6 mus30é Xpac CG10694
S4E8- -9 86D3- -90E1 4B1.. -1 95D9- -10-
Ercel (=CG10213) mus3o7 XPD CG10898
51D1--2 86D3- -90E1 57C4- 6 86E13--14°
ESTS:83E108 mus308 XRCCI CCG10984
60A 87C3- 9 4F2-.3 69D5- -E1
(2 oPP43 mus3o9 CGI387 CG12005
=CG10528} 86E3- -5 TE2 82F6--7
I8A3 -4
g musdlo . . CG283 | CGr2176 - - T
36A6 - -7 73A4--86D4 44B1 12A9 - -Bi
gt mus3li CG2871 CG12402
3Al 73A4--86D4 4C10 - -11 88AI10
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Ray musii2 T cGases CG13900
67E3- 4 61F7 - -66D10 41F3 61D32- 4
Hel898 okr CG3008 CGl4134
8982- -3 23C2- -3 25B4 -5 68C11--12
Huxl-like pS3 CG3179 CG14318
82D5- 6 94D12-+13 6789--10 90C2- 4
Twi phr CG3660 CG15099
49R5- -7 43E18- -FI 21B4--3 $5F3- -4
Xu80 (=BG:DS09217.6) | phro4 CG3753 CG17033
35D6 38E] 25B8 72B2--C1
(2)33Df PiiKS9F CG4049 CGI7215
35D5 -6 SSE3. -4 60B3- -7 33CI- 4
Matl Pl CG078 CGI7227
4787--10 S1F9. 11 $B3. .6 87B13--15
meid ppa (=CGI933) CG4364 CGI4134
4B4-6 58F4- 6 30C6--8 68C11--42
mei41 Rad} CG4420 CGI14318
14C3 - -4 23Al 14C6 - DI 90C2- 4
mei-217 Rad9 CG4549 CGI5099
15D6 75E1--2 6D2--3 55F3. -4
mei-218 Radl7 CG4851 CGI7033
15D4- -El 88C10--DI 32E4- -F1 T2B2- -C1
Mi-2 Radi3 CG4983 CGI7218
76D5--6 10283 3IAS- -6 33CI -4
Mih1 RadS1(=Dmcl, DmradSl)} | CG3205 CGI17227
44B1--2 99DS- -7 88F6- -7 87B13--15
mrell Rad3IC CG5283

32E4-FI 45B2- 3 89F2

En el cromosoma 4 se han localizado s6lo dos genes relacionados con la reparacin del ADN: Thd] (102C3- -

4)y Rad23 (102BY). Los genes Apl, Apll, CG17540, DdbPI, DdbP2, DdbP3, DNAligl, DNAligl!, Rad2},
RpA-8, RpA-30 y RpA-70 y udg sin posici6n citogénética, ni recombinogénica en FlyBase, 16 febrero2001.

153




Tabla 1.3. Grupos epistiticos de genes de S. cerevisiae involucrados en la reparacién del dado al ADN
por radiaciones y genes mutantes similares en D. meelanogaster (Friedberg et al., 1995; Smith and Jones,

1999). .

RAD3 de Genes mutantes RADS2 de Genes mutantes RAD6 de Genes mutantes

levaduras similares a RAD3 | levaduras similarey a levadures similares a RADG en
en Drosophila RADS2 en Drosaphila
melanogaster Drozophila melanogaster

melanogaster

RADT meif, Radl RADSO CG12407,CGE339 | RADG UbeD6

RAD2 mus20l, tos RADS1 Rad5] RADS , Rad9

RAD3 mei-4] RADS4 okr, CG4049, XNP | RAD18 CG5524

RAD4 ns2 O RAD24 Radi7 REV] REVI

RADIO Erccl REV3 (PSO)) mus2Q5

RADI4 Xpac CDC9 Cdk9,.CG5602,CG17227

SSL1 Ssi} CDC8 Cdk8,CCG5757

SSL2 (RAD2S) ha

TFB! Trb1

RAD23 Rad23, CG10694

CDC8 Cdk8, CG5757

CDC9 Cdk9, CG5602,
CG17227

FPSO2 (SNM1) CG100i8

Tabla 1.4. Genes de D. melanogaster similares a los genes de S. cerevisiae y humanos, cuyos productos
arosoma {Friedberg, et al,, 1995; Smith and Jones, 1999).

intervienen en la formacion del re

8. cerevisiae H. sapiens D. melanogaster
radl4 hXPA Xpac
rad4 hXPC mus2i0
rad23 RAD23(S.cerevisiae homolog B) | Rad23
rad25/ Ssi2 HXPB/ ERCC3 hay
rad3 HXPD/ERCC2 XPD
radl hXPF mei9
radlQ ERCC] Errcl
rad2 HXPG/ ERCCS mus20]
/b1 162 /b1
YPLI122c general TFITH polypeptide 4(52kD | Tfb2
subunit})
Ssi! BTF2 : Ssil
KIN28 Cyclin-dependent ~ kinase 7| Cdk?
(homolog of Xenopus MOI15 cdk-
) activating) .
CCL1 cyclin H Cye.
b3 MATI Matl
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Tabla 1. 5. Genes y mutantes involucrados en la regulacién de las fases del ciclo celular G1/ S y S/ G2

(Friedberg et al., 1995)
Drosophila: Funcién del Fenotipo mutante en | Homélogo en §. Otros homélogos
Simbolo ¥y nombre producto: detiene el | Drosophila pombe
del gen ciclo celular en un
punto (por inferencia
con 8. pombe)
p53 (=CGl0873, dp53) Factor de transcripcidn, y | No se conocen mutantes | No se conoce Similar a p53.de

reparacion; supresor de
tumores: punto de
verificacién del ciclo
celular Gi/§; en
respuesta al dafio une un
elemento al locus rpr

mamiferos y humanos
(DN p63 beta), Loligo
(p53 tumor supressor
homolog) y ratén (DN
p63 beta)

cuyo producto es
p21(waf-1/ cip-1)

dap (=CG1772, CDI4) Cinasa inhibidora Recesivos Ictales Similar en humanos

dacapo ' dependiente de una {CDKNIA, CDKNIB),
ciclina (Cdki); punto de rata (Cipl),
verificacion en G1/8 Caenorhabditis

(TOSAS.1)

Rad9 (=CG3945) Controla el ciclo celular | No se conocen mutantes | RAD9 Homoélogo en humanos,
en cl punto de ratdn, Caenorhabditis y
verificacién 5/G2 y 5. pombe (RADY)
posiblemente en G1/S;
supresién de tumores

Radl (=CG3240) Controla el ciclo celular | Elitnina el ADNno - radl Similar en humanos
en ¢l punto de homélogo de los (RAD!), ratén y 8. pombe
verificacién §/G2; extremos 3° del ADN (RADI)
reparacién de DSBs recombinante; no se

conocen mutantes

mei-4] Fosfatidilinositol 3- Sensible & cafeina, rayos | rad3? Andlogo en humanos

{=C(G4252, mei-195, cinasa, deteccidn del Xy UV, larvas (ATM, FRP1):

musl03, musi04) daflo en ¢l punto de hipersensibles a Caenorhabditis (ATM-

meiotic 41 verificacién 8/G2; se hidroxiutea; carece del like protein), S.
SXpresa €N ovarios, factor 1 de escisién; cerevisiae (ESRI, torl,
repara rompimientos aumenta la pérdida de tor2, tell), 5. pombe
cromos6micos; cromesomas meioticos y {radi)
recombinacién de no la no-disyuncién
homélogos en hembras

mus304(=CG7347) Helicasa dependiente de Hipersensible a MMS, No se conoce Dugesia japonica

mutagen-sensitive 304 ATP relacionada con mostaza nitrogenada; no (myosin heavy chain), E.
RecQ, componente del | es sensible a rayos-X; coli (Rec(}
citoesqueleto; punto de sensible a la cafalna;
verificacién en $/G2 del | detiens ¢l desarrollo
dafio al ADN embrionario;

parcialmente

deficiente en post-
replicacién, y
recombinacién meidtica;
ariginalments se observé
que reparaba por escisién
a dimeros de pirimidina,
shora se atribuye esta
reparacion a la presencia
del gen phr en esta linea

Rad!7 (=CG7825) Controla ¢! ciclo celular - radl7 Hoemélogo en humanos
en ¢l punto de (RAD17 (S. pombe)
verificacion $/G2; homolog), ratén (RF-C/
supresién de tumores activaior 1 homolog),

Caenorhabditis y S.
cerevisiae (chechpoint
protein RAD24) y S.
pombe (radl?)
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Hus!-like (=CG2525, Reparacion y control deJ | Nose conocen mutantes | hus/ Similar en humanes
Husl) ciclo celular en ¢l punto ’ (HUS! (8. pambe)
de verificacion 8/G2 checkpoint homology),
ratdn, Caenorkabditis y
. S. pombe (husl)
grp Cinasa Ser/Treo y punto . | Bloquean los cambios chkl (rad27) Similar en humanos
grapes de verificacién G2/M morfologicos y (CHK! (checkpoint, S.
regulando a p34, se bioguimicos de la pombe) homolog), rathn
expresa en ¢l oocito; transicién (MBT) {Chkl), Xenopus,
intervienc en la. “midblastula” y alteran el Caenorhabditis, S.
alincacién de los punto de chequeo G1 /8 cerevisiae (CHKI) 8.
CTOTROSOMAS pombe {chkl (rad27))
Rad21 Punto dc verificacibnen | No se conocen mutantes | RAD2} Homéblogo de RAD2/ en
G2/M; NER y cohesién S. pombe
de crométidas hermanas
mitdticas, componente de
Ia cohesina 14:8; s5e
expresa en embriones :
musiQl (=CGl1156) Reparacién de grupos Hipersensible s MMS, cuts Anilogo a RADG6 de
mutagen-sensitive 101 alquilo por acetaminofluoreno, {evadura; homédlogo en
recombinacién de no mostaza nitrogenads, humanos (similar to S.

homélogos; reparacién

rayos X y UV, baja

pombe —rad4+ /cutl+

de puentes y fertilidad; sensible a product (A40727)), ratdn
rompimientos dobles; cafeina; inestabilidad {ect2 transforming
regula punto de cromosomica y elevada protein), Caenorhabditis
verificacién post- no-disyuncién en (similar to BRCAIC
replicador G2, si ¢l inicio | hembras termimus (BRCT) domain
de S fue deficiente (4 domains)
asf ! Regulador del ciclo No se conocen mutantes | Yeast anti-silencing Homélogo en humanos,
anti-silencing factor! celular, subunidad del protein homolog Caenorhabditis, 5.
factor RCAF ‘ cerevisiae (ASF!), S.
{replication-coupling pombe (yeast anti-
assembly factor), silencing protein
ensamblaje de homolog)
nucleosomas y de
cromatina del ADN
replicado, reparacion de
DSBs .
Cyeld Regulador del ciclo No s¢ conocen mutantes | CCL/ Similar en humanos
Cyclin H celular; factor de (p37/ cyelin H), ratdn
transcripcion de ta ARN (G 1/ 8-specific eyclin C),
| polimerasa 11 involucrado Xenopus (cyclin H
en ¢l inicio de la MO 5-associated
transcripeion del protein (p36))
promotor Pel II,
componente de! factor
TFIIH;
Mat! Regulador del ciclo No se conocen mutantes No se conoce Homologo a MAT1 de

celular, factor de
transcripcion de la ARN
polimerasa II involucrade
en el inicio de 1a
transcripcion del
promotor Pol II,
compenéhte del factor
TFIIH; complejo con
subunidades del RFIIK
(replication-coupling
assembly factor IIK) y

humnanos, ratén (Mat/},
Caenorhabditis (similar
to kuman cdk7/ cyelin
assembly factor), S,
cerevisiae (transcription/
repair factor TFIIH
subunit Tfb3)

reparosoma

wee (=CG4488, Dwee} | Cinasa Tir con tres Recesivos, hembras weel Similar en humanos

wee dominiog: Ser/Treo, estériles y machos (weel+), ratén (Weel), .
cinasa ATP-unién'y | fértiles; se requiere para '\ Platynereis (anélido)
cinasa y punto de completar las divisiones (weel- like kinase), S.
verificacién en 8/G2 nucleares de 1a cerevisiae (NRK1), S.
dependiendo de cde2 embriogénesis temprana pombe (weel)
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APENDICE (TABLAS DE RESULTADOS)

Tabla 3.3. Anilisis estadistico de todos los experimentos con nitrato de Ca (incluye a testigos con
" manipulacién minima ¢/mm (B0))

TABLA DE ANOVAX ' !
FACTORES GRADOS DE | SUMA DE MEDIA DE VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS DEF DE p
Tratamicnto 1 5432 5.432 15.951 <0.0001*
Ca*" 4 6.786 1.697 4.982 0.0006* |
MMS 1 1,513.298 1,513.298 4,443.762 | <0.0001*
Sexo 1 33.026 33.026 96.980 <0.0001*
Ca”” * Sexo 4 3.879 0.970 2.848 0.0230*
MMS * Sexo 1 10.216 10.216 29,999 <0,0001*
MMS* Sexo * 1 1.483 1.483 4.355 0.0371*
Tratamiento
MMS * Ca™ 4 4.123 1.031 3.027 0.0170*
*Tratamiento .
Residuales + 1,117 380.388 0.341
interacciones no
| sigmificativas
METODO DE BONFERRONI / DUNNx*
FACTORES | MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALOR DE
COMPARADAS MEDIAS CRITICA p**
Ca™" B0, B2 0,221 0.152 <0001
B0, B4 -0.168 0.152 0.0019
B2,B3 0.161 0.157 0.0039
MMS C0,C1 2338 0.068 <0001
Sexo F.M 0.340 0.068 <.0001

(%) Datos transformados arcosenh, , (*)Valores de p significativos con ANOVA factorial, (**) Valores de p
significativos (<= 0.05/ nimero de comparaciones) con la correccién de Bonferroni
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Tabla 3.4. Andlisis estadistico del total de manchas / individuo obtenidas en el pretratamiento con Ca®
(48-72 h de edad larvaria) y sin MMS (incluye a testigos con manipulacién minima ¢/mm (B0})

TABLA DE ANOVAx%
FACTORES | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DEF DE p
Sexo 1 4.530 4.530 111.044 0.0010*
Ca” 4 1,582 0.895 2.183 0.0712
Ca” *Sexo | 4 4.808 1.202 2.930 0.0213*
Residuales | 270 110.755 0.410
METODO DE BONFERRONI / DUNNX
FACTOR MEDIAS DIFERENCIA DIFERENCIA VALOR DE p**
COMPARADAS | ENTRE CRITICA
MEDIAS
Sexo FM 0.254 0.151 0.001
PRUEBA DE H (KRUSKAL-WALLIS) ***
FACTOR | G.L. | GRUPOS | EMPATES | H H CORREGIDA® | p p CORREGIDA *
Ca™" 4 5 6.222 | 7.288 0.183210.1214
PRUEBA DE U (WILCOXON-MANN-WHITNEY)**#*
FACTOR EMPATES Z z P p
CORREGIDA ¢ CORREGIDA ¢
Sexo 78615 |5 - ~2.861 | -3.097 0.0042 [ 0.002*

(%) Datos transformados en arcosenh, (*) Valores significativos para ANOVA factorial, Prueba de Hy de U,
(**) Valores de p significativos (< 0.03/ nimero de comparaciones) con la correccién de Bonferroni, (***)
Prueba de dos colas, * Corregida para empates
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Tabla 3.5. Andlisls estadistico del total de manchas/ individuo obtenidas en el post-tratamiento con Ca’*
(74-120 h de edad larvaria) y sin MMS (incluye a testigos con manipulzclén minima ¢/mm (B0)) :

TABLA DE ANOVAX

FACTORES | GRADOS DE SUMA DE MEDIADE . VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DEF DE p
Ca*’ 4 0.175 0.044 0.133 0.9703
Sexo 1 0.200 0.200 0.606 | 0.4370
Ca” *Sexo | 4 1.395 0.349 1.058 0.3778
Residuales 268 88.359 0.330
METODO DE BONFERRONI / DUNN
FACTOR | MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALOR
COMPARADAS MEDIAS CRITICA DE p
Sexo FM 0.053 0.136 0.4403
PRUEBA DE H (KRUSKAL-WALLIS) ***
FACTOR | G.L. | GRUPOS | EMPATES | H H P P
, CORREGIDA+ CORREGIDA+
Ca*’ 4 5 4 0.528 | 0.683 0.9707 | 0.9534
PRUEBA DE U (WILCOXON-MANN-WHITNEY)***
FACTOR | U EMPATES Z 7 p P
CORREGIDA+ CORREGIDA ¢
Sexo 9323 |4 0504 |-0.573 06146 | 0.5667

(%) Datos transformados ¢n arcosenh, (*) Valores significativos para Anova factorial, (**} Valores de p
significatives (< 0.05/ nimero de comparaciones) con la correccion de Bonferroni, (***) Prueba de dos colas,
+Corregida para empates
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Tabla 3.6. Andlisis estadfstico del total de manchas. / individuo obtenidas en el pretratamiento con Ca®*
{48-72 h de edad larvaria) y después con MMS (72-74 h de edad larvaria). (incluye a testigos con
manipulacién minima ¢/mm (B0))

TABLA DE ANOVA%
FACTORES | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DE F DE p
Ca*’ 4 7.199 1.800 6.119 -0.0001*
Sexo 1 14.005 14.005 47.620 <.0001*
Ca *Sexo | 4 3313 0.828 2.816 0.0260*
Residuales | 241 70.878 0.294
METODO DE BONFERRONI/ DUNN*
FACTOR [ MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALOR DE
COMPARADAS MEDIAS CRITICA p**
Ca™’ - B0, Bl 0312 0.293 0.0028
BO, B2 0332 0.288 0.0013
B0, B4 -0.504 0.293 <0001
Sexo FM 0.481 0.135 <.0001
PRUEBA DE H (KRUSKAL-WALLIS)***
FACTOR | G.L. | GRUPOS | EMPATES | H H CORREGIDA+ [ p P
CORREGIDA ¢
Ca™" 4 5 25 14915 [ 14.972 0.0049 | 0.0048*
PRUEBA DE U (WILCOXON-MANN-WHITNEY)***
FACTOR | U EMPATES Zz Z P P _
CORREGIDA* CORREGIDA ¢
Sexo 39430 [ 25 -6.833 | -6.846 <0001 | <0.0001*

(%) Datos transfermados en arcosenh, (*) Valores significativos para ANOVA factorial, Pruebade Hy de U,
(**) Valores de p significativos (< 0.05/ nimero de comparaciones) con la correccién de Bonferroni, (***)
Prueba de dos colas, *Corregida para empates
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Tabla 3.7 Andlisis estadistico del total de manchas / individuo obtenidas con el MMS (72-74 h de edad
larvaria) y los post-tratamientos con nitrato de calcio (74-120 h de edad larvaria) (incluye a testigos
-con manipulacién minima clmn_: (B0))

TABLA DE ANOVAX
FACTORES | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DE F DEp
Ca” 4 4442 1.111 3.521 0.0079*
Sexo 1 28.031 28.031 88.865 <,0001*
Ca™ *Sexo | 4 0.516 0.129 0.409 0.8024
Residuales | 316 99.676 0.315
METODO DE BONFERRONI / DUNN*
FACTOR | MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALOR DE
COMPARADAS MEDIAS CRITICA p**
Ca*’ B0, B2 0.314 0.281 0.0017
B0, B3 -0.296 0.276 0.0026
Sexo FM 0.586 0.122 <0001
PRUEBA DE H (KRUSKAL-WALLIS) ***
FACTOR | G.L. | GRUPOS | EMPATES | H H p p CORREGIDA »
. CORREGIDA ¢
Ca*’ 4 5 25 10.859 | 10,906 0.0282 | 0.0276*
PRUEBA DE U (WILCOXON-MANN-WHITNEY)***
FACTOR |U EMPATES z z p P
: - CORREGIDA ¢+ CORREGIDA+
Sexo 5,860.5 | 25 -8.725 -8.744 <0001 | <.0001*

(*) Datos transformados en arcosenh, (*) Valores significativos para ANOVA factorial, Prueba de H ydeU
(**) Valores de P significativos (< 0.05/ niumero de comparaciones) con la correccién de Bonferroni, (***)
Prueba de dos colas, *Corregida para empates
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" Tabla 3.8. Andlisis estadistico de todos los experimentos con Pb** (incluye a testigos con manipulacién

minima ¢/mm (B0))

TABLA DE ANOVA%
FACTORES GRADOSDE | SUMADELQOS | MEDIA DE VALOR | VALOR

LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DE F DEp

Tratamiento 1 9673 9.673 24.485 <0,0001*
Pb** 4 2317 0.579 1.466 0.2103
MMS 1 1,219.127 1,219.127 3,085.97 | <0.0001*
Sexo 1 32.566 32.566 82.434 <0,0001*
Tratamiento* Pb*" | 4 9.693 2.423 6.133 <0.0001*
Ph** * Sexo 4 6.534 1.634 4.134 0.0025*
MMS * Sexo 1 12.732 12.732 32.228 <0.0001*
Pb™ * MMS * 4 7.824 1.956 4.951 0.0006*
Tratamiento
Pb* * MMS * 4 5.521 1.38 3.493 0.0076*
Sexo
Residuales + 1,151 454,708 0.395
interacciones no

| significativas

METODO DE BONFERRONI / DUNN*
FACTORES | MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALOR DE

COMPARADAS MEDIAS CRITICA p**

Tratamiento | Al, A2 0.220 0.072 <.0001
MMS C0,C1 2,088 0.072 <.0001
Sexo FM 0.338 0.072 <.0001

(*¢) Datos transformados en arcosenh, (*) Valores significativos para ANOVA factorial (**) Valores de p

significativos (< 0.05/nimero de comparaciones) con la correccién de Bonferroni
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Tabla 3.9. Anélisis estadistico del total de manchas/individuo obtenidas en el pretratamiento con Pb**-
(48-72 h de edad larvaria) sin MMS (incluye a testigos con manipulacién minima ¢/mm (B0))

TABLA DE ANOVAX

FACTORES | GRADOQS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DE F DE p

P 4 2.329 0.582 1.530 0.1934
Sexo 1 2.155 2.155 5.663 0180*
Pb * Sexo 4 1.464 0.366 0.962 0.4285
Residuales 285 108.429 0.380

METODO DE BONFERRONI / DUNN*

FACTOR MEDIAS DIFERENCIA DIFERENCIA VALOR DE P**

COMPARADAS | ENTRE MEDIAS | CRITICA

Sexo F.M 0.171 0.14} 0.018

PRUEBA DE H (KRUSKAL-WALLIS) ***

FACTOR | G.L. | GRUPOS | EMPATES | H H p p

. CORREGIDA « .| CORREGIDA*

Pb*” 4 5 5 4.404 | 5.141 3541 | .2731

PRUEBA DE U (WILCOXON-MANN-WHITNEY)***

FACTOR U EMPATES Z Z ' p p

‘ : CORREGIDA+ CORREGIDA +

Sexo 9371 5 -2.053 | -22.218 040 | .0265*

(*) Datos transformados en arcosenh, (*) Valores significativos para ANOVA factorial, Pruebade Hy de U,
{**) Valores de P significativos (< 0.05/ nimero de comparaciones) con la cerreccion de Bonferroni, (***)
Prueba de dos colas, *Corregida para empates.
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Tabla 3.10. Analisis estadistico del total de manchas / individuo obtenidas en el post-tratamiento con
Pb** (74-120 h de edad larvaria ) sin MMS (incluye a testigos con manipulacién minima ¢/mm (B0))

TABLA DE ANOVAX
FACTORES | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DEF DE p
Pb* 4 1.040 0.260 0.820 0.5135
Sexo 1 0.474 0.474 1.495 0.2225
Pb* *Sexo | 4 2.345 0.586 1.849 0.1197
Residuales 273 86.56 0.317
METODO DE BONFERRONI / DUNN»*
FACTOR | MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALOR DE
COMPARADAS MEDIAS CRITICA p**
Sexo FM 0.071 0.132 0.2884
PRUEBA DE H (KRUSKAL-WALLIS)***
FACTOR | G.L. | GRUPOS | EMPATES | H H p P
CORREGIDA* CORREGIDA+
Ph*’ 4 5 4 2.175 | 2.878 0.70637 | 0.5785
PRUEBA DE U (WILCOXON-MANN-WHITNEY)***
FACTOR | U EMPATES | Z Z p p
CORREGIDA CORREGIDA+
Sexo 94515 | 4 0.813 | -0.935 0.4163 0.3498

(%) Datos transformados en arcosenh, (**) Valores de P significativos (< 0.05/ namero de comparacmnes)
con la correccidn de Bonferroni, (***) Prueba de dos colas, *Corregida para empates
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Tabla 3.11, Anilisis estadistico del total de manchas/individuo obtenidas en el pretratamiento con Pb*
(48-72 b de edad larvaria) y con MMS (72-74 h de edad larvaria), (incluye a testigos con manipulacién
minima ¢/mm (B0)) :

TABLA DE ANOVAX
FACTORES | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DE F DE p
Pb*” 4 -11,222 2.805 8.797 <.0001*
Sexo 1 21,810 21.810 68.391 <.0001*
Pb** * Sexo | 4 8.714 2.179 -6.832 <.0001*
Residuales | 255 81.319 0.319 -
METODO DE BONFERRONI / DUNN*
FACTOR | MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALOR DE
COMPARADAS MEDIAS CRITICA p**
Ph™* Bl, B2 0.385 0.316 0007
B2, B3 -0.398 0.337 0009
Sexo F,M 0,525 0.137 <0001
PRUEBA DE H (KRUSKAL-WALLIS)***
FACTOR | G.L. | GRUPOS | EMPATES |H H CORREGIDA* | p p
CORREGIDA+
Pb” 4 5 22 8.587 | 8.633 0723 | .071
PRUEBA DE U (WILCOXON-MANN-WHITNEY)***
FACTOR | U EMPATES 2 Z p p .
- CORREGIDA* CORREGIDA+
Sexo 14301 { 22 7177 [ -7.19 <.0001 [ <0001*

() Datos transformados en arcosenh para Anova y Bonferroni/Dunn,, (*) Valores significativos para
ANOVA factorial, Prueba de Hy de U, (**) Valores de P significativos (< 0.05/ numero de comparaciones)
con la correccién de Bonferroni, (***) Prueba de dos colas, #Corregida para empates
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Tabla 3.12. Andlisis estadistico del total de manchas/individuo obtenidas con el MMS (72-74 b de edad
larvaria) y los post-fratamientos con Pb** (74-120 h de edad larvaria), (incluye a testigos con
manipulacién minima ¢/mm (B0))

TABLA DE ANOVA®
FACTORES | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR [ VALOR
- LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DEF DE p
PH* 4 6.030 1,508 2617 0.0355*
Sexo 1 18.121 18.121 31.453 <0,0001*
Pb** * Sexo | 4 3.115 0,779 1.351 0.2512
Residuales 273 157.283 0.576
METODO DE BONFERRONI / DUNN*
FACTOR | MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALOR DE
COMPARADAS MEDIAS CRITICA p**
Pb** B2, B4 0.466 0.423 0020
Sexo FM 0.523 0.178 <.0001
PRUEBA DE H (KRUSKAL-WALLIS)***
FACTOR | G.L. [ GRUPOS | EMPATES | H H P p ’
. : CORREGIDA ¢ CORREGIDA+
Pb*’ 4 5 20 6.696 | 6.7127 0.1529 | 0.1510
PRUEBA DE U (WILCOXON-MAI.VN-WHITNEY)" "
FACTOR | U EMPATES Z Z. p p ‘
CORREGIDA ¢+ CORREGIDA+
Sexo 4802.5 | 20 71556 | -1.573 <0001 | <.0001*

() Datos transformados en arcosenh, (*) Valores significativos para ANOVA factorial, Prueba de Hy de U
(**) Valores de P significativos (< 0.05/ nimero de comparaciones) con la correccién de Bonferroni, (**¥)
Prueba de dos colas, *Corregida para empates
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Tabla 3.13. Anilisis estadistico del total de manchas / individuo obtenidas en el testigo positivo MMS.

TABLA DE ANOVAX
[ FACTORES | GRADOS DE SUMA DE "MEDIA DE VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DEF DE p
MMS 1 238.967 1 238.967 1309.854 | <.0001*
Sexo 1 0.636 0.636 3.487 0671
MMS * Sexo | | 0.636 0.636 3.487 0671
Residuales | 56 10.217 182
METODO DE BONFERRONI / DUNN
FACTOR | MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALOR DE
COMPARADAS MEDIAS CRITICA p**
MMS C1,Cs -3.991 0.221 <0001
Sexo F,M 0.206 0.221 0671
PRUEBA DE U (WILCOXON-MANN-WHITNEY)#***
FACTOR U EMPATES | Z z P P
CORREGIDA* CORREGIDA ¢
MMS 0.000 |9 6.653 | 6.754 <0.0001 | <0.0001*
Sexo 350.00 | 9 -1.478 | -1.501 0.1393 | 0.1333
Sexo (Agua) 1125 |3 0.000 | 0.000 >0.9999 | >0.9999
Sexo (MMS) | 12.5 6 4.148 | 4.152 <0.0001 | <0.0001

(%) Datos transformados en arcosenh, (**) Valores de p significativos (< 0.05/ nlimero de comparaciones) cém
la correccién de Bonferroni, (***) Prueba de dos colas, #Corregida para empates
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Tabla 3.14, Analisis estadistico del

total de manchas / individuo obtenidas en el testigo positive uretano

TABLA DE ANOVAX
FACTORES | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE VALOR | VALOR
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS DEF DE p
Uretano 3 36.074 12.025 27.554 <.0001*
Sexo 1 3219 3219 7.377 0.0077*
Uretano* | 3 1.600 0.533 1.222 0.3052
Sexo )
Residuales 112 48876 0.436
METODO DE BONFERRONI / DUNN*
FACTOR | MEDIAS DIFERENCIA ENTRE | DIFERENCIA VALORDE
COMPARADAS MEDIAS CRITICA p**
Uretano | CI, C2 -0.936 0.458 <0001
Cl,C3 -1.03 0.458 <.0001
Cl1, C4 -1.515 0.458 <.0001
C2,C4 20,578 0.458 <0010
C3, C4 0485 0.458 <.0053
Sexo F,M 0.328 0.239 0.0077
PRUEBA DE H (KRUSKAL-WALLIS) ***
FACTOR | G.L. | GRUPOS | EMPATES | H H CORREGIDA* | p P -
. CORREGIDA
Uretano | 3 4 9 45690 | 47.153 <0.0001 | <.0001*
PRUEBA DE U (WILCOXON-MANN-WHITNEY)*#**
FACTOR | U EMPATES [Z Z p P
‘ CORREGIDA+ CORREGIDA*
Sexo 140450 | 9 -2.076 [ -2.109 0.0379 | 0.035*%

(%) Datos transformados en arcosenh, (**) Valores de P significativos (< 0.05/ nimero de comparaciones)
con la correccion de Bonferroni, (***) Prucba de dos colas, *Corregida para empates
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Tabla 3.18. Promedios a medias de los rangos de manchas totales/individuo / sexc en lIas series de tratamientos con
Ca** o Pb¥, con y sin MMS, de acuerdo con la prueba de U (Wilcoxon-Mann-Whitney)

PRETRATAMIENTO
SIN CON
MMS MMS :
HEMBRAS | N MACHOS | N HEMBRAS | N MACHOS N
Ca 154.346* 140 126.654° 140 157.943* 123 95.305* 128
P 158.372° 145 137.973* 150 166.662* 133 99 083* 132
POSTRATAMIENTO
SIN MMS CON MMS
HEMBRAS [N MACHOS | N HEMBRAS | N MACHOS [N
Ca™ | 141,928 139 137.072 139 { 209.046% 163 117.954* 163
Pb** | 145.94 142 138.032 141 | 177.606* 146 104.055* 137

* Diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 3.16. Promedios o medias de los rangos de manchas totales/individuo de la interaccién MMS *
Sexo de acuerdo con el método de Bonferroni/Dunn

MMS
N 0 mM N 1.2 Mm
(EE) (EE)
HEMBRAS 15 533 (.192) 15 51.667 (2.223)
MACHOS 15 533 (.192) 15 34.600 (2.011)
(EE) érror estindar

Tabla 3.17. Promedios o medias de los rangos de manchas totales/individuo de la interaccién Uretano*
Sexo de acuerdo con el método de Bonferroni/Dunn*

URETANO
N 0mM |N SmM N iomM |N 20 mM
(EE) (EE) (EE) (EE)
HEMBRAS | 15 0.533 15 3.0 (640) | 15 26 (321) |15 5.533
(192) (631)
MACHOS |15 0.533 15 18 (.355) | 15 2.267 15 2.667
(192) (.452) (347)

(EE) error estindar

Tabla 3.18.Tamaiio de] clon mwh en donde se registré La frecuencia mas alta de manchas por individuo después de
los tratamientos con nitrate de calcio

OmMsm _0mM 0.tmM_ 05mM 1.0mM = . _
" PRETRATAMIENTO T
Ca® 1 1 1 1 i
Ca* con MMS 5-8 9.16 9-16 9-16 5-8,9-16
POSTRATAMIENTO
Ca® 1 : "2 2 ] 2
Ca” con MMS 5.8 34 9.16 5-8 5-8, 0-16
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Tabts 3.19.Tamafio del clon mwh en donde se registré la frecuencia més alta de manchas por individuo después de
los tratamientos con nitrato de plomo ‘

0OmMsm OmM 0.1 mM 0.5 mM 1.0 mM

PRETRATAMIENTO

Pb** 1 1 1 1 1
Pb*" con MMS 5-8 9-16 5-8 58 9-16
POST-TRATAMIENTO

P 1 1 1 1 1
Pb** con MMS 5-8 9-16 58 58 58

Tabla 3.20. Tamaiio del clon mwh en donde se registré la frecuencla més alta de manchas por individuo después de
los tratamientos con MMS y uretano

0mM 1.2mM
MMS 1y2céls. 34 céls.

omM SmM 10 mM 20 mM
URETANO 1y2céls. 1 cél. 1 cél. 1 cél,

Tabla 3.21. Distribucion del tamaifio de los clones mwh en los individuos scmetidos a los tratamientos con hitrato de
calcio

0 mMs/m 0 mM 0.1 mM 0.5 mM 1.0 mM
Pretrat. Ca?* 1a33-64 1a128 1al28 183364 1258
Post-trat. Ca®* 1a33-64 1a9-16 12a33-64 1a17-32 1a9-16
Pretrat. Ca™ con MMS (12 mM) 1 a33-64 1a256 18-256 1a-256 la-128
Post-trat. Ca* con MMS (12 mM) 123364 1a-128 1a-256 1a-128 1 a-256

Tabla 3.22. Distribucién del tamafio de los clones mwh en los individuos sometidos a los tratamientos con nitrato de
plomo

0 mM s/m 0 mM 0.1 mM 0.5 mM 1.0 mM
Pretrat. Pb* L o 1a3364 1a9:16 1a916 .. 1a25%. ..1a9-16-
Post-trat. Pb?* 1a33-64 1a5-8 1al17-32 1al17-32 1a17-32
Pretrat. Pb™* con MMS (12 mM) 1 a33-64 1a-256 1a-128 1 a>256 1a-25 .
Post-trat. Pb* con MMS (12 mM)1 a -128 1 a-256 1a-256 1a-256 1a-256
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Tabla 3.23. Distribucién del tamaéo de los clones #mwh en los individuos sometidos & los tratamientos con MMS ¥

uretano
0 mM 1.2mM .
MMS lal7-32 1a-128
0 mM S$mM 10 mM 20 mM
" URETANO 1217-32 tal7-32 la -128 la 5-8

Tabla 3.24 Andlisis estadistico de los experimentos con Ca** (se excluyeron a los testigos con

manipulacién minima (¢/mm)

TABLA DE ANQVAx*x
FACTORES E INTERACCIONES el SUMA DE MEDIA DE VALOR | VALOR
CUADRADOS | CUADRADOS | DEF DE p
(C) MMS 1 1239.580 1239.580 3718.196 | <.0001
(D) Sexo 1 27.557 27.557 82.660 <,0001
(A) Tratamiento 1 6.468 6.468 19.400 <.0001
(B) Ca(NO3)2 3 864 .288 .864 4593
(C) MMS * (D) Sexo 1 5.344 5.344 16.028 <0001
(C) MMS * (A) Tratamiento 1 145 145 435 .5097
{C) MMS * (B) Ca(NO3)2 3 386 129 386 7632
(D) Sexo * (A) Tratamiento 1 087 087 261 .6098
(D) Sexo * (B) Ca(NO3)2 3 3.761 1.254 3.760 .0106
(A) Tratamiento * (B) Ca(NO3)2 3 |.157 052 157 9252
(C) MMS * (D) Sexo * (A) Tratamiento 1 1.501 1.501 4.503 0341
(C) MMS * (D) Sexo * (B) Ca(NO3)2 3 1.502 .501 1.502 2125
(C) MMS * (A) Tratamiento * (B). 3 4111 1.370 4.111 .0066
Ca(NO3)2
(D) Sexo * (A} Tratamiento * (B) 3 1.796 .599 1.796 1464
Ca(NO3)2
{C) MMS * (D) Sexo * (A) Tratamiento * | 3 1.418 473 1.418 .2360
(B) Ca(NO3)2 .
Residuales 870 | 290,043 333
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Tabla 3.25. Anslisis estadistico de los experimentos con Pb** (se excluyen a los testigos con

manipulacién minima c/mm (B0))

TABLA DE ANOVAX
FACTORES E INTERACCIONES gl. | SUMADE MEDIA DE | VALOR [ VALOR
] CUADRADOS | CUADRADOS | DEF DE p
(C) MMS 1| 950.255 950.255 2347.327 | <.0001*
(D) Sexo 1 | 27.248 27.248 67309 | <.0001
(A) Tratamiento 1 11.192 11.192 27.646 <,0001*
(B) Pb(NO3)2 3 2.241 747 1.845 1373
(C) MMS * (D) Sexo 1 7.248 7.248 17.904 <0001*
(C) MMS * (A) Tratamiento 1 | 4,108E-4 4.108E-4 001 9746
{C) MMS * (B) Pb(NO3)2 3 | 3376 1.125 2.780 0401
{D) Sexo * (A) Tratamiento 1 352 .352 .868 3517 .
(D) Sexo * (B) Pb(NO3)2 3 | 6.442 2.147 5.304 0013*
(A) Tratamiento * (B) Pb(NO3)2 3 | 7.864 2.621 6.475 .0002*
(C) MMS * (D) Sexo * (A) Tratamiento | 1 | .008 008 020 8873
(C) MMS * (D) Sexo * (B) Pb(NO3)2 3 | 4.259 1.420 3.507 0150*
(C) MMS * (A) Tratamiento * (B) 3 [7mm 2.592 6.404 0003*
Pb(NO3)2 :
(D) Sexo * (A) Tratamiento * (B) 3 3.645 1.215 3.001 0298*
Pb(NO3)2
(C) MMS * (D) Sexo * (A) Tratamiento * | 3 2.230 743 1.837 .1389
(B) Pb(NO3)2
Residuales 905 | 366,366 405
(*) p<0.05
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Tabla 3.26. ANOVA para nimero de manchas totales/individuo (datos transformados ¢n arcosenoh(y))
en los testigos con manipulacién minima (BO0) y los paralelos (B1) para las series de tratamientos en que

se probaron los efectos del Ca y del Pb

Factores y niveles 21 | Suma de | Media de | Valor de | Valor |
cuadrados | cuadrados F dep
{A) Tratamtento 1 4873 4873 14.359 | .0002*
(B) Manipulacién 1 2.687 2.687 7.919% .0050*
(C) MMS 1 1161.669 | 1161.669 | 3423.192 | <.0001*
(D) Sexo 1 23.743 23.743 69.966 | <.0001*
(Ca,Pb) Series’ . 1 .765 .765 2.255 1335
(A) Tratamiento * (B) Manipulacién 1 3.516 3.516 10.362 | .0013*
(A) Tratamiento * (C) MMS 1 030 1030 087 7676
(A) Tratamiento * (D) Sexo 1 .052 .052 .154 6948
(A) Tratamiento * (Ca,Pb) Scries 1 .748 748 2.203 1381
(B) Manipulacién * (C) MMS 1 .924 924 2.723 0992
(B) Manipulacién * (D) Sexo 1 037 037 .110 7400 |
(B) Manipulacién * (Ca,Pb) Series 1 229 229 676 4112
(C) MMS * (D) Sexo 1 11.336 11.336 33.406 | <.0001*
{C) MMS * (Ca,Pb) Series 1 799 799 2.354 1253
(D) Sex * (Ca,Pb) Series 1 3.038E-4 | 3.038E-4 |.001 9761
(A) Tratamiento * (B) Manipulacién * (C) MMS 1 007 007 022 8827
(A) Tratamiento * (B) Manipulacién * (D) Sexo 1 345 345 1.018  |.3132
(A) Tratamiento * (B) Manipulacién * (Ca,Pb) Series | 1 .523 .523 1.543 2145
(A) Tratamiento * (C) MMS * (D) Sexo 1 2.476 2.476 7.295 .0070*
(A) Tratamiento * (C) MMS * (Ca,Pb) Seri¢g 1 |.068 068 202 6535
(A) Tratamiento * (D) Sexo * (Ca,Pb) Series 1 .269 .269 .791 3739
(B) Manipulacién * (C) MMS * (D) Sexo 1 3.354 3.354 9.883 0017*
(B) Manipulacién * (C) MMS * (Ca,Pb) Series 1 303 303 .893 3450
| (B) Manipulacidn * (D) Sexo * (Ca,Pb) Series 1 .007 .007 .019 .8898
(C) MMS * (D) Sexo * (Ca,Pb) Series 1 .054 .054 160 .6890
(A) Tratamiento * (B) Manipulacién * (C) MMS * 1 1.022 1.022 3.011 0830
(D) Sexo ,
(A) Tratamiento * (B) Manipulacién * (C) MMS * 1 001 001 .002 9623
{Ca,Pb) Series .
(A) Tratamiento * (B) Manipulacién * (D} Sexo * 1 287 .287 .846 3580
(Ca,Pb) Series
(A) Tratamiento * (C) MMS * (D) Sexo * (Ca,Pb) 1 101 101 299 .5846
Seri¢s . )
(B) Manipulacion * (C) MMS * (D) Sexo * {Ca,Pb) |1 .046 .046 136 7128
Series
(A) Tratamiento * (B) Manipulacién * (C) MMS * 1 122 122 360 5486
{D) Sexo * (Ca,Pb) Series
Residuales ' 924 [313.562 |.339
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Tabla 3.27. Medias aritméticas del ANOVA para las manchas totales/individuo entre los testigos con

manipulacién minima (B0) y paralelos (B1)
Efecto: (A) Tratamiento * (C) MMS * (D) Sexo * (Ca,Pb) Series * (B) Manipulacién

Tratamientos Moscas Manchas totales / + Error estdndar
‘ individuo

Al, CO, F, Ca, BO 28 679 + 171
Al, CO, F, Ca, Bl 28 1.071 +.199
Al, CO,F, Pb, BO 29 655 +.167
Al, CO, F, Pb, Bl 29 1.241 +.220
Al, CO, M, Ca, BO 28 571 + 149
Al, CO, M, Ca, Bl 28 464 + 096
Al, CO, M, Pb, BO 30 533 +.,124
Al, C0, M, Pb, Bl 30 667 +.168
Al,Cl1,F, Ca, BO 27 10.926 = 859
Al,CLF, Ca, Bl 27 11.444 + 995
Al,C1,F,Pb, B0 29 10.655 + .826
Al, C1,F, Ph, Bl 27 11.741 + 889
Al, CL, M, Ca, B0 28 5.929 + 623
Al, Cl1, M, Ca, Bl 28 10.107 + 1,044
Al, C1, M, Pb, BO 33 5.848 + 573
Al, Cl1, M, Pb, Bl 31 8.677 * 1.047
A2, CO,F, Ca BO 28 .536 +.158
A2, C0,F, Ca, Bl 28 607 + 139
A2, C0, F, Pb, BO 28 .536 +.158
A2, CO, F, Pb, Bl 39 436 +,103
A2, CO, M, Ca, BO 28 643 + 138
A2 CO,M, Ca, Bl 28 464 = ,150
A2, CO, M, Pb, BO 29 655 +,134
A2, CO, M, Pb, B1 39 385 +.094
A2, Cl1,F, Ca B0 33 10.606 + 772
A2 Cl F, Ca, Bl 33 12.667 + 875
A2, Cl1, F Pb, BO 31 9839 * 749
A2, Cl1,F, Pb, Bl 29 9.655 +.905
A2, Cl1 M, Ca, BO 33 6.061 = .612
A2 C1,M, Ca Bl 33 6.939 + 628
A2, Cl1, M, Pb, B0 30 5.533 + 577
A2, C1, M, Pb, Bl 27 5.481 + 573
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