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RESUMEN

Con cl objctivo de valorar el cfecto genotéxico del acetato de plomo (AcPb), el promutageno
alquilante dimectilnitrosamina (DMN) y el inductor de sintesis del grupo hemo y c:locromos P450
(Cit P450), fenobarbital (FB), sc utilizaron larvas transhcterocigotas de Dr
dec 48 h de vida de las cruzas BE (bioactivacién clevada) con altos niveles conshlu(lvos de Cll P450
y E (estindar) con sintesis rcbulada de Cit P450 de 1a prucba SMART cn ¢! ala para someterlas a
pretratamiento (24 h) cony sin AcPb (1, 0.1 y 0.01 mM), con y sin FB (12 mM) y AcPb+FB en
cotratami T: se icron a trat i tipo AcPb/DMN, FB/DMN y AcPb+FB/DMN
dondc la DMN (0.076 mM) se¢ administré a las larvas de 72 h crénicamente (48 h) y hasta la
emergencia de los imagos. Estos fucron fijados cn alcohol al 70 %, sc discctaron las alas y se
montaron cn preparacioncs permanentes para observar bajo cl miscroscopio 6ptico a 40 x buscando
la presencia de clones (manchas) de tricomas tipo mwh y fIr que son los marcadores genéticos de la
prucba quec evidencian cl dafio genotoxico de los tratamicntos. Los datos sc analizaron en cl
programa estadistico SMART y con la prucba de U de Mann Whllncy (STATISTICA 6. O)

El AcPb resulté genotéxico pucs arrojé fr ias de i
significativas en la cruza E aunque no se reflejé cl cfecto cn las frccucncms totales de manchas/
mosca dc ambas cruzas; en la cruza BE no sc obscrvé cfecto porque el AcPb parece ser eliminado
via los Cit P450 con altos niveles de concentracién en csta cruza. El FB mostré actividad
genotodxica; esto sc reporta por primera vez para en la cruza E de la prucba SMART en Drosophila
melanogaster; cn la cruza BE no mostré cfecto porque ¢l FB es metabolizado los Cit P450. La
DMN tuvo mayor cfecto genotéxico para la cruza BE (por su sintesis constitutiva de los Cit P450
que la activan y convicrten en genotoxina) que cen la cruza E. El cotratamicnto AcPb+FB no mostré
efecto genotéxico cn  la cruza BE y sorpresivamente tampoco en la cruza E porque el FB parece
inhibirse y/ o anularse con ¢l AcPb, mediante precipitaciéon de un fenobarbitato plimbico, excepto a
la concentracion mis baja (0.01mM), lo que se reporta por primera vez para la prucba SMART. El
tratamiento AcPb/ DMN fuc genotéxico en ambas cruzas lo que sugicre indirectamente quc el AcPb
no altera la sintesis del grupo hemo ni interviene cn la sintesis de los Cit P450 ya que la DMN es
activada y cjerce cfecto genotoxico. El tratamicento FB/ DMN fue genotéxico en ambas cruzas; en
BE, sin cfecto smcr;,nco porque ¢l FB cs climinado por los Clt P450 pero que si activan la DMN;
para E, con efecto sinérgico, porque ¢l FB ind la si T lada de los Cit P450, ticnc
actividad genotéxica micntras estos se sintetizan, lo climinan y ademas activan la DMN. El
tratamicnto AcPb+FB/ DMN fuc gcnotdéxico cn ambas cruzas: en BE el efecto sc debid
exclusivamente a la DMN y cn E a la accién sinérgica entre FB y DMN y AcPb a la concentracién
mas baja, reduciéndose la frecuencia a la mitad segiin aumenta el AcPb que se anula con el FB, en
congrucncia con cl cotratamiento AcPb+FB.
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Nota: Cuando cste trabajo de tesis fuc registrado ¢n la Division dc Posgrado de la Facultad de
Cicncias de la UNAM en el titulo se usé la abreviatura AB (Alta Bioactivacién) para referirse a la
cruza HB (High Bioactivation) en inglés. Dc la misma mancra, sc utilizé la abreviatura ST
(Standard) en inglés para referirsc a la otra cruza utilizada en la prucba SMART.

Durante la claboracién de csta tesis, los especialistas mexicanos de la Toxicologia Genética
acordaron llamar BE (Bioactivaciéon Elevada) a la anterior AB (HB, cn inglés) y, por otro lado,
denominaron E (Estandar) a la ST (Standard, cn inglés).

No siendo posible hacer un cambio de titulo rapido, doy fé dec las difercncias entre las abreviaturas

dc las cruzas en cl titulo de tesis (AB y ST) y las abreviaturas de las cruzas a lo largo del texto de
este trabajo (BE y E), esperando no confundir al lector.

Atte.

Bi6l. Laura Castafieda Partida.
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Abreviaturas

BE: Bioactivacién Elevada

E: Estandar

DMN: Dimetilnitrosamina

FB: Fcnobarbital

AcPb: Acctato de plomo

Cit P450: Citocromos P450 - Complcjo enzimatico
mM: milimoles

UV: Ultravioleta

CHO: Chinesc Hamster Ovary

‘ TESIS CON
L7 & DE ORIGEN




INDICE

1. TOXICOLOGIA GENETICA 9
1.1.A 9
1.2, ion de dafio i importancia del boli: 11

2. AGENTES ALQUILANTES 14
2.1. Formacién de aductos cntre ¢l ADN y los 14
2.2. Sustituciéon dc pnres de bases después de ta alquilacion en el O% de la 15
2.3. Comp 15
2.4. Ni i 15

2.4.1. Dimctilni i {DMN) 16
2.4.2, Biotransformacion de la DMN 16
2.4.3. Estudios con DMN 17
2.4.4. DMN y Fenobarbital (FB) 18
2.4.5. DMN y Acctato de plomo (AcPb) 18

3. CITOCROMOS P450 19
3.1. D y Li de bioti (biotr 19
3.2. Antigiledad, presencia cn seres vivos y nomenclatura de los Cit P450 20
3.3. Polimorfismo gcnchcu del snsu:nm Cit P450 y sus 23
3.4. Cit P450 cn Dr // 22

3.4.1. Cit P450, Drv.mplula melanogasier 'y DMN 22
3.4.2. Genes del slslclna Cit P450 en D 7: I (Cyp6A2) 22
3.5.CitPa50 y n de 24

4. FENOBARBITAL 25
4.1. FB como de bolizad de bioti Cit Pa50 25
4.2. Inhibicién de la induccién del F3 26
4.3. Capacidades x:ancancna. icay de ilaciéon de ADN del FB 26
4.4.FBy <s 27
4.5. Induccién de los Cit P450 cn D prhil ! por FB 28

5. GRUPO HEMO 29
5.1. Grupo hemo de i 31
5.2. Regulacién de la simcsns del grupo hemo 31
5.3. Grupo hemo y el Cit P450 31
5.4. Grupo hemo, Cit P450 y FB 32
5.5. Grupo hemo, Cit P450 y AcPb 32
5.6. Grupo hemo y Drosophila melanogaster 32

6. PLOMO Y ACETATO DE PLOMO a4
6.1 Plomo 34

6.1.1. Vias de absorcwn y distribucién del Pb’ en el cuerpo 34
6.1.2. Dl)u enel 35
6. dades toxi y 36
6.1.4. El':clos 6 36
G.1. i 38
6.1.6. Efcclo sobre vias bol a9
6.1.7. énesis del Pb** 39
6.2. Acctato de plomo: Pb(CH,COO); 41
6.2.1. Desarrollo y 41
6.2, a2
6.2. B $ 42
6.2 énesis del AcPb 43

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




7. PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICAS(SMART) __ = a4

8. D nil. " as
8.1. Cai mclerisllcns y ciclo de vida 45
8.2. Drosof y los les (AcPb) 46
8.3. Dy hil l i (DMN) y SMART 46
8.4. Drasophllu m-:lnnogasu'r. FB y Cit P450 47

9. BASES GEN‘ZTICA& DE LOS EFECTOS DETECTADOS EN LA PRUEBA SMART ENEL

ALA DE Dr p g 49
9.1. Lincas y d 51
9.2. Cruzas de Bioactivacion Elevada (BE) y & (E) 53
9.3.T i 54
9.4, Pri i per 55
9.5. Tipos de clones { has) 55
9.6. Tamano de los clonces ( has) 58
9.7. Registro de datos y criterios de lectura. 59
9.8. Hipotesis y disti 60

10.HIPOTESIS 61

11. OBJETIVO GENERAL 61

12. OBJETIVOS PARTICULARES 61

13. MATERIALES 62

14. METODOS 63
14.1. LCsa 63
14.2. SMART 63

15. RESULTADOS 66
15.1. Toxicidad 1.Cyy 66
15.2. SMART 69
15.3. Cruza BE. Grificas de tipos de has ( p d. las) y de de clon mwh 76
15.4. Cruza E. Grificas dc tipos dc has (p d las) y de de clon mwh.... .82
15.5. Frecuencias totales de manchas/ mosca en SMART con i peri como testigo 88

16. DISCUSION 89

17. CONCLUSJONES 97

8. BIBLIOGRAFIA 98

TESIS CON
' FALLA DE ORIGEN




1. TOXICOLOGIA GENETICA

1.1. Antecedentes

La Toxicologia Genética cs una especialidad que se encarga de identificar y analizar la acciéon de
los agentes cuya toxicidad recae en cl material hereditario de los seres vivos. Detecta y comprende
las propicdades de un grupo rclativamente pequeilo de agentes conocidos como genotoxinas, los
cuales afectan especificamente ¢l ADN. El término genotéxico fue introducido en la década de los
sctenta por Ehrenberg (citado cn Vogel, 1991) y se aplica a los agentes toxicos quc afectan cl
material hereditario abarcando cambios lctales y hereditarios en células somaticas o germinales.

El inicio de la Toxicologia Genética se puede situar en 1927 cuando Miiller demuestra que los
rayos X son capaces de producir cambios cn ¢l material genético de 1a mosca de la fruta Drosophila
melanogaster. En 1940, Aucrbach descubre la accion mutagénica del gas mostaza, también en D.
melanogaster. Durante los siguientes 20 afios fue demostrado en animales ¢l cambio genético
inducido por radiaciones y agentes quimicos. Estos trabajos dieron la pauta para que se pensara que
algunas dc las enfermedades hereditarias observadas en poblaciones humanas tenian un origen
ambiental (Vogel, 1991).

La Toxicologia Genética fue reconocida como disciplina alrededor de 1969, cuando se empezé a
relacionar ¢l incremento en ¢l ambicnte de los productos quimicos fabricados por ¢l hombre, con
sus posibles consecucncias genéticas. Simultaneamente, se empcezé a obscrvar una relacién entre los
mutigenos y los cancerigenos, lo que realzé la importancia de la Toxicologia Genética en 1a
determinacion de los efectos ndvcrsos en la salud que pueden producir los compuestos genotoxicos,
por su capacidad de ocasi mut hereditarias o infertilidad, do aft 1 a las célul
germinales o producir muerte celular y cancer cuando alteran a las células somaticas. En otras
palabras, la Toxicologia Genética estudia la sccuencia de cventos desde la interaccion de la
genotoxina con ¢l ADN hasta la expresion fenotipica final del daio (Vogel, 1991).

A lo largo dc cstas décadas R ha csludlado i nente la idad genotoxica (mutagéncsis,
reccombinogénesis, clastogé carc ! is y actividad apoplouca) de diferentes agentes a los
que las poblaciones humanas cstan mas expuestas, pero también se ha hecho evidente la necesidad
de encontrar métodos y biomarcadores para dctectar agentes con actividad antimutagénica y
anticancerigena, es decir, que inhiban, retarden o reviertan cstos procesos (Graf er al., 1998;
Lohman er al., 2001).

En el primer caso, las guias o rutas criticas para los estudios genotéxicos persigucn varios
objctivos; por cjemplo, cn la Comunidad Econémica Europea ¢l Programa de Desarrollo ¢
Investigacion Ambiental tienc como metas: 1) la caracterizacion del perfil metabélico y genotéxico
de agentes quimicos, 2) cl desarrollo de nuevas tecnologias adecuadas para la identificacién y la
evaluacion del riesgo de la exposicion a las genotoxinas y 3) la validacion de los actuales ensayos

de genotoxicidad y 1a evaluacién de su uso en acli-'-‘ des r ladoras de la idad tales como
la clasificacion y ctiquetami > de p Juimico: (Parry 1988). E_jcmplos de la primera
meta son cl uso dcl biomonitorco de daiio en humnnos mediante la de dc
ADN (O “-guanina) producidos por un determinado compuesto o grupo q ico de cc

(Margison et al.. 1979; Hemminki, 1997; Goto er al.. 1999) y la novedosa lecnologla de los
microarrcglos en ¢l campo de la Toxlcogcnémnca para el anéhsns de expresion gcmca que examina
multiples genes y vias de li ion simulta der los mr »s téxicos, lo
quc impactara el campo de la Salud Publica. Lo anlcnor, dcpcndc de quc los perﬁlcs de expresion
génica que comresponden a los diferentes se (H deh et al..
2002 a). En la scgunda mcta, los pr izad pam la prediccién de la capacidad




mutagénica o canccrigena de comy »s basado: lusi en la estructura quimica han
arrojado informacién, pero a la vez, han resultado limitados (Richard, 1998); los ensayos con
compuestos cstructuralmente relacionados (isé 0s © alogos) revelan que la actividad
genotéxica depende de la posiciéon del grupo quimico (van Schaik y Graf, 1991; 1993; Frei er al..
1992; Ukawa-Ishikawa ef al., 1997; Dueilas-Garcia, 2002; Rodriguez-Amaiz y Tellez, 2002;) o que
la actividad se picrde cuando sc¢ sustituyen los grupos (Glende et al., 2002); también se hacen
csfucrzos para monitorear la recombinacién mitética homéloga que causa la pérdida de
heterocigosis (Frei er al., 1998; Spand et al., 2001; Hooker et al, 2002) y las aberracioncs
cromosomicas cstructurales pucs ambos fenémenos involucran rompimicntos en la doble cadena
(cfecto clastogénico) en células somaticas in vive (Gomez-Arroyo et al., 1995; Gémez-Arroyo y
Villalobos-Pictrini, 1995; Calderén-Segura er al.. 1998;Vogel y Nivard, 1999).

Finalmente, los cnsayos genotéxicos ticnen comeo objetivo principal evndcncmr qué tipo de daio
o a qué nivel de organizacion del ADN opera ¢l efccto do por cl comp luado (Vogel,
1991; Sanchcz Lamar er al., 2000). Asi, sc reconocen:

MICROLESIONES. Cambios iuu énicos o m iones géni que son cambios en genes
individuales. Consi pr I de sustitucioncs de parcs dc bases o cambios de

inclusién/deleciéon de pares de bases.

Nivel L.- Muraciones genéticas: cambio de uno o pocos parcs dc bascs.

a) Mutaciones _de susn;ucnén de _pares de_bases: cambio cualitativo en uno o mas pares de

nucledtidos. Todas las comb de b nucloncs de pares dc bases son posibles; las
sustituciones de purina por purina y pirimidina por pirimidina sc designan transiciones mientras que
las sustituciones de purina por pirimidina y dc pirimidina por purina sc llaman transversiones.

b) Mutaciones de corrimiento de lectura: Cambio cuantitativo en uno o mas pares de nucledtidos.

MACROLESIONES
Nivel 1l.-  Aberraciones cromosémicas estructurales: cambios gruesos en la estructura por
dcleciones, rearreglos, recombinacioncs.

Aberraci éricas: loidias y poliploidi. por afk i cn los

componentcs del aparato mitético o meléuco
Nivel I11.- Alreraciones (dario) al ADN: formaciéon de aductos.

a) Rompimientos de banda de ADN: radiacién ionizante, radiacién ultraviolcta (UV), Blecomicina.
b) Dimeros de pirimidina: UV de onda corta.

c) Alquilacién de base: agentes alquilantes.

d) Entrecruzamicntos inter e intra bandas o cadenas de ADN: UV dc onda larga.

e) Intercalacién: Proflavina.

Nivel IV.- Dario a los mecanismos de reparacion del ADN: i do la ibilidad a los
cfectos de muchos mutagenos.
La Tabla 1 muestra algunos ensayos o prucbas g Oxicas utilizadas para el estudio del dailo

genético inducido en los diferentes Niveles.
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Tabla I. Pruebas genotéxicas (modificado de Sanchez Lamar er al, 2000).

Nwel 1. Ensayos para mutaciones génicas.

Prucba de Ames (Sals lla typhi, ium/microsomas de mamifecro).
e Prucba dc mutaci les en Saccharomyces cerevisiae.
e Lectales rccesivos Ilgados al sexo en Dr wrhile / o L
* Prueba de_mutacién i ié 7
® Prueba de mutacion de los pelos inales de Trad. iar.
Nivel If. Ensayos para i cr 6mi
e Prucba citogenética in vitro en células de mamifcros.
e Prucba citogendtica 7 vivo cn ratonces.
* Prucba de microniclcos (ratones y células de ovario de Criccto Chino: CHO).
e Prucba dc Ictales dominantes en ratoncs.
e Prucba de mutacién y_rccombinacién_somitica_en Drosophila melanogasrer (SMARTY:

delcciones y ancuploidias parciales.
Prucba citogenética de las células merestimiticas de la raiz de Vicia faba.

Nivel 111. Ensayos para dafio primario al ADN.
L]

Prucba de segregacion mitética en Aspergillus nidulans.
bi i6n mitdtica en Saccharomyces cerevisiae.

Prucba de conversidon génica y rece
Prucba de mutacién y recombinacién somatica en Drosophila melanogaster (SMART).

Prucba de intercambio de cromitidas hermanas (ICH) in virro con células de mamiferos.

Nivel IV. Otros ensayos.
e Prucba de la morfologia de la cabeza del espermatozoide en ratones.

e Prucba de mutacién y reccombinacién_somdtica cn Drosophila melanogaster (SMART):

d ion de recombi ion mitdtica.

1.2. Induccién de dafio genéti imp ia del bolismo

La induccién de dafio genético por agentes genotéxicos es un proceso de pasos muiltiples: la
interaccién quimica, reparacién o no del dafio al ADN y efectos bioldgicos.

(1) Interaccién quimica (principalmente de enlaces covalentes) con el ADN. Los agentes
genotoxicos pueden ser ligados dircctamente al ADN o solamente después de que su estructura ha
sido modificada por cnzimas. Por cllo, se les divide en directos (los verdaderos agentes
genotéxicos) porque rcaccnonan con macromoléculas (ADN y prolcinas) sin activacién enzimatica y
en precursores o pr si req cn activacion ca. Los ag genotoxicos
precursores no poseen acuvndad genotdxica per se, pero son convertidos en agentes genotoxicos por

el mctabolismo de organismos susceptibles (Fig. 1a).
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Reactivo por si mismo
Agome — (DIRECTO) T
genotoéxico
Reactivo sélo después /

de activacion
(PROMUTAGENO)

(1) Interaccién inicial con ADN

Fig. 1a. Interaccién quimica entre mutigenos y ADN (tomado de Vogel, 1991).

Los agentes genotéxicos precursorcs comprenden una amplia gama de compuestos quimicos
estructuralmente no relacionados. La mayoria de cstos agentics quimicos son lipofilicos a pH
fisiologico. La cxcrecion cfici de los comy »s lipofilicos por parte de los mamiferos requicre
su conversién metabdlica en metabolitos hidrofilicos. En muchos casos esta biotransformacion cs
un proceso dc pasos miiltiples, que resulta en la formacidn de agentes genotdxicos a través de
intermediarios definidos como agentes genotéxicos proximos.

La mayoria (mas del 80 %) de los agentes genotoxicos (los promutagenos y los
procancerigenos), no son capaces dec formar ad s de ADN dir cuando entran al cucrpo.
Sin cmbargo, cl metabolismo de un tcjido blanco (higado, rifién, testiculos) pucede transformar cstas
moléculas cn mctabolitos quimicamente labiles y altamente recactivos, que se ligan a
macromoléculas, entre las que estan ¢l ADN y las protcil Tradici 1 sc disti dos
tipos de mctabolismo llamados Fase 7 (oxidacion, hidrélisis o reducciéon) y Fase 1l (reacciones de
conjugacién. Las enzimas relacionadas con cstos procesos son llammadas a menudo enzimas
metabolizadoras o enzimas metabolizadoras de x hidticos (Tabla 2).

Tabila 2. Enzimas involucradas en ¢l bolismo de bidti ( do de Wolf, 1990)
Sistema de Abreviatura No. de Reacciones Ubicacion
Enzimas comun genes

Citocromos P450 CYP450 >50 OxidaciondelC,.N y S mitocondria-microsomas
Citocromo P450 reductasa 1 Reduccion de un electrén microsomas
Quinona reductasa QR 1 Reduccion de quinonas citososol
Glutatién S- transferasa GST 10 Conjugacion electrofila con glutation]| citosol y microsomas
Epdxido hidrolasa EH 1 Hidratacion de epoxido: citosol y microsomas
UDP glucoroni! transferasa uDPGT > 5 Conj de ac. gi con

-OH, -NH microsomas
Sulfotransferasa SULT > 2 Conjugackon de SOsa -OH, -NH citosol
N (O- acetil tranferasa) NAT > 2 Transfiere acetil a -NH. -OH citosol

(2) Los mecanismos especificos de reparacion de ADN pueden lograr remover o no los aductos
formados a través de las interacciones con los agentes genotéxicos.

Formacién de aductos ———® Proceso dc dafio a ADN —® Expresion de dafio
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(3) Si cl dafo genético queda mal reparado o se deja sin reparar puede dar lugar a efectos
biolégicos (Fig. 1b).

A) Toxicidad d: ®  Letalidad a la célula o al individuo

Mutagéncsis (dafo gendético cn células germinales, heredable)
B) Efectos crénicos <:
Carcinogénesis (dafio genético cn células somaticas)

Fig. 1b. Efectos biologicos del dafio al ADN (tomado de Vogel, 1991).




2. AGENTES ALQUILANTES

Uno dec los p,rupos dec mutigenos mejor conocido es ¢l de los agentes alquilantes. El primer

> bierto, ¢l gas mostaza, pertencce a esta categoria. Estos agentes quimicos

transficren grupos alquilos 2 macromoléculas bioldogicamente importantes (ADN, ARN, protcinas).

Dos propiedades son muy importantes para su modo de accion: el tipo de grupo alquilo transferido,

ya sca un ctilo (-CH; CH;). gencrando una cspecic erilante. un metilo (-CH3), gencrando una

especie il u otro complejo como (-CH2 COCH;) y c.,I nmm.'ro de grupo< alqunlo que una sola

molécula pucde donar. Asi. pueden scr 2 vy trifuncii La

mayoria de los agentes alquilantes conocidos son mutagenos dlrcclos ¥y pocos son indirectos o
promuddgenos que requieren activacion enzimatica (Vogel, 1991).

2.1. Formacién de aductos entre el ADN y los agentes alquilantes

Todos Jos oxigenos y nitrégenos cn los acidos nucleicos (excepto cl nitrégeno ligado al azicar)
pueden ser alquilados; esto suma 20 sitios diferentes. El punto de ataque mas frecuente ¢s el O° de
la guanina pero también un cfecto dario de la alquilacion dcl N-7 de Ia guanina cs una pérdida
del enlace entre la base y la cadena azacar-fosfato, llevando a la pérdida de la guanina del ADN
alquilado. Los cspacios o brechas apurinicos (sitios AP) asi creados dan como resultado la esciciéon
de la cadena en la cual ocurren y eventual Ia icion de doble cadena (rompimiento de la

cadena de ADN) (Vogel, 1991) (Fig. 2).

[ATUCAR | {TiTOSINA}: ANINA]-{AZUCAR]

ésn\'ro FOSFATO

IAZL'CAIH TIMINA }'-'{ADENINAH Azucanl

H
SN—H o ~ HO—
u M Oa,. Nc E_O
e c/c—<‘-\-N““"__."N<<;—c<_ "o H
HMCHO N N/ s
s TN =" E/ s
Citosina Guanina

Fig. 2. Posibles sitios de ataque de los agentes alquilantes en ia doble hélice de ADN
(tomado de Burke, 1971).
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2.2. Sustitucién de pares de bases después de Ia alquilacién en el O° de Ia guanina

Actual sc de a gencral que la alquilacién del O° de la guanina s una fuente
pnmnna de mutacnén a través de mala codificacién (miscoding) directa. La alquilacién de la
guanina en ¢l atomo OF, esto es, uno de los p de un enl. hidré oen la ina fija un
tautémero anémalo (dos enlaces hidrégeno en lugar de tres, en una guanina no modificada), asi un
sitio esencial se bloquca.

La modificacién del sitio O® de la guanina cs una lesién premutagénica porque la consecuencia
dec csta modificacién es una inhabilidad para formar un par de base especifica (C-G) y, si no se
repara, csto puede llevar a la incorporacién de una T cn lugar de una C (transicién C-T) durante la
replicacion del ADN. Las vias dec reparacion de ADN por agentes alquilantes son, por ejemplo:

a) Reparacion por escisién de bases: produclos dc alquilacién.
b) Remocioén de gmpos alquilo sin incision (respucsta adaptativa): O°-alquilguanina.
c) Reparacion de O®-alquilguanina por proteina alquiltransferasa (Pegg, 2000).

2.3. Compuestos N-nitrosos

Algunos de los mas potentes mutagenos y cancerigenos conocidos son productos naturales. Se
sabe desde hace 40 afios quc los compucstos N-nitrosos estan pr en los ali >s tratados
con nitrito de sodio, cl cual convierte cn hepatotéxicos ciertos alimentos para los organismos a
través de la formacién de nitrosodimetilamina (NDMA). Desde entonces, se ha comprobado con
experimentos animales que los compuestos N-nitrosos son el grupo de cancerigenos mas potente y
dc mas amplia accién (Kawai, 1998). E! papel principal del nitrito y los é6xidos de nitrégeno en la
formacién de compucstos N-nitrosos por la interaccion con compuestos amino secundarios y
terciarios ha llevado a la investigacion mundial de ali »s con pr ia de comp >s N-
nitrosos, los cuales han sido encontrados casi exclusi en llos ali quc contienen
nitrito o quec han sido expucstos a éxidos de nitrégeno. Entre éstos sc cncucntran las cames curadas
(especialmente tocino cocinado), pescado japonés ahumado o curado y cerveza. Los niveles de
nitrosaminas sc¢ han reducido cn las ultimas tres décadas de Ta Cc rente con una baja en el
nitrito usado cn los alimentos y mayor control de exposicién de 1a malta a 6xidos de nitrégeno en la
fabricacion de cerveza. Las pequeiias cantidades de nitrosaminas en los alimentos son, sin embargo,
significativas debido a la posibilidad de que los humanos scan mas susceptibles a estos cancerigeno
que los rocdores de laboratorio (Lijinsky, 1999). Gomez ef al. (1977) ya habian demostrado que
pecqueias cantidades de dimetilnitrosamina (DMN) en la dieta (40 ug/kg dc peso corporal) no
inducian tumores renales o metilacion de ADN en ratas porque el h comp
Ia DMN que llega por la vena porta sin alcanzar la circulacion gencral.

2.4. Nitrosaminas

Las N-»nitrosaminas son un grupo grande de ag > de los les se sabe quc
ticnen actividades g icas p Esta cc bado que alg: ieren ser boli

ol

por las enzimas del sistema Cit P450 hasta especics reactivas antes de podcr causar dafio (Robertson
er al, 1983; Hakura er al.. 1999). Muchas nitrosaminas y otros compuestos N-mlrosos son
citotéxicos y cancerigenos, mulagemcos ¥y teratogénicos y otros son dos en la qui ia del
cincer. Un amplio rango de especics es susceptible a su accién cnnccrigcna 1a cual puede afectar
varios organos (Magee, 1980), incluso a niveles finos como la dul. 5n de la resp de la
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protcina p53 al dafio al ADN por dietilnitrosamina (Finnberg er al., 2000). Las nitrosaminas tales
como la DMN sc pucden formar, en presencia de nitrito, a través de nitrosaciéon de aminas
secundarias y terciarias (como dimctilamina) a pH bajo (3.4) y cn pH neutro por cicrtas bacterias
reductoras dc nitrato.

2.4.1. Dimetilnitrosamina (DMN)

El representante mas sencillo de las nitrosaminas, la dimetilnitrosamina o DMN (Fig. 3), es un
liquido amarillo, muy soluble en agua, alcohol y éter. Su férmula quimica es (CH3):NNO y su PM
74.08. Ticne viscosidad baja y densidad de 1.0048. Agudamente téxica, la LCsp en ratas cs de 32.2-
40.0 mg/kg (Windholz er al., 1995; Magce, 1980).

La DMN es usada como solvente en la industria del plastico y la fibra, como aditivo para
lubricantes, cn la preparacion de solventes y como nematicida (Murillo, 1997). Por otro lado, Sen ez
al., 1973 (citado en Windholz er al., 1995) encontraron DMN pr en prod carnicos
curados, en cspecial tocino cocinado, cn algunos alimentos preservados con nitrito en un rango de
concentracién de 1-10 pg/kg (Vogel, 1991), condensados dc humo dc tabaco, pescado frito o
ahumado (Fazio et al.. 1971; Rhoades y Johnson, 1972 en Windholz er al., 1995).

La DMN es un agente alquilante monofuncional indirecto que requiere activacién metabélica y
ha demostrado ser mutagénica y cancerigena en distintas especies animales y diversos tejidos

(Magce, 1980; Vogel, 1991).
CHia

CH3”

Fig. 3. Molécula de dimetilnitrosamina (DMN).

N_N=O

La DMN produce tumores cn ratones, predominantementc en ¢l higado, pero también en el rifién
y el pulmén. Como agente alquilante monofuncional, la DMN tienc actividad clastogénica que es
resultado predominantemente de su reaccnén con atomos de nitrégeno cn €l ADN. Forma aductos
de O°-mctilguanina, 1o que provoca microl tipo tr ici G:C-—--A:T (Vogel, 1991; Wang
et al., 1998).

Estos aductos en la posicion O° de la guanina son un factor importante en la actividad
cancerigena, mutagénica, clastogénica (Pegg, 2000) y apoptdtica (Hom, 2000 a, b) de los agentes
metilantes (alquilantes).

2.4.2. Biotransformacion de la DMN

La DMN cs mctabohzada mediante hldroxﬂauén del & C-a : que p d una hidroximetil-
metil-nitrc ble. Esto d [¢ pasos en cascada) en un
i6n carbonio (CHi+) que ¢s la supuesta especie reachva. Por otro lado, la biotransformacién de la
DMN produce un intermedio de monometilnitrosamina reactivo (Haggerty y Holsapple, 1990 en
Rodrigucz-Amaiiz er al., 1996; Vogel, 1991) (Fig. 4).




-N=0 Dimetilnitrosamina
CH;,

Hidroxilacién del C-a (por Cit P450)

N-N=0O Hldroxlmetll-
til-nitro # HCHO, Fomaldehido

CH:0H
No cnzimitica

~N =0 Monometilnitrosamina

No enzimdtica

N+ () + oH" Mutageno final

Fig. 4. Biotransformacion de la dimetilnitrosamina (DMN)
(tomado de Vogel, 1991).

2.4.3. Estudios con DMN

2 i i

La DMN ha sido estudiada por casi 40 afos. Desde sus prop
biolégicas como w ¢nico, clastogénico, apoptético y cancerigeno han pennmdo a su vez
utilizarla en diferentes estudios a diversos niveles.
* La DMN es activada por microsomas de Dr hil [/ igual que en el ensayo de
Ames, cepas de E. coli y células de Ovario de Cncclo Chino (Banrs et al., 1980).
* LLa DMN ind una fr ia de 21 % de letales recesivos ligados al sexo (LLRLS) en
Dr hila melanog (Miiller y Haberzettl, 1980).
* La DMN ticne una actividad rccombmogcmca de 67 % cn cruzas de la prucba de mutacion y
recombinacion somiticas (SMART) en Dr ph (Rodrig! Arnmz et al., 1996).
* L.a DMN no mostré efecto en cl ecnsayo cometa (EC) para s de banda en
células de exudado de peritoneo de ratén (lehn et al., 1990).
* L.a DMN estudiada cn cl yo de micr & (MN) en médula 6sca de ratén tenia 5 reportes
positivos y 4 negativos en la blbllo5raﬁu espccmllznda Morrison y Ashby (1994) condu_peron
cxpcnmcntos con dosis letales y no [ lerada) que la de

ar cuidad la seleccion de dosis-niveles en yos de g icidad de corto plazo

in vivo.
* La DMN ind fibrosis hepitica en ratas y ratones (Savolainen e al., 1988; Nakamura er al.,
2000).



2.4.4. DMN y Fenobarbital (FB)

Klaunig et al. (1988) y Weghorst e al. (1989) cstudiaron ¢l efecto del FB en la evolucion de
carcinogénesis hepatocclular en cepas de ratoncs machos mfnmcs prctratados con DMN. Los
resultados mostraron quc cl FB promucve la tumorogé 1 P do dc la cepa y cl
cancerigeno inicial. La mezcla FB-DMN es sinérgica en ratones.

2.4.5. DMIN y Acetato de plomo (AcPb)

Ishibe et al. (1970) demostraron que ¢l tratamicnto con acctato de plomo (AcPb) y DMN
produce cancer cn ratas. Por otra parte, Sakai e al. (1990) comprobaron que 1a administracion de
AcPb a ratonces pretratados con DMN promucve la tumorogénesis de pulmén.
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3. CITOCROMOS P450

3.1. Desi i ion y bolismo de bidti (biotr e ion)

El Rcticulo Endoplismico Liso (REL) esta involucrado cn diferentes procesos celulares, que
incluyen desintoxicacién de drogas, mctabolismo dec carbohidratos, almacenamiento de calcio y
biosintesis de esteroides como hormonas sexuales y de la corteza adrenal (Becker er al., 2000).

Una rcaccién de las vias de dcsmloxncacnon dc drogas y biosintesis dc esteroides es la
hidroxilacién, la adesién de grupos hidroxilo a molé ptoras organi Durante la Fase 1 del
metabolismo, uno o mas de estos grupos polares son introducidos en Ins moléculas hidrofébicas lo
que incrementa su solubilidad en agua. Esta alteracién es critica porque la mayoria de los
compucstos hidrofobicos son solubles en las capas lipidicas de las membranas y por tanto, las
retiene ¢l cuerpo, mientras quc los compuestos solubles en agua son mas facilmente nn'aslr:ldos por
la sangre y subsccucntemente climinados. Después de la hidroxilacién ¢l comp pr T Se
convierte en un sustrato idcal para las enzimas conjugantes dc la Fase Il. Los productos conjugados
son suficientemente polares y facilmente excretados de la célula y del cuerpo (Becker et al.. 2000).

Aunquec la via mectabdlica de la hldroxllamén biasicamente representa un mecanismo de

desintoxicacién, en ¢l caso de los pr y Ppre igenos lleva a la formacién de
productos mutagénicos/ igenos (. bolismo bidtico o biotransfc ). La mayoria
de los cancerigenos quimicos requicre activacién bélica a bolitos electrofilicos que sean

capaces dc cnlazarse al ADN y causar mutaciones. El metabolismo xenobidtico es llevado a cabo
por grupos grandes de enzimas metabolizadoras que incluyen a los citocromos P450 y a la epéxido
hidrolasa microsémica de la Fasc 1 y a varias cnzimas conjugantes de la Fase 1l como la glutatién
transferasa (Gonzalez y Kimura, 2001).

Tanto cn la desintoxicacién como cn la activaciéon, la hidroxitacion depende del sistema
Citocromo P450 (Cit P450) o también: Sisterna de Monooxigenasa o Sistema de Oxidasa de
Funcién Mixta porque en estas enzimas un dtomo de una molécula de oxigeno es reducido a agua y
cl otro ¢s usado para oxidar cl substrato (Rockstein, 1978; Haugen, 1981; Frank y Fogleman, 1992;
Boucher e al.., 1996); este sistema enzimatico esta localizado en los microsomas (fraccion
subcclular) del REL de hepatocitos y otras células. A su vez, cada citocromo P450 es un sistema de
multicomponentes ligado a membrana, segiin descubrieron Omura y Sato (1964), el cual involucra
al menos dos protcinas: 1) CITOCROMO P450 (hemoproteina que se caracteriza por una intensa
absorbencia de cerca de 450 nm después de la reducciéon con CO) y 2) NADPH-citocromo P450
reductasa, asi como oxigeno moleccular y NADPH, (Vogel, 1991; Frank y Fogleman, 1992; Gandhi
et al., 1992; Fuchs er al., 1994; Sakai er al., 1992).

Los Cit P450 mectabolizan compucslos enddgenos como esteroides, acidos grasos, aminas
biogénicas, prostaglandinas y vitaminas, asi como xecnobiéticos tales como metabolitos de la dieta,

drogas, pesticidas o contami ambi 1 (Gonzalcz et al., l99|). metabolitos de plantas y
canccerigenos (Gandhi er al., 1992), ademais dc conferir a idas en i (Carino
et al, 1993). Estos substratos son enzima camenle modlﬁcados por una de las siguicntes
rcacciones: hidroxilacién alifatica, hidroxi ar q cpoxndacnoncs. O-
dialquilaciones; N-hidroxilaciones, N-desalquilaciones o deshal ié6n oxid R

1978).



Como ho.moprolcinns los Cit P450 ligan cl Fe®* dcl grupo hemo por pucntes de uolmo (unioncs

sus grupos tiol o sulfhidrilo —SH) pr en un dc inil. muy
conscrvado, de 26 residuos (¢n la region de la ia primaria), ccrca del carboxil tecrminal y
que puede iderarse la “"huclla digital” dec estas enzimas (Hobbs et al., 1986; Gonzilz y

Gclbom. 1992) (Fig. 5).

)
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Fig. 5. Citocromo P450 unido a grupo hemo por puentes tiol (-SH) de cisteina
(tomado de Burke, 1971).

3.2. Antigiiedad, presencia en seres vivos y nomenciatura de los Cit P450

El Cit P450 es un sistcma cnzimatico cas- umversal yconservado. Esta presente en bacterias y

en todos los organismos de los reinos animal y 1, (G alez et al., 1991). Los miembros de la
superfamilia de genes del Cit del P450 son ubicuos en procanotos yen wcanotos (Gandhi, et al
1992). Ha sido encontrado en 90% de los tc)ldos $:2 >, Imo tracto
gastrointestinal y rifiones, en ratas, ratones, cri y La i) bién sc ha ubicado en
hlgado pulmones y placema humanos. Aunque esta pri 1 1 lizada en microsomas

P
L, ooe g

(fra i¢n esta pr en las f y ica de la célula.

La evolucién de Ia superfamilia de genes de Cit P450 (CYPP450) exhibe paralelismos cercanos
con la evolucion de la biota terrestre. Hay correspondencia con ¢l incremento sostenido de la
oxigenacion atmosfenca, que comenzo hace 2000 millones de afios, y los cambios dletétlcos
durante tiemp mas reci los que quiza expli las dife ias en el
de ciertas especies (Leuns et al., 1998).

Los Cit P450 existen como una superfamilia de genes y e de su mi o dentro de un
organismo dado van de S0 a 200. El si de nc do por la mayoria de los autores se
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basa cn la similitud de la secuencia primaria de aminoicidos entre los Cit P450. Los genes
individuales se bautizan con cl prefijo Cyp (en inglés: Cytochrome P450) seguido por un namero
aribigo quc designa la familia del gen, una letra que designa la subfamilia y el nimecero del gen. Asi,
CypilAl y CyplA2 son genes individuales 1 y 2 en la familia 1, subfamilia A (Nebert er al., 1989
citado por Gonzilez er al., 1991).

Las actividades cataliticas de formas individuales de los Cit P450 han sido analizadas por
reconstitucion de enzimas purificadas con lipido antificial y oxidoreductasa NADPH-P450 (Magee
et al.,1980).

Por otra parte, la fraccién subcelular dc microsomas que contienen ci sistema Cit P450 ligado a
membrana se cxtrac a partir de un homogenizado de insectos completos G érganos y
ultracentrifugaciéon (100, 000 a 200,000 g) dc un sobrenadante postmitocondrial por 1 h 6 mas
(Rockstein, 1978).

E! complcjo cnzimatico Cit P450 mctaboliza cancerigenos indirectos como: hidrocarburos
aromaticos policiclicos, aminas aromaticas, aminas nitroaromaticas, nitrosaminas, hidracinas,
aflatoxinas ¢ hidrocarburos halogenados (Gonzalez ef al., 1991).

Las enzimas del Cit P450 son especificadas por loci genéticos multiples y son diferencialmente
inducibles (Fuchs et al., 1993). Su sintesis puede ser disparada por una serie de sustancias como el
fenobarbital (FB), 3-metilcolantreno, aroclor 1254 (meczcla bifenil policlorinada) (Levin er al..
1980), acctona y pirazola.

3.3. Polimorfismo genético del sistema Cit P450 y sus consecuencias

Se ha reconocido desde hace mucho tiempo que existen enormes diferencias especificas entre las

enzimas quc metabolizan drogas y cancerigenos. En particular, las difer ias en los Cit P450,
principales enzimas de activacion metabdlica de proc.mccnbcnos estan muy diseminadas y podnan
determinar las susceptibilidades individual y de esp los ag q que

(Sundscth er al., 1990).

Una de las principales causas de variacién individual de los efectos de una droga es la variacién
genética del metabolismo de drogas. El polimorfismo genético de las i) doras de
drogas da lugar a distintos subgrupos cn la poblacién que difieren en su capacidad de llevar a cabo
ciertas rcacciones de biotransformacion. Los polimorfismos son generados por mutaciones en los
genes de estas cnzimas, lo que causa una expresién o actividad reducida, incr da o
debido a multiples mecanismos moleculares. Los alelos variantes existen en la poblacién en una
frecuencia relativamente alta. Los polimorfismos han sido descritos para la mayoria de las enzimas
que mctabolizan drogas (Mcyer y Zanger, 1997).

Como existen marcadas diferencias entrc cspecies en las expresiones y las actividades cataliticas
dc las miiltiples formas de Cit P450 que activan cancerigenos, ¢l proceso de validacion se vuelve
especialmente dificil (Gonzalez y Kimura, 2001).

Los inhibidores del sistema Cit P450 isoforma-sclectivos han facilitado mucho la caracterizacion
dc las especificidades cataliticas y ¢l significado farmacolégico y toxicolégico de las enzimas P450
individuales. Entender la basc de la especificidad debera llevar a un disefio racional de una nueva
generacion de inhibidores de los Cit P450 basada cn la estructura para su uso, como sondas y
moduladores, de la funcién de los Cit P450 in vive (Halpert, 1995).
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3.4. Cit P450 en Drosophila melanogaster

El cfecto opuesto del metabolismo de xenobidticos diado por cl si enzimatico de los Cit
P450 en la ncuvacwn dec p ag a comp S g éxicos puede ser diado con
Dr hil . Estc orgamsmo ofrcce una | herr i para conocer y

/4

comprender mejor los mecanismos de induccion de las formas del Cit P450 usandole en lugar de
cucariotos supcriorcs como mamiferos (Sancr ez al., 1996).

Los Cit P450 de insectos son cn muchos aspectos similarcs a los de los vertebrados (Andersen er
al., 1993).

3.4.1. Cit P450, Drosophila melanogastery DMN

Baars er al. (1980) aislaron fracciones subcelulares de D. / que pr b varias
actividades enzimadticas capaces de biotransformar xcnobidticos, para investigar su capacidad de
activacién mectabdlica, antes dec cjercer sus cfectos mutagénicos (como DMN). Sc compard cl
sistema de D. melanogaster con ¢l ensayo de Ames, cepas de £. coli 343/113/R-9 y 343/113/uviB y
células de Ovario de Criccto Chino. Los microsomas de Drosophila parccicron ser al menos tan
activos como los dc higado de rata cn su capacidad de activar promutagenos. Por otro lado, se ha
observado un nivel incrementado de las actividades enzimaticas de d 1quil 6n para
como la DMN, la aminopirina y la benzofetamina lo que correlaciona con un alto nivel constitutivo
de hemoproteinas (Fuchs er al., 1994).

Hzillslrom et al (1982) dcemostraron que la cepa resistente a pesticidas Hikone R de D.

dificre genéti de cepas susceptibles porque tiene una actividad de los Cit

P450 mns alta y no cs mducnda por ¢l FB. Las pruebas de toxicidad con DMN mostraron que: el
efecto téxico de DMN fue mas alto en la cepa resistente que en las susceptibles (Vogel, 1980) y que
la induccién con FB aumenté la toxicidad de DMN cn las ccpas susceptibles pero no en la
resistente.

3.4.2. Genes del sistema Cit P450 en Drosophila melanogaster (Cyp6A42)

Waters er al. (1984) cfcctuaron clectroforesis de microsomas de D. melanogaster cncontrando
dos bandas dc protecinas quc contienen grupo hemo con PM de 59, 290 (banda A) y 55,750 (banda
B). La banda A esta presente cn todas las cepas examinadas, 1a B no. La dimetilnitrosamina
dimetilasa, una enzima P450, es c 1P dc la banda B. En el alisis electroforético de la
proteina microsémica de alrededor de 20 lincas de Drosophila s¢ revela la presencia de bandas de
las subunidades del Cit P450. Estas subunidades son P450-A la cual indica todas las forrnas P450
con un PM dc 59 kda, y P450-B indi do todas las isc i con un PM dc 56 kda entre ellas la
DMN-d (dimetilnitrosamina desmectilasa (Waters y Nix, 1988; Sundseth er al..1990). El P450-A es
ubicuo en muchas cepas de D. melanogaster pero el P450-B es Gnico para ciertas cepas como
Hikonc-R (BG) y Orcgon-flare, que lo posece en concentraciones bajas cn comparacién con la
primera segin Waters y Nix (1988). En 1980, Waters y Nix (en Russcll er al 1990) mapecaron los
genes que codifican ¢l gen para la expresién del Cit P450 B de Dr wh quc se
cncucentran en ¢l cromosoma 2R y conficren resi a icid la maxima expresién del Cit
P450-B sc encucntra regulada por dos loci presentes en cada brazo del cromosoma 3 (Sundseth er
al., 1990).

Tijet er al. (2001) an por bioinformatica (progr BLAST), que la superfamilia de
genes de los Cit P450 esta repr da por 90 ias en el g de D. '/ . De
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éstas, 83 codifican para genes aparentementc funcionales mientras que sictc parecen ser
pscudogenes. Mias de la mitad de estos genes pertenccen a s6lo dos familias Cyp4 y Cyp6. La
familia Cyp6 cs especificade i que la familia Cyp4 incluy pr en
vertebrados. El mapa genético de la distribucién de los CypP450 de D. l a: (a) la
ausencia de genes CypP450 en los cromosomas 4 y Y, (b) mas de la mitad de los Cyp P450 sc
encuentran en ¢l cromosoma 2 y (c) ¢l conjunto mas grande contienc 9 genes. Los alineamientos de
sccucncia para armar arboles filogenéticos y para analizar la organizacion intrén-cxén arrojaron que
s6lo 5 CypP450 carccen de intrones. Aunque la funciéon de muchos Cit P450 de vertebrados,
hongos, plantas y bacterias se conoce, sélo un P450 de D. melanogaster, Cyp6A42, ha sido
funcionalmente caracterizado. Daniclson er al. (1997) apuntan que la familia Cyp6 ticne fuertes
homologias regionales con la familia Cyp3 de vertebrados. Esta, junto con la familia Cyp2 jucgan
un papcl determinante cn ¢l metabolismo de drogas cn los vertebrados (Danielson er al., 1998). Por
otra parte, Saner er al. (1996) caracterizaron la estructura genética, el patrén de cxprcsnén yla
capacidad mctabdlica hacia los procancerigenos del Cit P450-6A2 dc Dr hil = a
partir de larvas de la cepa resistente Oregon-flare utilizada en la prueba de SMART.

Maitra er al. (1996) demostraron que la expresion del gen Cyp642 es mucho mas alta cn la cepa
91-R resistente a DDT quc en la cepa susceptible 91-C de D. '/ . También aislaron y
caracterizaron dos nucvos genes Cyp6A4 de la cepa 91-R (Cyp6A48 y Cyp6A9) que muestran una
cxpresion consitutiva o inducida por barbitarico diferencial.

Dunkov et al. (1996) amplifican por RT-PCR, clonan, secucncian, localizan por hibridacién in
site 'y descubren 9 genes que codifican para los Cit P450 en cl g dec D. '/
Posteriormente, cstudiaron el gen Cyp642 de D. melanogaster que codifica para el Cit P450
correspondicnte. Estd localizado en cl brazo derecho del cromosoma 2 en la posicion 43A1-2 y
comprende dos exoncs scparados por un intrén de 69 pb. El tratamicnto de moscas con FB lleva a

un ripido aumento en ¢l ARNm del Cyp6A42 y a una clevada prod ionde la i decl Cyp6A2.
E] ADN de la region del promotor del Cyp6A42 fue funcional cuando se le Ilgé aun gen reportero de
luciferasa y se¢ transfectd a células Schneider de D. {e . Ad una ion dosis-

dependiente de 1a actividad de 1a luciferasa por parte del FB mdlco que los elementos necesarios
para la induccion por FB estan localizados dentro de 428 pb del sitio de inicio dc traduccion. El
Cyp6A2 cataliza cl metabolismo de insecticidas organofosforados ¢ implican la sobre-cxpresion del
Cyp6A2 en la resistencia metabdlica. El gen Cyp642 por tanto, parcce ser un modelo adccuado para
cl analisis genético del proceso de induccién del FB (Dunkov et al., 1997)

Dombrowski et al. (1998) vuelven a demostrar que los niveles dc uno o mas Cn P450 y los
respectivos ARNm se expresan cn niveles mas altos en i a insecticidas que en
inscctos susceptibles. Examinaron la expresion de Cyp642 en varias cepas de D. melanogasier. La
cxprcston constitutiva de Cyp642 varia dc ccpa a cepa; ¢l ARNm de Cyp6A42 apenas sc detecta en la
ccpa ry 300 pcro csta sobre-expresado en las cepas 91-R y MH-111-D23.

Amichot er al. (1998) analizaron los Cit P450 de D. '/ g idiendo 4 de sus actividades
enzimaticas (incluida la hidroxilacién). U la cepa ptible Canton S yla cepa resistente
(RDDT®). Indujcron diversos genes de las familias Cyp 4 y Cyp6 con agentes quimicos, entre cllos
¢l FB (hubo desde inhibicion hasta induccién de las actividades enzimaticas). Los resultados
mostraron quc las actividades dependientes de Cit P450 son numerosas cn Drosophila. Los detalles

de la regulacion de estas actividades son complejos.
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Maitra er al. (2000) midicron la expresion de Cyp6A42 en varias cepas de D. melanogaster: ry 306

y 91-C (susceptibles) mostraron niveles bajos o indetectables de ARNm de Cyvp6A42, esto significa
quc una cxpresiéon baja de Cyp6A42 cs el fenotipo silvestre; pero en 91-R y MHHI-D23 (resistentes)
hubo sobrexpresién. Se cruzaron b cepas ibles y b cepas 1 Las
cantidades dc ARNm del Cyp6A42 en los hibridos de Ia Fl1 cran menores de la mitad de las
cantidades de estos ARN’s cncontrados cen las ccpas progenitoras. Esto sugicre que las cepas
susceptibles portan loci que silencian ("downregulate') la cxpresion génica de Cyp6A42. En
conclusién, los resultados sugicren que el gen Cyp6A42 ligado al cromosoma 2 esta regulado por loci
prescntes ¢n ¢l cromosoma 3 ¥y quc la funcién silvestre de estos loci es reprimir al gen Cyp642. Por
tanto, la sobrexpresion de Cyp6A42 en las cepas resistentes es probable que se deba a una mutacion
en cl locus (o loci) represor {es) mis que cn las secuencias reguladoras-cis del gen Cyp6A42. En el
cromosoma 3 de D. melanogaster sc controla la actividad del Cit P450 en varias cepas resistentes.

3.5. Cit P450 y activacion de nitrosaminas

La activacion metabdlica pucede scr un paso critico en la transformacion de las nitrosaminas a
mectabolitos cancerigenos, por cllo, Lee ef al. (1989) probaron quc los Cit P450 mostraron una
especificidad dc sustrato y selectividad del grupo alquilo en ¢l metabolismo de las nitrosaminas;
cambiar un grupo metilo por uno benzilo o butilo, cambia sustancial la especificidad de la
enzima,
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4. FENOBARBITAL

El fenobarbital (FB) es un barbitarico lipofilico de origen sintético y corresponde quimicamemc
a la clase dce los ureidos ciclicos (Flg. 6). En mecdicina se usa como sedante y an!lconvul ivo. Hace
mas de 35 afios se reporté por primera vez que ¢l FB i la bolica de los
hcpalocnos (Zclko y Negishi, 2000). Induce la proliferacién del REL y la sintcsis y la actividad de
cnzimas microsémicas que mctabolizan otras drogas disminuyendo su actividad farmacolégica en
forma manifiesta (Beckman, 1984). La eliminacién dc drogas barbitiricas, por ejemplo, cs
estimulada por cnzimas de hidroxilacién asociadas con cl REL. Esto puede scr demostrado
inyectando cl sedante FB a una rata. Uno dc los efectos mais sorprendentes es un rapido aumento en
¢l nivel de enzimas dcsintoxicantes de barbituricos en ¢l higado, acompanado por una dramaitica
proliferacién del REL (Becker er al., 2000). Hoy dia se sabe que en realidad ¢l FB activa numerosos
genes que codifican varias enzimas metabolizadoras de xenobidticos tales como los Cit P450 (Fase
1 del metabolismo) (Zclko y Negishi, 2000) y transferasas (Fase Il de! metabolismo) (Nims er al..
1997). De hecho, €l FB mismo ¢s metabolizado, mediante hidroxilacion, por el Cit P450 (Tredger ez

al., 2002).

H

Fig. 6. Molécula de fenobarbital (FB)
(tomado de Graf y Singer, 1992).

d de (t bolizadoras de xenobidéticos: Cit P450

4.1. FB como i

El FB es un potente inductor de enzimas Cit P450 y REL; después de la induccién con FB hasta
2/3 o incluso % dcl total de los fosfolipidos hepiticos se localizan en el reticulo junto con los Cit
P450 ligados a su membrana (DePicrre y Emster, 1980). Por lo tanto, el FB ha sido utilizado cn
cxperimentos para dilucidar las cara i ¥y propiedades (estructura, actividad enzimatica, etc.)
de los Cit P450. También ha sido eficaz en cl estudio de! metabolismo y farmacocinética de
diferentes sustancias como: nicotina, primidona, lidocaina, colestcrol y sus metabolitos, clonazepan
y diazcpan (anticonvulsivos de benzodizepina), perfiles de regulacién de la expresiéon génica (con
técnica de microarreglos segin Hamadceh er al., 2002 b y con técnica de "RT-PCR™ de acuerdo con
Pan er al., 2000), inhibicién ¢ induccién de actividad enzimitica de diversas vias metabdlicas,
activacion de promutagenos y cancerigenos, ensayos de toxicidad de > genotoxicos
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(incluido el FB), analisis de secucncia dc genes de Cit P450 (oyp's), y estudio de receptores
nucleares, entre otros.

Todo csto sc ha realizado en la mosca d ésti M de ica (Andersen er al., 1993),
ratas (Halpert y Neal, 1980; Dces ef al., 1980; Sakai er al., 1992; Fuchs ez al.,1994; Brown ez al..
1995; Kocarckly Reddy, 1996; Nakamoto er al., 1997; Yamada ez al., 1999; Yamada et al., 2000),
larvas dc Pleurodeles (Anfibios, Salamandridae) (Fermnandez er al.. 1989), pollos (Ryan y Ades,
1993), faisancs, pavos y patos (Dc Matteis y Marks, 1996), ratones (Corcos, 1992; Donato et al..
2000; Fontaine ¢r al., 2001), cerdos (Myers er al., 2001), humanos (Tang ef al., 1979; Donato ez al..
2000), macacos (Scaton er al., 1991), concjos (Magee, 1980) y bacterias (prucba dc Amcs) con
fracciones S9 de higado humano ¢ higado de ratas Sprague-Dawlcy (Hakura er al., 1999).

4.2. Inhibicién de la ind i6n del FB

A pesar de la capacidad inductora de la expresion génica de las enzimas Cit P450, el FB puede
ser inhibido por el antiprogestin-antiglucocorticoide RU486 (Shaw er al., 1993), ¢l AMPc
intracelular y la protein-cinasa-A (Sidhu y Omiccinski, 1995), citocinas proinflamatorias (Pan ez al.,
2000) y ¢l TNF (Van Ess ez al., 2002).

Sorprendentemente, cl (-) — N-3-Benzil-fenobarbital (enantiomero del fenobarbital) es un
inhibidor sclcctivo muy potente de genes de Cit P450 como el Cyp2CI/9 humano (Suzuki er al.,
2002).

4.3. Capacidad (1 génica y de metilacién de ADN del FB

Como compucsto quimico, ¢l FB ha demostrado su potencial igeno cn bi yos a largo
plazo (El Masri er al., 1998; Hamadch er al., 2002 b) y por cllo se¢ utiliza para generar la fase de
promocion de tumorcs cn ratas macho Fischer 344 (W|Iharns et al., 1998) y para estudiar los genes
que sc activan durante la fase de promocién cn la gé is (Shi i et al., 2002).

Por otro lado, la mutagenicidad del FB fue investigada por Shane ez al. (2000 a) en higados de
ratones transgénicos Big Bluc. El aumento de transversiones en los pares G:C encontradas en el
cspectro derivado del FB fue probablemente debido al dafio oxidantc r itado de la induccién de
Cyp2B por la administracién cronica de FB. Para probar lo anterior, Deutsch ef al. (2001) utilizaron
el ensayo cometa para medir daiio a ADN cn células expuestas a FB (1 mM) pero no encontraron
rompimicntos de banda sencillos o dobles. Sin embargo, al agregar fracciones S9 a las células
cxpucstas en presencia de FB si se produjo daino significativo al ADN a través de un mecanismo
atin por estudiar.

La metilacién natural de! ADN es clave importante de la expresiéon génica; en sitios especificos
de islas ricas en CpG ecn la region del promotor parece *“‘silenciar” la expresién (Pegg, 2000),
micntras que los genes hnpomculados ticnen un potencial alto de expresion (Samicc y Goodman,

1999). Por otro lado, r iente se¢ ha P do a comprcndcr en Toxicologia que la
mutagénesis no cs cl unico i que prod 1 heredables al genoma y que es
importante der 1a base epigenética del fend Asi, queda claro que la metilacion del ADN
es un mecamsmo epigenético que juega un papel pnncnpal en una vanedad de toxicidades
qui id incluyendo, pero no li a la is. Por tanto, una
valoracién del estado de metilacién puede proporcionar informacion |mportanle como parte de una
cstimacion global dec seguridad dcl uso h de comp »>s con esta actividad. Por csta razén,
Watson y Goodman, (2002) estudiaron ratones con diferentes niveles de susceptibilidad a la
tumorogéncsis a los quec administraron dosis de FB como cancerigeno no g éxico en roed
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(Dicz-Femandez er al.. 1998) para gencrar la fase de promocién. Sus resultados indi clar
mas cambios de metilacion en las regiones ricas en GC del ADN, principal hipermetilacion,

cn grupos de ratoncs susceptibles a tumor cn respuesta al FB.

4.4. FB y receptores nucleares

La habilidad dcl FB para inducir la sintesis dec los Cit P450 sc conoce hace décadas. Sin
embargo, los i »s moleculares que subyacen cn la cxpresnon clevada de estas enzimas dcl
metabolismo xcnobiético no habi sido dilucidado. q no existian los
sistemas modclo in vitro ¢ in vivo en los que se pudicra cstudlar Ia mduccuon (Kemper, 1998).

Los receptores nucleares son factores de transcripcion activados por una multitud de hormonas,
otras sustancias cnddégenas y moléculas exégenas. Estas protcinas dul l1a re lacién de genes
blanco que contactan sus ias pr as o activadoras (enhancer) en sitios especificos de
reconocimicnto. La identificacion de estos el de resy es ¢l primer paso al
conocimicento detallado de los mecanismos rceguladores que afectan a un gen (Podvinec ¢r al.,
2002).

Desde que Shaw er al. (1993) demostraron que el cfecto inductor del FB, representado por la
acumulaciéon del ARNm del Cyp2C6 y la transcripeién del gen correspondiente, era bloqueado por
el antiprogestin-antiglucocorticoide RUA486, se sugirié quc un receptor esteroide estaba involucrado
cn el proceso de induccion.

Postecriormente, Shinohara er al. (1995) estudiaron cl blanco especifico al que sc liga el FB

disparando la induccién de cnzimas Cit P450. Prepararon dos azido-FB's como ligandos dc
fotoafinidad. El sustituycnte azido fue introducido en la posicién para- o meta- del anillo aromatico
del FB y después se estimé su utilidad examinando sus actividades inductoras in vivo ¢n ratas. Los
resultados fucron: (a) la auscencia de cualquiera de los sustituyentes en ¢l anillo aromatico del FB
cra nccesaria para alcanzar la maxima actividad inductora, (b) la sustitucién en la posicién meta- del
anillo aromitico tendia a reducir la efectividad como inductor mas que la sustitucién en la posicién
para-.
Finalmente, sc¢ demostré que los el os de P dcl FB cstin compuestos de varios
sitios de enlace a rcccptorcs nuclearcs y que cl pnnclpal receptor 1 que dia la ind ion de
FB cs ¢l CAR (constitutive acti ) pr en cl ci 1} que tras cl
tratamicnto con FB se trasloca al interior del nucleo forma un hctcrodimero con el receptor
retinoide X (RXR) y activa cl el nto de resp (enh ) via enl a los motifs DR-4 lo que
lleva a la induccién de numerosos genes (Zelko y Negishi, 2000; Sucyoshi y Negishi, 2001). Lo
anterior también ha sido probado en extractos de embrién de Drosophila por Kim er al., (2001).

Dec mancra interesante, Yoshinari er al. (2001) demostraron que CAR es un factor regulador que
lleva a la induccién dimérfica sexual cn ratas Wistar-Kyoto (WKY): hay induccién del FB en
machos pero no en hembras para el gen Cyp28/.

Como el CAR c¢s un receptor nuclear “hucrfano”, Ueda et al. (2002) trabajaron con ratones que
prcscnlab;m un CAR silvestre y ratones "knockou"l (CARKO) y mlcroan'eglos de cADN para

cxaminar la expresién génica en ambos tipos de Lost que CAR regula
un porcentaje de genes inducidos por FB pero otros cstan pi por ind ién con FB en los
ratones “knockout”. Lo anterior significa que CAR parece tencer diversas fi i r lad

positivo y ncgativo cn la expresion de genes en respucsta al FB.

Por otra parte, Baader er al., (2002) demostraron que la activacién transcripcional del Gp2C4S5
esta mediada por ¢l CXR (chicken xenobiotic receptor) que interactua con una secuencia promotora
(enh er) del el o dec respucsta del FB lo que sugicre una conservaciéon evolutiva de las
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inter lear-inter iones ADN en la ind i6n de 3 de la mi a
Handschin ct al. (2001) sciialan que los receptores learcs cer relaci dos, los
factores de transcripcién y vias de scializacion, median la activacion transcripcional de multiples

genes por parte de xenobiéticos en aves, roedores y el hombre.

4.5. Induccion de los Cit P450 en Drosophila melanogaster por FB

Hiillstrém ef al. (1982) probaron la induccion del FB en la cepa resi ai icida Hikone-R
de D. melanogaster (quc tienc una actividad de Cit P450 alta) y cepas susceptibles. Utilizando ¢l
promutigeno DMN encontraron que: (a) ¢l efecto de DMN fue mayor en la cepa resistente que en
las susceptibles, (b) la induccion con FB aumenté la toxicidad dec DMN cn las cepas susceptibles
pero no en la cepa resistente. De la misma manera, Graf y Singer (1992) utilizando el cnsayo
SMART c¢n ala de Drosophila demostraron que la actividad de cicrtos promutigenos se incrementa
de dos a cuatro veces cuando sc usa la cruza de bioactivaciéon elevada (hembras Oregon-flare y
machos mw#) o cuando las larvas son pretratadas por 24 h con FB a 10 y 20 mM. Sin embargo, cste
tratamicnto experimental con FB en la cruza estandar (hembras flare y machos mwh) arrojé
resultados indccisos (i) sobre la genotoxicidad del FB.

H.illslrtim et al, (1984) cncontraron quc la cepa Orcgon -R, abreviada OR(R) o también ORR de¢
Dr a DDT responde mcjor a la induccion de Cit P450 que otras
lmcas resistentes (p.ej: Karsnas. Canton S, Berlin K, Florida-9, y Lausanne-S), lo cual revela una
marcada variacién genética cntre lineas de Drosophila para llevar a cabo mctabolismo xenobidtico.
Asi mismo, Watcers et al., (1992) (ecn Maitra er al., 1996) demostraron que la expresién de Cyp6A42
e¢s mas alta en la ccpa resistente a DDT (91-R) que en la susceptible (91-C) de D. melanogaster.

Existen diferentes ias que ind los genes de las familias Cypd y Cyp6 en D.
melanogaster. Sin embargo, sélo la familia Cyp642 (inducida por FB) ha sido ampliamente
caracterizada en D. melanogaster (Amichot et al., 1998; Saner ¢f al., 1996).

Dunkov er al. (1996, 1997) demostraron quc ¢l Cyp642 de Drosophila esta localizado en el
brazo derecho del cromosoma 2 cn la posicion 43A1-2 ademas de que el tratamiento con FB lleva
a un rapido aumento cn ¢l nivel de ARNm dc Cyp6A42 y a una produccion alta de la proteina del
CypGA2. Por otra parte, los clementos nccesarios para la induccién del FB estan localizados dentro
de 428 pb del sitio de inicio de la traduccion.

Evolutivamente hablando, las familias dc genes de Cit P450 (Cyps P450) inducidos por FB
parecen haber divergido de un gen ancestral comin hace 600 millones de afios. Aparentecmente, el
gen inducible por FB sufrié cventos de duplicacion génica al momento de la divergencia entre aves
y mamifcros. Lo anterior implica que la mayoria dec los mamifecros deben tener al menos 4
subfamilias de genes inducibles por FB distantemente relacionadas (Hobbs ez a/.. 1986).

Nakagawa, (1992) demostréo quc cl acectato de plomo (AcPb) administrado a r
reducc los niveles de actividad de la glutatién-S-transferasa (GST). Sin embargo, al administrarse
AcPb y FB juntos no habia cambio de la GST. La posible respuesta es que el FB acelera la
conversion de la GST disminuyendo la inhibicién, inducida por el AcPb, dc la conjugaciéon de
xenobidticos por GST.

h
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S. GRUPO HEMO

h

E) hicrro es indispensable para la vida ya que sirve como metal cofactor para i
ya sca proteinas no hemo o hemoproteinas. En estas altimas, el hierro se inserta como una joya en
cl centro del grupo prostético hemo (Ponka, 1997). Desde el punto de vista quimico, ¢l grupo hemo
presenta una estructura tetrapirrdlica conocida como protoporfirina [X, con un nucleo central de
ficrro unido a ¢sta. Es una estructura plana, all hidrofobi que s¢ aloja en un *“‘bolsillo™
hidrofébico de las globinas como la hemoglobina y la mioglobina (Diaz y Hicks, 1988) (Fig. 7).
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Fig. 7. Estructura quimica del grupo hemo (protoporfirina 1X) mostrando los radicales vinilo
que lo cniazan a los Cit P450 (tomado de Becker, 2000).

Las h i cstan invol das cn un amplio csp o dec funci biologicas cruciales
que mcluyt.n. el enlace de oxigeno (hemoglobinas), metabolismo de oxigeno (oxidasas,
pcroxidasas, catalasas ¢ hidroxilasas), transferencia de clectrones (citocromos mitocondriales) y
metabolismo endo y exobidtico (Cit P450 microsomales) (Bcri y Chandra. 1993; Ponka. 1997). Por
tanto, ¢l grupo hemo sc forma cn casu todos los sistemas vivos. excepto por algunos anacrobios
obligatorios y ciertos or 3 lulares auxotréficos para las profirinas y/o el grupo hemo. A
finales de la década de los 40°s y principios de los 50°s, Shemin y Neuberger (en Ponka, 1997)
dilucidaron los aspectos basicos de la biosintesis del grupo herno La bacteria Rhodobacler

spheroides tiecne una biosintesis del grupo hemo suj aun ivo de ret

por el grupo hemo mismo que es el producto final de la via. El hemo regula la produccién de las
cnzimas que lo  sintetizan, como la  acido S-aminolevulinico  si (ALAS) (Fig. 8).
interrumpiendo la transcripcion de los genes que difi las i i bilizando los ARNm

correspondicntes, y de las cnzimas que lo degradan como la hemo-oxigenasa : (OH). segun
demostraron Bumham y Lascelles en 1963 (en Ponka, 1997; Srivastava. 1989 ; Jover et al., 2000 ;
Cable er al.. 1996). Los organismos superiores permanceen ficles a este principio bisico de control
de sintesis por hemo (Ponka, 1997). La biosintesis del grupo hcmo involucra 8 enzimas: la primera
y las 3 aliimas sc localizan ¢n la mitocondria y las otras 4 son plasmi (Beri y Chandra, 1993)
(Fig. 8).
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| Succinil CoA + Glicina I

l< | ALASINTASA (ALAS) |
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l (2) S-aminolevulinato l

BGD)

I PORFOBILINOGGENO DEAMINASA |
[
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I Protoporfirina IX I
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Fig. 8. Biosintcsis del ;rupo Se las i particul ibles a la
inhibicién por Pb**: &-ami i i (ALAS), 3-aminolevuli deshid, (ALAD) y

ferroquetalasa (tomado de Diaz y Hicks, 1988 y Johnson, 1998).
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5.1. Grupo hemo de insectos

En los organismos animales la mayoria dc los tetrapirroles importantes estan basados cn un
subgrupo de porfirinas (metaloporfirinas), los hemos, en los que un Atomo de fierro esta
simétricamente ligado por los dtomos N dc los cuatro pirroles dec la protoporfirina IX, la principal
profirina bioldgica (Fig. 7). En insectos, el grupo prostético de los citocromos a, b, c y P450 y la
hemoglobina, cuando ésta existe, es ¢! protohemo IX (Fig. 9).
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do de Roch in, 1978).

Fig. 9. Molé

5.2. Regulacion de 1a sintesis del grupo hemo

Srivastava et al. (1989) demostraron Que aunque bajos niveles de hemo llevan a un aumento de
la sintesis del ARNm de la enzima 5-aminolevulinato-sintctasa (ALAS) no hay un efecto sobre los
niveles de ARNm del Cit P450, lo que implica que ¢l grupo hemo no sc requicre para la
transcripcion génica del Cit P450.

Cable er al. (1996) estudiaron cultivos primarios dc embriones de pollo para saber si una baja
concentracion de hemo aumentaba la cstabilidad del ARNm de ALAS (al que incstabiliza
normalmente para regular la via de sintesis) y si algunas metaloporfirinas revertian el fenémeno. La
estabilidad de ALLAS fuc modulada por los inhibidores de la biosintesis de grupo hemo como la
defecroxamina y ¢l acido 4,6-dioxohcpaténico y metaloporfirinas como zinc y cromo
mesoporfirinas.

5.3. Grupo hemo y cl sistema Cit P450

Marks er al..(1988) demostraron que sc generaba una interrupcién en la biosi is del grupo
hemo en hepatocitos, después de la interaccién con algunos xenobidticos, tales como compuestos
heterociclicos, alilisopropilacetamida ¢ hidrocarburos aromaticos policiclicos polihalogenados
planares, con los Cit P450.

Danielson er al., (1997) utilizaron la secuencia conservada dcl asa de 10 péptidos que sirve a
todos los Cit P450 para ligar ¢l grupo hemo y clonaron 4 genes dc la familia Cyp28 de Drosophila.
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5.4. Grupo hemo, Cit P450 y FB

La regulacion de Cit P450 por el grupo hemo ha sido objcto de numerosos estudios
controvertidos, por lo que sc ha propuesto un modeclo de involucramiento del grupo hemo en la
regulaciéon transcripcionat del Cit P450 hepatico de animales modelo. En este, una presunta
concentracion regulatoria nuclear de hemo modula positivamente la induccién de la transcripecién de
genes Cyp P450 gcncmda por FB. Jover et al. (2000) estudiaron ratoncs “knock-out” para la tercera
cenzima dc la via de sintesis del grupo hemo (PBGD). Sus resultados demuestran que una
concentracion limitada de hemo esta asociada con una di i6n cn la ind ion del FB para
algunas isoformas cspecificas de Cit P450 (Cyp2A45) como consccuencia de una transcripcion
génica interrumpida.

§.5. Grupo hemo, Cit P450 y AcPb

Jover er al., (1996) cstudiaron ¢l efecto de la deficiencia del grupo hemo cn la funcién, sintesis
dec ARNm y transcripcion del Cit P450 en ratones C57BLY6 tratados con AcPb (75 mg/kg). El AcPb
aumenté los niveles de la enzima ALAS y disminuyé la concentracion de hemo libre. Las
actividades (O- desalquilacion y O-desctilacién) de los Cit P450 bajaron cen las primeras 20h. Los
niveles de ARNm del Cyp3al/l también bajaron (medidos por PCR de transcripcién reversa semi-
cuantitativa) después de la inyeccion de AcPb, lo que revela la inhibicién de la transcripcién génica
dc Cyp3all. Por tanto, la baja de Cit P450 después de envenenamiento por AcPb es consecuencia
dc dos mecanismos: (a) Un meccanismo no relacionado con hemo, en ¢l que el AcPb baja la
transcripcién de Cit P450 y (b) un mecanismo dependiente de hemo, en el que el plomo inhibe la
sintcsis de hemo y ésto lleva a una baja saturacién de hemo dcl contenido de P450.

Harada er al. (1990) cstudiaron cl efecto del AcPb en cl sistema Cit P450 y el metabolismo de
porfirinas usando ratas Wistar macho. El AcPb a dosis agudas (10 a 50 mg/kg) bajé los contenidos
dc Cit P450 microsomal y actividades dc enzimas del metabolismo xcnobiético y un poco menos en
dosis crénicas. La conclusién es que las ratas ganaron una resistencia gradual contra el AcPb en ¢l
estado crénico. En otro experimento, ¢l AcPb bajé los niveles de grupo hemo en los microsomas y
aumento6 la actividad de la hemo-oxigenasa.

Hjclle er al. (1982) encontraron que ¢l AcPb (105 umol/kg, i.p.) redujo el Cit P450 en ratas 24 y
48 h después de su administracion. Se encontraron altas concentraciones de la enzima ALAS en
orina (U-ALAS) indicando una depresion cn la sintesis de hemo. El FB (100 mg/kg) indujo los Cit
P450, proliferacién del REL y no alterd los niveles de U-ALAS. El cotratamiento de FB y AcPb
produjo una ind ion r dada pcro rot de los Cit P450, un modecrado aumento en U-ALAS y
una proliferacién reducida del REL. Por tanto, el FB, un inductor de las enzimas sintetizadoras del
grupo hemo, cs capaz dc revertir la inhibicién de sintesis del grupo hemo inducida por el AcPb
segun se mide por la induccién del sistema Cit P450 hepatico y contenido de U-ALAS.

5.6. Grupo hemo y Dr phil (/

Ruiz de¢ Mena e al. (1999) detcrminaron la estructura de la copia tinica del gen que codifica la
supucsta isoforma de la primera enzima de la via de bmsinlcs:s del grupo hemo : delta-

aminolevulinato sintasa (ALAS). Los alisi: por 1 npo soulhcrn e
Inmunotransferencia sugicren que la isoforma de la enzima existe en Dr phil. una
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regién critica de la actividad de promotor para una secuencia de 121 pb que conticne un motivo
(motif) quec es potencialmente reconocido por factores de la familia (NRF-1)/P3A2 del factor-1
respiratorio nuclear, flanqueado por dos sitios AP4. El grupo hemo inhibe la expresién del gen
bloqucando la intcraccién de las supuestas proteinas rcguladoras a su rchén pro:umal 5%, un
mecanismo diferente dec aqucllos propucstos para otros promotorcs r 1 h
Experimentos de northern blot ¢ hibridizacion de ARN in situ mucstran quc el ARNm malcmo de
alas se almacena en el huevo; su nivel disminuye rapidamente durante las primeras horas del
desarrollo y aumenta de nucvo después de la gastrulacion cn un periodo donde la sintesis de varios
ARNmM que codifican enzimas metabélicas se activa. En ¢l sincisio del blastodermo, ¢l ARNm de
alas esta ubicuamente distribuido y es menos sustancialmente por todo el bastodermo celular. En cl
desarrollo embrionario tardio a/as mucstra un patréon de expresion especifico, con un clevado nivel
dec ARNm en cnocitos, células presentenes en la hemolinfa con acumulaciones masivas de
lipoprotcinas al momento de la muda (Bursell, 1974), sugiricndo un papel importante de éstas las en
la biosintesis de hemoproteinas en Drosophila.
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6. PLOMO Y ACETATO DE PLOMO

6.1 Plomo

El plomo cs quizi cl el imico bicntal tédxico mas usado y mejor reconocido;
Hipécrates se dio cuenta de la accnén léxlca decl metal y describié un ataque grave de célico en un
individuo quc cxtraia mectales. En el siglo II a. de C., Nlcandro refirié la consllpaclén, cl dolor
abdominal y la palidez al efecto del metal cn ¢l cucrpo. Las pr descrip se refieren a
individuos quc habian estado exy »s a grandes idades de este metal. Hasta cl siglo XVII no
se apreciaron las formas mas sutiles de intoxicacion (Von Domarus ef al., 1997).

Sin embargo, continué sicndo usado por sus beneficios sin importar las consecuencias a la salud
hasta sélo muy rccicntemente. El plomo ha sido investigado encontrandose que es capaz de generar
una respuesta positiva en un rango extraordinariamente amplio de cnsayos bioldgicos y
bioquimicos, entre cllos: prucbas dec inhibicién cnzimatica, fidelidad de sintesis de ADN,
mutaciones, abcerraciones cromosémicas, cincer y defectos de nacimiento, reacciona o forma
complcjos con muchas biomoléculas y afecta los sistemas: reproductor, nervioso, gastrointestinal,
inmune, renal, cardiovascular, csquelético, n lar y h »poyético, asi como procesos de
desarrotio. Es probable que ¢l plomo sca un agente seclectivo que continta actuando sobre la
estructura genética de las poblaciones de plantas y animales cxpucestas (Johnson, 1998).

El plomo c¢s un clemento metalico suave, denso, insipido y gris. Es ¢l quinto miembro del grupo
IV de 1a tabla peridédica. Aparcce cn pequceias cantidades en una gran variedad de minerales pero
solamente algunos son ccondémicamente importantes. Los casos de intoxicacién sc dividen en dos
categorias: industrial y doméstica.

El plomo y sus compucstos juegan un papcl importante cn la ind ia dema; una p
varicdad de poblaciones csti en riesgo dec exposicion ocupacional (Fracasso ¢ al., 2002). En
cspecial riesgo sc encucntran los trabajadores de minas, fundiciones y refinadoras, de manufactura
de productos como alambre y planchas de plomo, articulos para pl ros, balas, ladores
cléctricos, ctc. También los tipégrafos, los pintores y los que elaboran alfareria vidriada. Ademas, el
metal se utiliza en muchos otros procesos de manufactura.

6.1.1. Vias de absorcién y distribucién del Pb*'en el cuerpo

El plomo sc absorbc lentamente, pero la absorcién lenta y constante basta para producir
intoxicacion. Los rasgos clinicos de la intoxicacion progresiva sc deben a la acumulacién gradual
del téxico cn ¢l organismo (Fig. 9a).

La distribucién del plomo en el cuerpo es de la mayor importancia porque es un factor decisivo
para su efecto. El plomo sc introduce cn la circulacion por diversos modos. Antes se creia que el
mectal cra transportado cn la sangre cn forma de compuestos solubles. Sin cmbargo, datos mas
recientes indican que mas del 90 por ciento del plomo circulante esta asociado con los eritrocitos
(Von Domarus er al.. 1997).

A pesar de que  existe un ismo r lador de su en cl po (un
pucde excretar diariamente cerca de 2 mg en promedio), en ocasionces la poblacién esta P a
dosis elevadas del clemento.

s sl
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Fig. 9a. Vias de absorcion, distribucion y elimi iém del pl en el organismo humano
{tomado de OPS, Criterlos de Salud Amblennl 3, Plomo. 1979).

6.1.2. Distribucion en el bi

El plomo ticne amplia y persistente distribucién en el amblcmc (Fig. 9b) dc ahi su importancia
en la salud publica (Garcia-Arcnas e¢ al., 1999). En forma de Pb*?, aparccia en una gran cantidad de
alimentos enlatados, como la leche (ya que sc usaba plomo en la soldadura de la lata). También lo
encontramos cn ¢l agua, ya quc muchas tuberias bién se ldan con este el >. Otra fi
era cl plomo generado por la combustion de la gasolina, a la cual antes, sc le agregaba tetractilo de
plomo, Pb(CH2CHj)s,, como antidectonante.
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Fig. 9b. Imp iadel p férlco en la contaminacion global del ambiente y en ¢l
aporte de pl al or b do de OPS, Criterios de Salud Ambicntal 3,

Plomo. 1979).
6.1.3. Propicdades téxicas y genotoéxicas

La presencia constante del Pb?* en compucstos organicos ¢ inorganicos de uso frecuente en el
drca urbana y rural a niveles atn por debajo de los recomendados por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS, 1990) podria tener cfectos genotéxicos o téxicos (Ferrante, 1979; O.P.S., 1979;
Corey y Galvao, 1989; Goyer, 1990; Hermandez-Avila er al., 1991; Bellinger et al., 1991; Weisel ez
al., 1991; Fuentes-Aguilar y Soto-Mora, 1993). Estos cfectos incidirian en los seres vivos como una
fucnte constante de cambio, dc dafio o modulacién de las funciones celulares, lo que explica la
importancia del estudio dcl Pb?” y sus propicdades t6xicas (Johnson, 1998).

Por otra parte, la toxicidad del Pb®* sc ha rclaclonado con el tipo de tejido, la dosis (Zelikoff e
al..1988; Johnson, 1998), cl tiempo de ién, el sexo, la edad (Sokol y Berman, 1991), el
tabaquismo y la ingestién de café y alcohol (Beck 1992).

6.1.4. Efectos genotoxicos
Los datos sobrc la accion genotéxica dcl plomo son controvertidos. Aunque sus efectos téxicos

sc han estudiado por hos aiios, los r dos sobre sus propiedades mutagemcas clastogénicas
Yy cancerigenas son inconsistentes (Tablas A y B). Sin bargo, sc le idera un cancerigeno
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humano potencial. Las diferencias cspecificas de las toxicidades de los iones, como ¢l Pb?*, han

sido reclacionadas por Stohs y Bagchi (1995) con la solubilidad de sus cc i

transporte, la reactividad lejos que forman in vivo. Este metal participa en la
dicales *OH y *O; y ¢l

recaccién dc Fenton, lo cual pr

:

y los complejo

s, su abso!

al incr

los r

H;0: que imyg

di
dir

estrés oxid.
al ADN (Roy y Rossman, 1992).

Tabia A. Estudios con resultados positives sobre In genotoxicidad del Pb?*'.

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/Afio
Plomo (Pb™") Exposicién con Linfocitos Abcrracioncs Corcy y Galvao
niveles humanos cromosdémicas (1989)
sanguincos de
Pb** dc 10
4gr/100 ml de
sangre
Plomo (Pb*¥") Co-exposicion Humano Aberraciones Fenn (1969)
' con otros cromosémicas ¢ et al,
metales intercambio de (1976, 1977)
cromatidas Gerber er al.
hermanas. (1980)
Posible rol
sinérgico con
otros
Cloruro de dn vitro con H > Di i6n de Sirover y Loeb
plomo (PbCl) concentracioncs la fidelidad de la (1976)
de 10°M transcripcion.
Inhibicién de la
ADN
Nitrato de Mut Drosophila M ico Rodrig Amaiz
plomo recesivas ligad { g aSOy 75 ppm.. et al.
[Pb(NO3):] al sexo expuesta a 25, La alta fue la (1986)
50 v 75 ppm LDso
Plomo (Pb*™) Aberracionces Linfocitos Paositivoe Johnson
cromosomicas humanos en solamente a (1998)
cultivo concentraciones

muy altas y
cultivos con
exposicién por

més de 3 dias
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Tabla B. Estudios con_resultados negativos sobre oxicidad de e

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/Al0
Plomo (Pb*") Salmonella/microso Ratén Negativo Goyer (1990)
mas dc mamifero
Plomo (Pb™) Micronticleos y Ratén Negativo Jacquet et al. (1977)
aberraciones
cromosémicas
Nitrato y cloruro SMART en ojo Drosophila Ncgativo Rasmuson (1985)
de plomo cony melanogaster
sin MMS
Nitrato y calcio SMART en cl ala Drosophila Negativo Heres (2001)
de plomo melanogaster
Nitrato de plomo Locus dec Células de No se Zelikoff ez al.
(5 dias) y sulfuro hipoxantina criceto chino observaron (1988)
dc plomo (24 h) fosforribosiltrans- V79 rompimientos,
a 500 mM fecrasa enlaces,

adiciones o
intercambios de
cromitidas
hermanas.
Aumenté x S la
tasa espontanea
de mutacion

Plomo (Pb%") Exposicion laboral Humanos Negativos O’Riordan y Evans
o ambiental (1974)
Bauchinger et al.
(1976, 1977)

6.1.5. Efectos bioguimicos

Los mecanismos bioquimicos y moleculares de la toxicidad del Pb 2 * estin pobremente
entendidos, pero datos reci gicren que al de los efc del Pb?* pueden deberse a su
interferencia con ¢l calcio en la activacién de la protecinacinasa C (PKC) y/o a través dc la
produccion de especics reactivas de oxigcno (Fracasso et al., 2002).

El plomo muestra gran afinidad por los fosf: por las cad laterales de cisteina e histidina
de las protcinas, por las purinas, las pteridinas y las porfirinas (grupo hen-no) Tamblén mhlbe

algunas ATPasas y dcshidrogenasas. Se une a los fosfs de los écid su
estructura y cataliza la hidrélisis no imatica de ledtidos como el ATP. En ciertos animales y
vegectales se ha comprobado quc desacopla la fosforilacién oxidante y allera ia estructura
mitocéndrica. También activa o inactiva i al ituir a los a de Zn* en los centros

activos de las mismas (dedos de zinc) o a atomos de Caz' Fe?*,Cu®*, y Mg?* modificando la
actividad y l1a especificidad de dichas proteinas (Becker ef al., 2000).
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6.1.6. Efecto sobre vias metabélicas

Los estudios relacionados con las vias mctabdlicas del plomo se han

do en la

del grupo hemo, inicialmente porque se relacionaron casos de ancmia con la intoxicacién por plomo
i i6n estan involucradas con esta funcion

y ademas porque las
(Von Domarus e al..
sintetizado sirve como grupo prostético para las
parte importante del metabolismo xenobiético (Tabla C).

mas

ptibles a su
1997). Como ya sc menciond una fraccidon substancial del grupo hemo

h

" A P
pr MICros«

Cit P450 que son

Tabla C. Estudios sobre el efecto del Pb** en la_sintesis de grupo hemo y Cit P450.

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/Afto
Plomo (Pb®) Bioquimica Células Interferencia en Alvares er al.
critroides sintesis de grupo (1972)
hemo por
inhibicién de
enzimas sulfhidrilo
Plomo (Pb™) Bioquimica Ratas Depresién del Goldberg er al.
contenido de Cit a977)
P450 microsémico
hepaitico asociada a
la depresién de la
sil is de hemo
Plomo (Pb%%) Bioquimica Rata Inhibicién de Draper y Hammock
epéxido hidrolasa (1999)
regulando la
actividad
cnzimatica
Nitrato de Pb*" Bioquimica Rata Inhibicién de Degawa ef al.
sintesis dc ARNm (1993)
de CypiA2
6.1.7. Carcinogénesis del Pb**
Aun sc desconoce ¢l m o dc la carci é inducida por pero una via posible

puede involucrar la mtemcc:on del metal con cl ADN, ya sca directa o indirectamente. Se ha

demostrado que ¢l Pb>*

c¢s capaz de inducir transformacién in virro, que bajo clcrlas cm:unstancuas

es mutagénico, que actiia modulando el daftio producido por otros ag s€ ccC
cancerigeno real en roedores (Tabla D) y px para h »s (Zelikoff et al 1988; 1ARC,
1994; Hartwig, 1995; Johnson, 1998). Tully et al. (2000) uluh un yo ial
desarrollado, CAT-Tox(L). Este emplea una bateria de i lares HepG2 r bi para

estudiar la capacidad de activacién transcripcional de xenobidticos en 13 vias de transduccién de
sciiales, para identificar promotores con respucesta a metales y determinar si el patrén de expresion
génica cambiaba con una mezcla de metales. El plomo mostré induccién de GST, CyplAl y XRE,

GRP78. Es decir, hay ind
bioquimicos de toxicidad y carci

ion de pr

de
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émico del Pb?* 3

Tabla D. Estudios sobre ¢l efecto carci
COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/Ai0
Plomo (Pb™) Administracién de Ratas Positivo. Kasprzak ef al.,
dosis altas por 76 6 Tumores renales (1985).
79 semanas cn dicta ends % y81 %
(0.016 mM) o agua respectivamente.
€0.005 mM)
Oxido de plomo Administracién Cricetos Positivo. Kobayashi y
(PbO>) traqucal con sirios Cocancerigeno Okamoto, (1974).
benzopireno
Con base en los resultados obtenidos cn roedores se luyé en el Sép Reporte Anual
requisitos para iderarlos de

sobre Cancerigenos (IARC, 1994), quc el plomo y sus sales r

manera anticipada como cancerigenos humanos. Sin embargo, hay controversia en los resultados de
distintos ensayos (Tabla E).

Tabla E. Estudios sobre el efecto carcinogéunicos del Ph?* en humanos.

cpidemioldgico

fundidoras de
baterias de auto.

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/Afio
Plomo (Pb™") Estudios Humanos Negativos Johnson
cpidemiolégicos Aun en (1998)
concentraciones aitas
Plomo (Pb™) Estudio Trabajadores de Positivoe Coni et al.
Aumento leve pero (1985)

significativo de muerte
por cancer. NO se
consideraron los

cfectos del tabaguismo.

Plomo (Pb®")

Ensayo cometa

Linfocitos humanos

de trabajadores de
fundidoras de
baterias dc auto.

Positivo
Rompimiento de
ADN. Posible rol del
Pb%* como promotor de
tumor

| Fracasso er al. |

(2002).
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6.2. Acetato de plomo: Pb(CHCOO);

El acetato de plomo (AcPb) (Fig. 10) es una sal organica cuyo PM cs 325.28 en la que ¢l plomo
represcnta ¢l 63.70 %. Prescnta cristales incoloros o granulos de polvo bl ligero olor acético y
es venenoso. Sc utiliza en la tincién e impresién de algodones, bamices, pigmentos de cromo,
manufactura de plaguicidas, tintes para el cabello, manufactura de sales de plomo, cromo amarillo,
también para varios proccsos analiticos como p.¢j: deteccion de sulfuros, determinacién de CrO;,
MoO; (Johnson, 1998). Las personas laboralmcente exp no deb pi su polvo y requieren
el uso de una mascarilla reccomendada para cllo. Se recomienda lavarse las manos vigorosamente
antes de comcer o fumar y mantenerse alcjado de los alimentos. Sin ecmbargo, ¢l AcPb ticne uso
terapéutico como astringente y scdante (usualmente en lociones) para ¢« iones e inflamaci
superficiales. Ha sido usado para el control de diarreas (Windholz er al.. 1995).

l . - +2
HaC—C—O Pb

Fig. 10. Molécula de de pl (AcPb).

6.2.1. D rollo y cr

Como sal de plomo, el AcPb ticne cfecto sobre el desarrollo y crecimiento de animales (Tabia F).

ento de
COMPUESTO PRUEBA MODELO _ | EFECTO [AUTOR/Afi0 ]
Acctato de Pb Exposicién a Ratas En el desarrollo de Ronis ez al.
2475 ppmcnel esqueleto. (2001)
agua, del dia 4 al Inhibicién de la
S5 osteoblastogé-
nesis in vivo en
animales adultos
Acetato de Pb Una sola dosis Gaviotas Sobre el desarrollo Burger
de (100 mg/kg) cognitivo. Sc (1998)
cn el dia 2 pierde la
capacidad del
reconocimiento
Acctato de Pb Exposicion a O, Ratén Se prod Garcia-Arenas
250, 500 y 1000 microvasculariza- eral.
PPm cn cl agua cién del cerebro. (1999)
por 14 dias
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6.2.2. Efectos bioquimicos

Jover er al., (1996) demostraron que ¢l AcPb (75 mg/kg) cn ratones interrumpe la transcripcion
de los Cit P450 ¢ inhibe ]a sintesis del grupo hemo. Harada er al. (1990) comprobaron que cl AcPb
a dosns agndas (10 a 50 mg/kg) reduce el contenido de los Cit P450 microsémicos y las actividades
de del bolismo xenobidtico ecn ratones. Hjelle er al. (1982) encontraron que ¢l AcPb
(105 pmol/kg, i.p.) disminuyé los Cit P450 en ratas. E1 FB (100 mg/kg) indujo los Cit P450 y
proliferacién del REL. En el tratamiento con FB y AcPb juntos, ¢l FB, un ind or de las
sintetizadoras del grupo hemo, cs capaz de revertir la inhibiciéon de si is del grupo hemo
inducida por ¢l AcPb.

6.2.3, Efecto genotéxico

Tabla G. Estudios con resultados negativos sobre el efecto genotéxico del AcPb.

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/Afo
Acctato de Pb Exposicién directa Ratas No se detectaron Valverde ef al. (2001)
a bajas rompimicntos de
concentracioncs, cadenas de ADN
no téxicas
Acetato de Pb Induccién de Células No sc indujeron Amacher y Paillet,
mutantes LS178/TK+ mutantes (1982)
resistentes a
trifluoro-timidina
a dosis bajas

Tabla H. Estudios con resultados positivos sobre el efecto genotéxico det AcPb.

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/Af0
Acctato de Pb Exposicién en 1 i Abcrraciones de Beck y Obe, (1974)
cultivo celular humanos crorn.’nidas ti ablcno
Acetato de Pb D di Drosophil i vo De 1a Rosa, (1984)
pCi 1 lanog de 1a pérdlda de los
cromosomas 4 y X enla
1" generacién
Acetato de Pb Exposicion in vitro | Nicleos aislados | Inhibicién de sintesis de Frenkel y Middleton,
de células HeLa acidos nucleicospor (1987)
inhibicién de sintctasas
Acetato y nitrato Rompimientos sencillos Roy y Rossman,
de Pb a dosis téxicas (1992)
Acctato de Pb M i D ' M énico a 850 ppm Rodrigucz-Amiiz e
i ligadas al a 650 que tanbién fuc la LD;o al. (1986)
sexo 750 Yy 850 ppm.
Acctato de Pb Exposicién con Ratén Aberraciones Aboul-Ela, (2002)
dosis entre 200 y cromosdmicas en
400 mg/kg in vivo médula 6sea y
anormalidades en células
cspermiticas

“ TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




6.2.4. Carcinogénesis del AcPb

Con basc en los resultados obtenidos en roedores se concluyé en el Scpumo Reponc Anual
sobre Canccrigenos (LARC, 1994), que cl AcPb reunia requi para ser considi > de
anticipada, como cancerigeno humano.

En los riflones dc rata y de ratén y en cl higado de rata, una sola inyeccién de AcPb ha
demostrado inducir potentc actividad mitogénica, hiperplasia y proliferacién celular sin necrosis
celulares (Calabrese y Baldwin, 1992; Coni er al., 1985).

Sc ha encontrado quc ¢l AcPb induce la transformacion morfolégica en células de criceto smo.
aunque se¢ concluyec que estos cfectos pucdcn scr cl resultado de la al ion de los r )
enzimaticos de la sintesis o de 1a reparacién del ADN (Beck, 1992).

Koller er al. (1986) indujcron ncoplasia en higado al alimentar ratones machos con AcPb,
ctilurea y nitrato de sodio.
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7. PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICAS (SMART)

La prucba SMART (del inglés: Somatic Mutation and Recombination Test) de Drosophila
melanogasu-r sc originé al considcrar que la correlacién cnlrc las actividades mutagémca y
igena de ag quimicos cstaba generando ho i resp a su g en

ati Actual te, no solo su acuvndad mutagénica sino también la recombinogénica

células sor
sc discuten en relacion con su pc génico (Graf er al., 1984). En esc sentido, la pmcba

SMART cs uno de los tres Gnicos sistemas eucariotos in vivo que p medir la r ion
mitética cuantitativamente, los otros son: sistcmas de levaduras y cl “spor test” en ratén (Dr. Graf.
Com. Pers).

La prucba SMART detecta de manera rapida y cconémica agentes genotéxicos en un ensayo in
vivo. Se basa en la cxpresion de mutaciones recesivas en células somaticas de organismos
transheterocigéticos dcbida a la pérdida de heterocigosis de marcadores genéticos apropiados que
determinan fenotipos detectables expresados en los ojos y las alas (Graf et al.,1984).

Las prucbas SMART cn ala y ojo de Drosophila son versitiles ensayos de genotoxicidad a corto
plazo que han sido validados en todas las clases de quimicos genotéxicos. Estas pruebas in vivo
pucden ser vistos como un enlace cntre los sistemas de prueba in vitro de microorganismos y los in
vivo dc mamiferos. Para la prucba SMART en ala sc han probado cerca de 400 compucs(os.

obteniéndose resultados positivos con:  varias drogas ant p >
compucstos formadores de aductos grandes, comp s for dorcs de cntrecruzamiento,
intercaladores, inhibidorcs de la topoi asa, antimetaboli de la si is de¢ ADN, andilogos de
nucledsidos y muchos otros. La prucba SMART dctccm facnlmcnlc los pr AR que requicren
bioactivacién (productos dc pirdlisis, nitrc dihaloal ar dtico
policiclicos, alcaloides de pirrolizidina, aﬂmoxmas, y otros) (Frei et al.,1998).

La prucba SMART c¢n ala de Dr phil bién permite evaluar las relaciones

entre la estructura y la actividad de grupos de compucs!os y la genotoxicidad de mezclas complejas
(Graf et al., 1984; Graf ct al.. 1996).

Dc la misma manera, son posibles estudios de antigenotoxicidad de compuestos especificos o de
mezclas do cotratami >SS croni asi como pretratamientos separados con un agente
antigenotéxico seguido por un tratamiento crénico con una genotoxina (Graf er al., 1998).

En general, los resultados que son positivos en ésta pueden ser iderados como vailidos para
la prediccién de posible genotoxicidad en mamiferos (Guzmén-Rmcén y Graf, 1995; Sharpe er al.,
2002). A csc respecto, Vogel (1987) ionaba la d de ¥ los Itados de
prucbas con células germinales de Dr phila con los resultados de pruebas in vivo con células
germinales de mamiferos basados en cstudios de dosimetria molccular. Lo anterior permitiria una
adecuada comparacién a partir de los nn ismos de ¢ U: > como base de datos el
Gen-Tox Report, Vogel concluye que la prucba de letales recesivos ligados al sexo de Drosophila
ticne una baja scnsibilidad (0.33-0.79) y una baja exactitud (0.50-0.73), sobre todo cuando se
ensayan promutigenos. Sin embargo, su alta especificidad (0.86-1.0) permite hacer predicciones de
genotoxicidad cn mamiferos. Finalmente, comparé la prucba SMARTen células somiticas de
Drosophila: los datos del Gen-Tox Report scﬁalaban una sensnbllldad de (0.75-0.78) y una
cxacmud de (0.83-0.86) que ya moslmban sup Yo £ ico.

nente, un en h ha sugerido que los antidepresivos
tncichcos quc mostraron acuvndad gcnotéxlca en la prueba SMART en el ala de Drosophila (vnn
Schaic y Graf, 1991; 1993) podrian, en efecto, aumentar ¢l riesgo de cancer de mama en mujeres
quec los utlizan por prescripcién médica (Sharpe er al., 2002).
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8. Drosophila melanogaster

8.1. Caracteristicas y ciclo de vida

Por muchos ailos, la mosca del vinagre o de la fruta Dr phil l (Fig. 11) ha sido
un organismo de investigacion prominente para los genctistas. Gran canudnd de mutantes ha sido
aislada y sujcta a cstudios cxhaustivos, lo que contribuye a un conocumcnlo genético y molecular

de sus genes; al comparar la b logia de hos de los licados en dlversos organlsmos.
incluyendo los scres humanos, sc ha revelado que una bucna paric . de los invol

en la respuesta de ¢ icidad son similares (Rusell ¢ al., 1990). Otra ventaja es que Drosophila
pucde rcalizar la mayoria dec las funci imiticas quc sc cfectu en cl REL dc hepatocitos
humanos, lugar donde se activan gran cantidad de los igenos indir »s. El
reticulo endopliasmico e¢s considerado ¢l responsable del bolismo de dro;,as y pesticidas en

insectos; las cnzimas involucradas tienen accién de oxidasas y se caracterizan por carecer de
especificidad al sustrato, tal como ocurre en hepatocitos de mamiferos (Guzmiin y Graf, 1995).

Macho Hembra

Fig. 11. La mosca de Ia fruta Drosophila melanogaster.

Posee ademis una or izacio lular y cromx i imilar a la de mmlferos. Presenta
cuatro pares de cromosomas que han sido comp dos y dos (Ad et al.,
2000); se cultlva facilmente a bajo costo y su ciclo de vida es de solo dos semanas a 21 °C o de
diez dias a 25 ° C. Una hembra puede poner hasta 500 huevos en diez dias (Wargler ¢r al/.. 1984:
Flagg, 1988; Ramos, 1993). Este clevado nimero de individuos por generacion permite un buen
anilisis de tratamientos de dosis crénicas, agudas y fraccionadas (Mitchell y Combes, 1984).

El ciclo de vida de D. mclanogaslcr tiene una secuencia de eventos bajo estricto control
genético (Fig. 12). El ciclo inicia con la oviposicion, a las 24 hcnms eclosionan las larvas de ler
estadio que pasan por dos estadios mis de 24 y 48 horas P D la fase larvaria
la ingesta de alimento es continua, llegando a consumir de 3 a 5§ veces su peso, incrementindoio de
0.5 a 2.0 mg (Mitchell y Combes, 1984).
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PUPA

Fig. 12. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster
(tomado de Kalthoff, 1996).

Una dc las co- ias de Ia iacion 1pk del de la de la fruta
Dr es que ahora se sabe que mas del 60 % de los genes implicados en
cnfo..nmdndcs humanas ticnen ortélogos en Drosophila (Bernards y Hariharan, 2001).

8.2. Drosophil lanog ¥ los les (AcPb)

Esta probado que los i ps como la de la fruta Dy hil I gaster pond
toxinas como los iones de s por i i olutiva (Wilson.. 200]) Por otra pane, Aklns. ¢l
al., (1992) experimentaron con Dr phila como dek 1a d de

como ¢l AcPb. La concentracion experimental de 3.07 mM retardé el desarrollo de manera dosis-

dependiente pero no se observo efk sobre cl si nervioso.
8.3. D phila lanmogaster, nitr 1] (DMN) y SMART

Knasmuller er al. (1990) on un Ly pido de ion de ADN para investigar la
bio forr de xenobidticos en Drosophila lanogaster “in vivo. Se inyectaron soluciones de

nitrosaminas aromiticas (entre ellas nnrosodtmeulamma NDMA). El orden de valores de
actividades genotSxicas de las nitrc das en Drosophila estd en con
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aquellas p i i blecidas con base en experimentos con ratas. Alimentar a las
moscas con FB potencié el daiio de las nitrosaminas, excepto para NDMA y nitrosodietanolamina
(NDELA) con menos de 25 % debido probabl a que otras cnzimas aparte del Cit P450 las
activan. Los intentos por localizar Ia formacién y/o dlslnbucu‘m de mectabolitos en los cuerpos de las
moscas por scparacion del tegmata de los i tratados y la determinacién de
cfectos genotéxicos en los diferentes segmentos mdlcan que los cfectos mas pronunciados ocurren
en cl abdomen mientras que en la cabezasy torax se detectaron actividad parativ
menorces.

Waters er al. (1983) diaron la relacidn entre la actividad de la DMN-desmectilasa y la
mutagenesis inducida por la dimectilnitrosamina (DMN) en diferentes ccpas de Drosophila
melanogaster. Sec cncontré una falta de correlacién entre las dos variables en todas las cepas (sobre
todo Hikone-R). Las explicaciones posibles son: (i) Pr ia de inhibidores de DMN-desmetilasa
cn los extractos de las cepas con baja actividad, (ii) un efecto secundario en la cecpa Hikone-R en la
cual la actividad enzimatica csta confinada a las hembras, (iii) posibilidad de que cl tratamiento con
DMN induce la actividad de 1a DMN-desmetilasa en las cepas de baja actividad y (iv) la posibilidad
de quec la cepa Hikone-R tenga un sistema de reparacion de ADN mas eficiente que otras ccpas

Rodriguecz-Amaiz ef al. (1993) usaron ¢l ensayo SMA.RT en ojo dc Dr
para estudiar la heterogenedad genética en resp igenos genotdéxicos que requlcrcn
conversién metabdlica. Las cepas cstudiadas fucron : Bcrlm-K BK ; Oregon-K, OK ; Leiden-S,
LS : y 91-C y tres resistentes a DDT (91-R ; Hikone-R, HR ; y Haag,-79 HG). Sc les somcué entre
otros compucstos a DMN, que fuc l'écilmeme detectable en lodos los distintos genotipos.

Kaya et al. (2000) estudiaron la respucsta adaptativa de larvas de Drosphila a tres ag
alquilantes usando ¢l ensayo SMART en ct ala. El disciio experimental incluyé un pretratamiento
de 24 h a larvas dc dos dias con dos dosis adaptativas diferentes, scguidas dc una dosis de reto
aplicada hasta el final del desarrollo. Los resultados parecen demostrar una reduccién de la
frecuencia de los clones mutantes mduc:dos por la dosis de reto, siendo ésta la pnmcra vez que se
rcporta la existencia de una resp iva a los ag alquilantes desp de trat >
larvario de Drosophila cn SMART en el ala

8.4. Drosophila melanogaster, FB y Cit P450

Hillstrém er al. (1983) estudiaron la actividad de i mi de larvas y moscas
adultas de Drosophila pretratadas con FB. Los resultados revelan que las larvas respondicron mas a

la induccién que los adultos.

Zijlstra er al. (1984) csludmron el melabollsmo xenobidtico de Drosophilc do en
a) Niveles normales de doras de xenobidticos y sus actividades en las moscas
complctas, dlfcrcnlcs partes del cuerpo y ambos sexos, (b) los cambios en niveles y actividades de
las cnzimas dcsp dc pretr iento con varios inductores (como: FB, aroclor 1254 ¢
hidroxitolueno butilado), ¢) diferencias entre cepas (4 tipos silvestres, 3 i icid
la w/w). Los resultados muestran considerables diferencias en algunas actividades enznmétlcas entre

cepas. El mcjor inductor fue ¢l FB. La linea reslslcnlc Hlkonc-R no fue inducible. La resp a
compuestos ind es de i tuvo p > dependi de la cepa.
Hillstrdm er al. (1984) encontraron una marcada variacién genética en el ido de Cit P450

y varias actividades enzimiticas entre cepas de Drosophila. La cepa Orcgon R resistentc a
insecticida difiri6 de las ccpas susceptibles mostrando mayor actividad de metabolismo
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x biético. D és de tr iento con FB se observé desde una auscncxa de respuesta hasta un

p
aumcento notorio en estas variabl Las ilaridad en lar parada con la de

mamiferos, pucde ayudar a entender la genética del metabolismo xenaobiético.

Fuchs et al. (1993) encontraron que cl desarrollo de Dr phila fue d dado y la
sobrevivencia d yé después dcel tr: iento larvario con inductores como FB. La degradacién
de la hormona de pupacién por la actividad de los Cit P450 inducido puede ser una respuesta de la
clevada mortalidad larvaria.

Fuchs et al. (1994) estudiaron la inducibilidad de los Cit P450 en cepas de Drosophila (como
Orcgon R y 91 R). Eil tratamicnto con FB aumenté los niveles de actividad enzimatica en las cepas
susceptibles mas que en resistentes.

Amichot ez al/. (1998) analizaron Ias actividades enzimaticas de los Cit P450 dc Drosophila en la
cepa susceptible a insccticida (Canton 5) y la resistente (RDDTR) con altos niveles del complejo Cit
P450 induciéndolas con pretratamicnto de FB. Los ag quimi probad tuvieron diferentes
cfectos cn las actividades enzimaticas f do por la ind i6n hasta la inhibicion. Los efectos
variaron con las cepas y fucron incfectivos en RDDTR. Lo anterior demuestra que las actividades
dependicntes de Cit P450 son numerosas cn D. melanogaster y que la regulaclén de éstas es
complcja. La disponibilidad de cepas mutantes como RDDTR permitira fi les del
Cit P450 cn inscctos.

Dunkov er al. (1996, 1997) y Saner ¢t al. (1996) caracterizaron por primera vez un Cit P450 de
Drosophila, ¢l Cyp6A42. Este ultimo grupo hizo secciones histolégicas de la.rvas del 3cr. cstadio de
la linca resistente Orc&on usada cn la pruecba SMART teitidas con un 0 anti- Cyp6A2 pm
revelar la cxpresion de la enzima: ésta fue detectable en todos los tejid: las gla
salivales y el sistcma muscular de la pared corporal y cl intcstino. La cxprcsnén mas fuerte sc
cncontré cn la grasa corporal. También se detectd en los discos imagales. Por otro lado,
comprobaron por clectrotransferencia tipo northem de ARN total, dc diferentes estados de
desarrollo de larvas de la cepa Oregon-flare usada en la prueba de SMART que el Cit P450
Cyp6A2 sc transcribia poco a poco desde ¢l estado ecmbrionario, > en idad durante
los tltimos cstados larvarios, con un pico en ¢l 3cr. estadio larvario y la pupaciéon para legar a
concentraciones menores cn las moscas adultas. Esto es crucial en la prueba SMART porque los
promutagenos dcben ser activados en el estado larvario cuando la mayoria de las células se estan
dividiendo c¢n los discos imagales llevando a la expresidn de eventos mitéticos reconocidos como
clones de células alteradas. Finalmente, cstudiaron la especificidad de sustrato del Cit P450
Cyp6A42 probando la activacién de 3 rigenos: afl ina B; (AFB,;) que recsulté
recombinogénica, 3-amino-1metil- SH-plndol(4 3-| b)mdol (Trp-P-2) y 7.12-dimetilbenz(a)antraceno
{DMBA) quc no fueron recombinogéni sino citotéxicos.
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9. BASES GENETICAS DE LOS EFECTOS I)FTECTADOS EN LA PRUEBA

SMART EN EL ALA DE D, phila 73
La prueba SMART (S icM ion And R bination Test) i en exponer a la accion
de un compuesto o mezcla a poblaciones de células indiferenciadas de larvas de Drosophila
(ordenadas en los |l dos discos i les) que estan destinadas a muitiplicarse en configuraciones

determinadas de tal manera que una mutacién inducida en una de las células expuestas dard lugar a
un cilon detectable. Para asegurarse de que el clon es identificable en la superficie del ala de la

mosca adulta, se eligen marcadores genéticos que se expresan auté en las células del ala
(Graf, 1984; Guzman- Rmcénmef 1995).

Las larvas de 1,, 7 tienen dos linajes celulares: lnrvano e lmngal El primero
esta implicado i con ¢l desarrollo larvario y su fi -as que el

iragal estd formado por paquetes de células que se conocen como discos imagales (bolsas
epiteliales que permanccen en un estado embrionario y durante la metamorfosis se evaginan y
diferencian para formar las estructuras particulares del cuerpo adulto como: antenas, ojos, halterios,
patas, genitales externos,etc.) (Rusell e al., 1990), (Fig. 13).

Fig. 13. Distribucién de los discos imagales en s lIarva de D. melanogaster
(tomado de Russell, 1998).
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Decsde el punto dc vista genético, los discos i ] cC ituyen un 1 material de
cstudio. Cada uno de cllos aparcce desde el primer dio larvario y consiste de 20 a 50 células. A
partir de cste momento, ¢l nimero dec células por cada disco sc incrementa por mitosis hasta el final
de la fasc larvaria en Ia que llega a contener miles de células por disco. Al final del tercer cstadio
larvario, 5 dias aproximad, pués de 1a eclosién, la larva inicia el periodo de pupacién en
¢l que parte dcl material larvario deg a y las células indifer iadas forman los tejidos y las
estructuras del adulto que se derivan de cada disco imagal; durante este estadio la cuticula que
constituye cl puparium se obscurece y S dias mas tarde emerge la dulta. Aproximad
de 6 a 8 horas después de quc las moscas macho emergen son fértiles, mi -as que las hembras lo
son a las 10 6 12 horas (Mitchell y Combes, 1984).

Si durante el desarrollo larvario se induce alguna alteracién en el material genético de las
células imagalces de las larvas (concretamente a las que daran origen a las alas), ésta serd transmitida
a las células hijas formando un clon o mancha de células alteradas en las alas de moscas adultas
(Graf et al.,1984); estas manchas se pucden observar y contabilizar con ayuda del microscopio
dptico y analizar por medio del programa cstadistico SMART (Frei y Wiirgler, 1988)

El cnsayo SMART puede dctectar daiios g dos por ionyr i6n mitdticas.
Como es sabido, la recombinacién genética cs un fenédmeno universal de importancia para lodos tos
sisternas bioldgicos desde los virus hasta los cucariotos superiores. Los prc der i6
contribuyen a la variabilidad genética y tienen, por tanto, aspcctos evolunvos lmponanles. Curt
Stern (1936) demostré que en la mosca de 1a fruta D» il z lar
genética ocurre no sélo en las células meidticas sino tambi i cn las células somiti d la
divisién cclular mitética. Mas reci se had ado que los fend der bi ién

son importantes para otras funciones celularcs, como la reparaciéon del ADN y la variacién en las
inmunoglobulinas de mamiferos (Engler y Strob, 1988). En la Toxicologia Genética ¢l enfisis se ha
colocado tradicionalmente cn la biisqueda dc alteraciones genéticas clasicas como las mutaciones
genéticas y las aberraciones cromosdmicas. Sin embargo, también sc han desarrollado pruebas para
la determinacién de recombinacion mitética rccnproca y conversion génica mitética, principalmentc
en levaduras (Zimmerman ez al., 1996). Sec fuc h do evidente que hos ag que

dano al ADN también tienen actividad recombi énica y que Ja binacio bié: de ser
responsable por la pérdida de heterocigosis en las célul omiticas y gernminal La pérdlda de
heterocigosis puede promover la manifestacién de enfermedades recesivas heredables o puede estar
involucrada cn la progresidn de las ncoplasias. Este ismo sc ha d ado que es operativo
cn cl caso dec varios oncogenes y genes supresores de tumores (Bishop, 1991; Marshall, 1991;
Scngstag, 1994; Happle, 1999). El reconocimiento de la importancia dc la actividad
recombinogénica para una cvaluacién scgura de los agentes quimicos ha llevado al desarrollo de
sistemas experimentales capaces dc medir cuantitativ: ia r& ombi ién mitdtica (Spané et
al., 2001). Actualmente existen diferentes sistemas de prucba en b ias, | d Dr hila,
células de mamifero en cultivo y un mamifero in vivo (ratén) (Scngstag, 1994).

El ensayo dc ala SMART tienc la posibilidad de exponer a un gran mi de célul;
en los discos imagales de la larva, que daran ongcn a una cantidad mayor de células en estado
adulto, por lo que este ensayo permite li élulas (aproxi 25,000 células
por ala), al revisar una sola mosca (Graf et al., 1984).

Las alas de Drosohila estan for das por dos mc lul , una d 1 y otra v
El plano de divisiéon de las células esta ori do de a pcrpendlcular al eje del ala, de manera
que los cventos que regulan a las células de la capa dorsal son independientes de aquellos de los de
la capa v 1. Al difer iarse, cada célula da origen a un tricoma o pelo que sc forma por la
acumulacidn de fibras de actina cn un polo de la célula. El tricoma crece durante la metamorfosis y
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posterior a ésta la célula muere y sélo ¢s obscrvable la presencia del pelo en la superficie del ala. De
esta manera pucde establecerse una relacién directa entre el namero dec pelos o tricomas en los
distintos scctores de las alas y ¢l namero de células que los forman (Demercee, 1965; Garcia-Bellido
y Merriam, 1971; Garcia-Bellido y Dapena, 1974).

9.1. Lincas y marcadores

Para asegurarse de que el clon es identificable en la superficie del ala de la mosca adulta, se
eligen marcadores gendticos que se expresan auténomamente en las células del ala (Graf er al.,
1984).
Para recalizar la prueba del ala de SMART se utilizan tres lincas de D. melanogasiter:
“muftiple wing hairs™: (mwi/mwh), "fiare': fIr°/In(3LR)TMB3, ri p* sep bx >* ¢ (3) 89 Aa Bd* (de
manera abreviada: fIr/TM3. Bd®) y "Oregon-flare”: (ORR(1); ORR(2): fir'/TM3, Bd®).

“multiple wing hairs" (wmwk): Mutacién autosomica recesiva de un gen localizado en el brazo
izquierdo del cromosoma 3 a 0.3 unidades de mapa (3-0.3). En homocigosis total o en mosaicos
somaticos tiene la expresion fenotipica de la aparicion de tres o mas tricomas por célula en lugar de
uno, como es ¢l caso del fenotipo silvestre (Lindsley y Zimm, 1990). (Fig. l4)

Fig. 14. Mnnch- li-ple tipo mwhk

(cortesia Dr. U. Greaf y Dr. M. Frei. xy. ETH & L y of Zarich, 1997).

"Nare 1): M 0 G va letal de un gen en homocigosis (Ramos, 1993).
Ubicada en el cromosoma 3 a 38.8 unidades de mapa (3-38.8) mas proxnmnl que mwh Las células
individuales homocigotas en los discos imagales de las alas son viabl d: ¢tul

clones mutantes en las células del ala de la mosca adulta (Graf er al., I984~ Graf el al., 1996). La
expresion fenotipica son tri malformados y cortos en forma de “flama” o "rosetas de maiz"

(Fig.15).
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Fig. 15. Mancha simple tipo *flare*
(cortesin Dr. U, Graf y Dr. H. Frei. lastitute of Toxicology. ETH & Uaiversity of Z@rich, 1997).

"Beaded-Servratia’ (84 ). Para recc fc ipi a la linca, sc utiliza este marcador
dominante que se manifiesta como “muescas” en ¢l borde de las alas. Este alelo del locus Beaded
fue originalmente lamado Serraria (Ser); sc localiza en ¢l brazo derecho del cromosoma 3 (3-
92.5) y es letal en homocigosis (Ramos, 1993; Lindsley y Zimm, 1990) (Fig. 16).

Fig. 16. Ala con en los b
(marcador "Beaded-Serratia').

In(BLR)TM3 (“laversion (3 left, right) Third Maltiple 3*'): Como los marcadores /7>’ y Bd © son
letales en homocngosns. para mantener las lineas flare y Oregon-flare pormdoras de csa mutacnén. se
requiere la presencia del cromosoma balanceador TM3 que porta tres inversi dos p icas
(L y R) y una paracéntrica (L + R), que teduce la probabllndad de ob recombi ion entre los
cromosomas homoélogos durante la do asi i el gen de i ts ya
que se impide la formacién de nuevos arreglos cromosdmicos originados por bi ion y se
producen sélo los individuos heterocigotos para los marcadores letales (Graf ef al.. 1996).

""Oregon-flare': Dr hil, con i de d on similares a las contenidas en
la fraccién S9 del h[gndo de mzuniferos (Clark, 1982; Hilistrom er al., 1984) vy se ha demostrado
que estan p la fase larvaria de este Estas il son

parte del complc)ol Cll P450 (Mllchell y Combes, 1984) y participan de mancra importante cn la
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reduccién-activacién dec prc A y cn el bolismo de xcnobléucos. en parucular en
moléculas quc conticnen élomos de mlrégcno como en el caso de
nitre idrazi y ar aticas (Zijlstra, 1984).

Con el objetivo de detectar mediante esta prucba a los pi a >s que deben ser activados
mectabélicamente por los Cit P450, Frilich y Wargler cons(ruycron la linea Oregon-flare cn 1989,
Esta linca porta los cromosomas | y 2 dc la linca Oregon R(R) resistente al DDT (Graf y van
Schaik, 1992; Declgado Rodrigucz er al.,1995). El cromosoma 2 a su vez porta la mutacién
dominante Rst(2)DDT ubicada en la regién 43E (2-164.5) la cual confiere no solo la resistencia a
DDT c insccticidas organofosforados en larvas y adultos, sino bién el incr general en el
mectabolismo xcnobidtico. Esta mutacion es r ble de i e a constitutiva los
niveles de Cit P450 (Hillstrém y Blanck, 1985 cn Graf y van Schaik 1992; Delgado Rodriguez er
al., 1995) pucs provoca la expresion constitutiva de una proteina inductora de los genes del
complcjo Cit P450 (Cyp6A8 y Cyp6A9 del cromosoma | y Cyp642 de! cromosoma 2);
consccuentemente esto ha permitido detectar la genotoxicidad de promutagenos (Graf y Singer,
1992) En otras palabras, existc una linca silvestre Oregon (abreviada OR), de ésta se deriva la linca

ite al DDT 11 da Orcgon R (abreviada OR(R) y tambi¢n (ORR) y en la prucba SMART se
uullza la linca Oregon-flare que consta dcl marcador flare mas los cromosomas 1 y 2 de ORR
(abreviada: ORR-ﬂr') usada para la cruza de bioactivacién elevada (BE). Saner et al. (1996) han
probado que el Cit P450 CYP6A42 dec esta linca es ¢l respe ble de su resi al su
metabolismo xenobidtico.

9.2, Cruzas de Bioactivacién Elevada (BE) y Estandar (E)

Cruza de Bioactivacién Elevada (BE): Original se di 6 con hembras virgenes Oregon-
mwh y machos Oregon-flare scgin lo propucslo por Frolich y Wilrgler (1989), pero Graf y van
Schaik (|992) demostraron que 1a cruza pr osas desv jas como la presencia dec un
patrén irr lar en las h de las alas que las hacia dificiles de clasificar generando gran
variaciéon en los resultados de las repeticiones de los cxpcrimemos. por lo que sugirieron el uso de
la cruza rcciproca ademas de que asi s¢ obtienen mas individuos por generacién. Actualmente la
cruza sc rcaliza con hembras virgenes Oregon_ﬂare y machos mwh. Es decir: (ORR(1); ORR(2):
S1P/TMS3, Bd’) x mwh/mwh lo que da origen a larvas transheterocigotas (ORR(1)/+ ; ORR(2) / + ;
mwh 1 */ mwh* f1F y también ORR(1)/+; ORR(2)/ +; mwh fIr' */ TM3, Bd".

La cruza BE ticnc altos niveles constitutivos del sistema Cit P450 por lo quc estas cnzimas se
cncuentran siecmpre presentes.

Cruza Estdndar (E): Sc cruzan hembras virgenes flare con h mwh G an-Rincén y
Graf, 1995); es decir (ﬂr'/I‘MB Bd S x mwh/mwh). Las larvas tr h ducid i
gcnotipo (mwh fIr** / mwh* f1 ) y las heterocigotas (mwh fIr'*/TM3, Bd>) .

La cruza E ticne niveles rcgulados de Cit P450, por cllo. requiere una concentracion minima del
-2, > a bolizar para quc haya de estas (Parke et al., 1991).

P
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En ambas cruzas. los dos genotipos de larvas que se producen lo hardn tedricamente en
proporcion 1:1, pero no sera sino hasta que se recuperen los adultos que se vera que el primer
genotipo produce moscas con alas tipo silvestre (sin muescas en los bordes) y el segundo genotipo
alas con muescas en los bordes (tipo Beaded-Serratia) por ¢l gen heredado (Fig. 17).

Fig. 17. Tipos de alas scgun ¢l genotipo heredado por las lnrvas
de las cruzas BE y E.

9.3. Tratamicntos

Las larvas tr 1) cigotas pueden ser tr das de a aguda (2 a 6 horas) o crénica (48 h)
por via oral, inhalacién o inyeccion de los compuestos a probar (Fig. 18).

) it o~ 7
Estadio S : e .
larvario . =" 0 -
L LS L] L L] '
o dad oh 24n 48h 72h 9% h 10
arvaria i
dias
LJ LJ
Tratamiento | ]
Agudos I
Crénicos
Fig. 18. Tiempos de tr para la prucba SMART de Drosophila melanogaster

(tomado y modificado de Guzmi#n-Rincén et al, 2001).
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9.4. Preparaciones permanentes

Cuando emergen las moscas adultas, se colectan y se fijan en alcohol de 70 %. Después se
rcalizan preparaciones pcrmancentes Iavando con agua sumplc las moscns que estaban en alcohol,
separando las alas del resto del cuerpo con p 1 las en un portaobjctos
con solucién de Faure. Sc ponen los ponaob_,clos en una plancha a 40°C durante 24 h, se agregan 2
gotas de solucién de Faure y se cubren con un cubrcobjctos del No. 1. Ya sccas se rcvnsan en el
microscopio 6ptico a 40X buscando la prcscncm dc manchas o clones de células mutantes inducid
por el agente probado. Sc contabiliza la fr de has por ala y por individuo, asi como el
tipo de estas (Graf er al., 1984).

9.5. Tipos de clones (manchas)

Las diferentes clases de manchas rcgus(radas pueden deberse a varios tipos de cventos genéticos
(Figs. 19a, b). Las h ples mwh indi entre otros eventos, recombinacién entre mwh y
/1. También pueden recobrarse manchas simples _ﬂr’ 6 mwh por cventos como mutacién puntual,
pérdida parcial y total del cromosoma 3, ancuploidia y no disyuncion (Graf er al., 1984). El uso de¢
dos genes en el mismo cromosoma marca la posibilidad de discemir 1a ocurrencia de recombinacién
en la regién dclimitada entre ¢l marcador I’ y ¢l centrémero. Como resultado de eventos de
recombinacién pueden rccobrarse r has g las quc pr an tri tipo mwh y tipo I
(Fig. 24) por recombinacién cn cl intervalo proximal al centrémero que es acotado por el marcador
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1 CELULA MITOSIS 2 CELULAS CLONES RESULTANTES

m.—"‘__o

—_—
+

mwh__ + _—

+ fir mwh +

n MANCHA
DELECION SENCILLA
mowh

MUTACION PUNTUAL

Fig. 19a. Eventos genéticos que Nevan a Is pérdida de la heterocigosis y In
formacién de manchas en Ia prucba SMART
( de G Riancén y Ramirez-Victoria, 2001. Modificado de Graf e of., 1984).
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T CELULA MITOSIS 2 CELULAS CLONES RESULTANTES

RECOMBINACION MANCHA
GEMELA
mwi/ e
mwh +
—_——
—_— -
mwh + mwh
mwh
* e \
+ +
—_———
—_— -
- td MANCH.
A
RECOMBINACION SENCILLA
mwhk

mwh +
mwh +
+ fir
NO DISYUNCION MANCHA
SENCILLA
ok

Fig. 19b. Eventos geaéticos que lievan a In pérdida de In heterocigosis v
taformacién de manchas en Ia prucba SMART
[( de G y Victora, 2001. Modificado de Graf ef al., 1984).
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Fig. 20. Mancha gemela (mwh:ﬂr')
(cortesia Dr. U. Graf y Dr. H. Frei. Institute of Tozicolegy. ETH & University of Z&rich, 1997).

Por todo lo anterior. la observacion al microscopio de las alas con borde silvestre (sin )
y p,cnoupo mwh _/Ir" 7/ mwh” ﬁr" (para la cruza estandar) o genotipo (ORR(1)/+ ; ORR(2) + ;
mwh f1r’ */ mwh * fI’ (para la cruza de bioactivacion elevada) permite observar los tres llpos dc

has (simples mwh, simples flare y g las). Las simples pueden ser prod de

de recombinacion y las las exclusi delar binaci En a las alas de borde
con muesca que heredaron el cromosoma balanceado que porta el gen Bd ° (Serratia) y cuyo
genotipo es mwh 1T / + fIr 3" / TM3. Bd * (para la cruza estandar) y ORR(1Y/+; ORR(2) / +;
mwh fIr'" / TAM3, Bd® (para la cruza dc bioactivacién clevada) no se pucde presentar la

recombinacion por lo que todas las que se r P seran prod de
somiiticas. Lo anterior permite determinar cuanutalwamenle la actividad recombinogénica de las
genotoxinas, al comparar la fi ia de les mwh en alas de mosca Serratia, con la

obtenida en las alas de fenotipo silvestre (Graf et al., l984 Graf y van Schaik, 1992; Delgado
Rodrigucz y Graf, 1994).

9.6. T: Ao de los cl ( has)
Es importante registrar el de las has ya que teori refleja el numero de
divisiones ceclulares’ que ocurricron después de la ind ion del bio genético en la célula

afectada original, por lo que puede ser un indicador indirecto de la actividad del compuesto y de la
velocidad con la que alcanza a la célula blanco (Graf es al., 1984). Lo anterior es vilido sncmpre y
cuando no exista detencion nulélu:a o muerte celular en cuyo caso el de las
recobradas serd al que tedr brado. Asi, una ha fc da por 16
tricomas (c¢células) debe haberse formado a través de 4 cnclos de division.

! Se asume que todas las ividen al mi; ritmo, por io que ¢l tamafio de ia mancha debe caer en un numero
de divisiones (n) que vade2’a 2‘ células. Por csta razén las clases de tamafio se agrupan como sigue: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-
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P 1

Por otro Iado. anle una misma cxposicién a un a es p 2
organismos P P ibles en los 1 el efecto se cxpresa de forma marcada,

micntras que otros no muestran signos de la exposicion. Lo anterior es cuantificado a través de la
determi i6n del nu o de has por lo que indi la proporcion de organismos
afc dosylar itud del dafio encontrados cn éstos. El uso de diferentes métodos de andlisis de
los resultados obtenidos, permite la revisién de distintos niveles de la respuesta de genotoxicidad.

9.7. Registro de datos y criterios de lectura.

La Fig. 21 muecstra un ala de Drosophil. / con sus venas y secciones (A, B, C’, C,
D’, D, E). Cada ala en las preparaciones se observa bajo el microscopio éptico a 40X y los datos se
registran cn un formato disciiado para ¢sc fin, anotando cI scctor donde se encontré la mancha, Por
cjemplo: A 2-0 mgmﬁcan'a que se encontré una o h ple cn la ién A del ala con un clon
mwh de dos células y ningan clon tipo flare. En otro ejemplo, C° 0-4 significaria que sec encontrd
una mancha simple en la seccién C'ningun clon mw# y un clon flare de cuatro células. Finalmente,

en ¢l siguiente e¢jemplo: E 3-4 la interpretacién cs que se ré una B la en la
seccion E con un clon mwh de tres células y un clon flare de cuatro células.

La mutaciéon mwéh ticne expresividad variable, por lo que es posibl ar células que
forman 2, 3 6 mas tricomas. Sin embargo sélo se consideran en el registro aquellas que pr

tres © mas ya que se ha demostrado que las células con dos tricomas ocurren con frecuencia en
larvas tr h ocigotas no tr (fenocopias). Por convencion sc considcra que dos manchas
son independicntes cuando se scparan cntre si por 3 0 mis hileras de células normales (Graf ef al.,

1984).

Fig. 21. Ala de Drosophila melanogaster con sus venas y secciones (A, B, C°,C, D, Dy E)
(tomado de Garcia-Bellido, 1971).
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9.8. Hipdétesis y estadistica

Frei y Wirgler (1988) discilaron un programa estadistico para evaluar la significancia dc los
datos y discutir los parametros que pueden afectar un experimento, asi como decidir si los
resultados indican un resultado positivo, débil positivo, negativo o indeciso (Frei, 1994; Frei y

Wiirgler, 1995). Para éste fin sc combin;m dos prucbas disticas: una la hipétesis nula (H,) que
suponc que cl tr iento cxperi tnoi la fr de la exprcslén de las manchas
1 da con la hi

ocurridas dc¢ manera csponlénea en cl testigo negativo; y otra r
alternativa (Ha) quc supone a priori que un lralamlcnlo experimental determinado incrementa la
frecuencia espontanca por un cicrto miultiplo (p)? de la frecuencia oblcnlda enel tcsngo negativo.

Rechazar (Ha) significa que la frecuencia de daiio en los r exper 1 no es
estadisticamente significativa. Dado que ¢l nivel de riesgo “cero” s imposible debido a que cxiste
mutacién espontanca, cl riesgo sc¢ cstablece en términos de un cicrto nimero miiltiplo de la
freccuencia de mutacion espontianea (p)? (Frei y Wiirgler, 1995).

Para el analisis cstadistico se utiliza ¢l programa estadistico SMART PC-version 2.1 rcallzado
por Frei y Wilrgler (1989, sin publicar) el cual se basa en la prucba no paramétrica de ji de
proporcioncs con la correccién de Yates. El nivel de ensayo se fija cn =0.05

E! anadlisis estadistico de las manchas pequesias (de ! & 2 células) se considera dec mancra
indcpendiente de las manchas grandes (de 3 células o mas), asi como de las manchas gemelas. Para
asignar resultados negativos se escoge de mancra empirica un factor de Itipli i6n (se desigr
m en lugar de p). Se usa m=2 para las h l las i y m=5 para las
manchas grandes y las gemelas (Frei y Wisrgler, 1995). El dlagnésllco csladistlco generado por este
programa puede scr cualquicra de los siguientes:

1. Que sc acepte la hipdétesis nula (Ho) y se rechace la hipétesis altemnativa (Ha): negativo (-).

2. Que sc rechace 1a (H,) y se ptc la (Ha): positive (+).

3. Que sec acepte (Ha) cuando (Ho) es verdadera: débil positivo (w).

4. Que no sc rechace (H,) cuando es falsa o que no sc rechace (Ho) cuando la (Ha) es verdadera:

indeciso® (i) .

Dec acucrdo con Frei y Wiirgler (1995) para ob un di éstico cstadistico confiable el
tamaiio de muestra éptimo cs dc 55 individuos (110 alas) por tratamiento.

Testigo mnegativo (H20): Es r io d tar el por 2j de h debido a la tasa

cspontinea para observar ¢l verdadero cfecto producido por la sustancia en estudio. Al tener un
testigo negativo disolvente, ¢n este caso agua, se oblendré una tasa contra la que se contrastaran las

obtenidas con las cc iones de los p q exper
¥p): rho indica cuintas veces debe i el ni de de los H i con
respecto al lesllgo e para id itiva. Por cj lo, en radiacién es

pli el riesgo d inado doble dosis (rho-z), (Freiy Wurgler. 1995)

3 De acucrdo con Villalobos-Pictrini, R. (1994). T il éti en csp l. Rev. Int. Contam. Ambient., 10
(Supl.1):31.



10.HIPOTESIS
1. Si el AcPb inhibc la sintesis del grupo hemo y por tanto la del Cit P450 y éste activa
metabdlicamente a la DMN, cntonces el dafio producido por la DMN scra menor o nulo en ambas
cruzas al aiadir AcPb en pretratamiento de 24 h.
2. El cotratamiento de FB con AcPb puede tener dos resultados: a) efecto nulo porque el FB induce

1a sintesis de los Cit P450 pero ¢l AcPb afecta la sintesis del grupo hemo destinado a los Cit P450 y
b) presentar efecto si el AcPb no afecta la sintesis del grupo hemo del Cit P450 y el FB induce mas

su sintesis, sobre todo en la cruza E.

11. OBJETIVO GENERAL

Valorar cl efecto genotéxico del AcPb y la DMN en larvas de las cruzas E y BE de Drosophila

pretr con FB, mediante la prueba de SMART c¢n cl ala.

12. OBJETIVOS PARTICULARES

Valorar el efecto gcnoléxico inducido por pretr dos (24 h) con y sin AcPb (0.01,
0.1y1 mM), con y sin FB (12 mM), cotratamicntos con AcPb+FB, y tratamicntos crénicos (48 h)
con y sin DMN (0.076 mM) tipo AcPb/DMN, FB/DMN y AcPb+FB/DMN en larvas de¢ las cruzas

E y BE de la prucba SMART en cl ala.
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13. MATERIALES

Lineas mutantes
(a) flare: + I/ TM3, BdS
(b) Orcgon-flare : ORR(1):ORR(2)f1r"! TM3, Bd S

(c) multiple wing hairs: mwh/mwh

Compuestos quimicos
Fenobarbital : Fenobarbital sédico, Sevenal, Laboratorios Chinoin. Lote: 410105.

Acectato de plomo: Fluka N° Cat. 15334

DMN: Sigma. CAS: N 7756. Lote: 29F0679.

Extracto de levadura: Bioxon de México. Cat: 155. Lote: 974 BOEL.
Drosophila Instant Medium: Carolina Biological Supply Co, NC, USA.

Solucién de Faure: goma arabiga 30g, glicerol 20ml, clorohidrato SOg, agua SOml.
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14. METODOS

14.1. LCso

Al efectuar experimentos de toxicidad (LCsp) en larvas de 72 h de las lineas Oregon-flare y flare
de Dr phila se pr dié b las cc iones de AcPb que permiticran obtener ¢l nimero
de moscas necesarias para montar 55 organismos (110 alas) por tr i experi I y datos
estadisticamentc significativos, ademas de poder trabajar con la porcién normal, no resistentc o
susceptible, de la poblacién (Dra. Ramos. Com.pers).

1. Sc cultivaron las lincas flare y Orcgon-flare dc D. melanogaster en frascos de 250 ml con
hojuclas de puré de papa (Dueitas er a/., 2001) en incubadora a 25 °C (Graf, 1986; Katz y Foley,
1993) y 60 % humecdad por 10 dias.
2. Se¢ permitié que las hembras de ambas li duraran y fueran fe dadas por 3 dias mas.

3. Para Ia colecta de huevos de cada linea se trasvasaron las moscas a frascos de 250 ml con 5 cm
de levadura fresea activada con agua y sacarosa preparada 24 h antes (Graf y van Shaick, 1992) y se
pusicron cn incubadora a 25 °c ¥ 60 % dc humedad por 8 h.

4. Postcrior a las 8 h se retiraron las moscas y los frascos se mantuvicron en incubadora a 25 °C y
60 % de humedad por 72 h.

5. La colcecta de larvas de 72 h (Graf, 1995) dc ambas lincas se hizo retirando la levadura de los
frascos con agua corricnte a temperatura ambiente y utilizando una coladera de acero de malla fina.
6. En vialces de cristal se anadicron 0.5 g de Drosophila Instant Medium (Carolina Biological Supply
Co, NC, USA) y 2 ml dc AcPb en las siguientes cc i : 0.01, 0.005, 0.0025 y 0.000625
M ademas dc agua como testigo negativo.

7. Sc introdujecron 10 larvas por vial y hubo 5 réplicas por tratamiento experimental en 5
experimentos independientes para cada linea. Se mantuvieron a 25 “C y 60 % de humedad hasta la
emergencia de los imagos.

8. Sc contaron las moscas sobrevivicntes seglin cmerjicron.

9. Para obtcner la LCso de cada linea se ajusté una funcién dc regresion logistica a los datos
experimentales obtenidos utilizando cl programa STATISTICA versién 6.0

14.2. SMART

1. Se cuitivaron las lineas flare. mwh y Oregon-flare de D. melanogaster en frascos de 250 ml con
hojucla de puré de papa (Dueciias et al., 2001) cn incubadora a 25 °C y 60 % humedad por 10 dias.

2. Posteriormente se sexaron y aislaron hembras virgenes de las lineas flare y Oregon-flare en las
primeras 8 h de nacidas y sc scpararon machos de la linca mwh.

3. A mais tardar cl cuarto dia de sexado de hembras se efk on las cruzas E y BE en frascos de
250 ml con hojuclas de puré de papa fresco y se mantuvieron en una incubadora a 25 °C constantes
(la expresién del marcador mwh es afk da por fl ionesen la p a (Graf, 1986))y 60 %
de humcdad durante tres dias.

4. Para la colecta de huevos de cada cruza sc trasvasaron las moscas a frascos de 250 ml con 5 cm
de levadura fresca activada con agua y sacarosa preparada 24 h antes (Graf, 1992) y se pusicron en
incubadora a 25 °C y 60 % dec humedad por 8 h.

5. Postcrior a las 8 h se retiraron las moscas y los frascos de levadura de 1a colecta de huevos se
mantuvieron cn incubadora a 25 °C y 60 % de humedad por 48 h.
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6. La colecta de larvas de 48 h se hizo retirando la levadura de los frascos con agua corriente a
temperatura bi ¥ utili do una colad de acero de malla ﬁna.

7. Inmedi d és sc somcticron a los sigui pretr con y sin FB 12 mM,
conysin AcPb 1,0.1y 0 01 mM y con FB y AcPb en las tres concentraciones en frascos de 250 ml
con S g dc extracto de levadura en polvo mas sacarosa en 20 ml de agua como alimento para
recupcrar las larvas 24 h después.

8. Las larvas de 72 h sec colocaron en viales con 0.5 g dc Drosophlla Instant Medium (Carolina
Biological Supply Co, NC, USA) para sc rSC a tr crénicos: con y sin DMN (0.076
mM, scgian Murillo, 1997) con tres repeticiones por tratamicnto experimental. Se dejé continuar el
ciclo en incubadora a 25°C y 60 % de humedad hasta que emergieron los imagos.

9. Sc fijaron en alcohol al 70 %, sc montaron las alas por pares en preparacioncs permanentes con
solucién de Faure.

10. Se analizaron al microscopio las supcrficics ventral y dorsal de cada ala cn todas sus secciones
con aumento de 40X.

11. Los datos obtenidos de manchas fIr* y mwh simples y gemelas fucron procesados con cl
programa estadistico SMART PC- version 2.1 diseilado por Frei y Wilrgler (1989). En ¢l caso de
resultados tipo (i) 6 (w) sc llevé a cabo la prucba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon (Frei y
Wiirgicr, 1995) con cl programa STATISTICA versién 6.0 para PC.




Cruza Estidndar (E)
S17/TM3, Bd*® x mwh/imwh

LARVAS

* PRETRATAMIENTO (24 h)
(larvas de 48 h dec edad)

Cruza de Bioactivacién Elevada (BE)
ORR(1);ORR(2)f1r°ITM3, Bd* x mwh/mwh

* » TRATAMIENTO (48 h)

(larvas dc 72 h dec cdad)

AcPb (1 mM)

H;0
HO DMN (0.076 mM)
FB (12 mM) H,O
FB (12 mM) DMN (0.076 mM)
AcPb (0.01 mM) H20
AcPb (0.1 mM) H:0
H:0

AcPb (0.01 mM)
AcPB (0.1 mM)

AcPb (1 mM)

DMN (0.076 mM)
DMN (0.076 mM)
DMN (0.076 mM)

AcPb (0.0lmM) + FB (12 mM)
AcPb (0.1 mM) + FB (12 mM)

AcPb (1 mM) + FB (12 mM)

H20
H20
H0O

AcPb (0.01mM) + FB (12 mM)
AcPb (0.1 mM) + FB (12 mM)

AcPb (1 mM) + FB (12 mM)

DMN (0.076 mM)
DMN (0.076 mM)
DMN (0.076 mM)

). FB (fe

AcPb (acctato de plomo), DMN (di
*Lcvadura en polvo con sacarosa 10 mM.
** Carolina Instant Medium.
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15. RESULTADOS

15.1. Toxicidad LCso

De acuerdo con los resultados de regresion logistica la LCso del AcPb para la linea Oregon-flare
(Tabla 4) fue dc 2.72 mM (Fig. 22) y para la linea flare (Tabla 5) dc 2.91 mM (Fig. 23) (Castaiieda
et al., 2001). Lo anterior permitio cscoger las concentraciones 1, 0.1 y 0.01mM de AcPb para lograr
cl 80 % de sobrevivencia y la fraccién normal de la poblacion.

Por otro lado, la consistencia de datos en cinco experimentos independicnies permitié observar
quc para la linea Oregon-flare la curva dc mortalidad es suave y contmua (Fig. 22) pero para la
linca flare (Fig. 23) la curva comicnza disparandosc rapid 1 un por lje de
mortalidad alto en las primcras concentraciones de AcPb y lucgo cac bruscamente en un “‘vallc™
para después tomar la forma suave y continua de la curva en la linea Oregon-flare.

Lo antcrior sugicre la presencia continua de los Cit P450 cn Orcgon-flare donde las
concentracioncs de este complcjo cnzimatico son constitutivas (Graf e¢ al., 1984) de tal mancra quec
al mctabolizar ¢l compucsto desde el principio de la administracién (de concentraciones bajas hasta
concentracioncs mas altas) se presenta este tipo de curva de mortalidad.

En el caso de la linea flare donde la sintesis de los Cit P450 csta regulada (Graf er al., 1984) la
curva sugiere que al principio cuando la concentracién dec éstos es baja en las células €l compuesto
administrado cs toxico y mata ripidamente un porcentaje importante de individuos. Posteriormente
cuando ¢l compucsto quimico alcanza una concentracién minima (Parke er al., 1991) podria
indicirse la sintesis de mas Cit P450 que comicnzan a metabolizar ¢l agente quimico disminuyendo
cl porcentaje de mortalidad (el *“‘valle™ en la Fig. 23). Postcriormentc la curva de mortalidad sc
vuclve suave y continua como cn Oregon-flare quiza porquce ¢l nivel de los Cit P450 aumento.

Aunque csta diferencia cntre las dos lineas se rcpnc consisteniemente con otros compuestos
(Castaiieda er al., 2001) sc requicren las prucbas bioquii para probar lo anterior.
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Porcentaje de mortalidad
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Fig. 22. LCse del AcPb en Ia linea Oregon-flare.
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Porcentaje de mortalidad
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Fig. 23. L.Cse del AcPb ¢n la linea flare.
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RESULTADOS

15.2. SMART

Testigo negativo (H:0)

El testigo negativo (H>O) pr S fr ias les de has/ dc 1.08 en BE (Fig. 24
y Tabla 6) y 0.92 en E (Fig. 25 y Tabla 7). El tamaiio promedio de clon (mean clone size) fue de
1.56 para BE (Tabla 6) y 1.82 para E (Tabla 7).

Tratamiento con DMN

El tratamiento con DMN (48 h) arrojé frecuencias totales de manchas/ mosca de 5.15 en BE
(Fig. 24. y Tabla 6) y 2.97 en E (Fig. 25 y Tabla 7) estadisticamente significativas al compararse
con las freccuencias del tratamicnto testigo. El tamafio promedio de clon fue de 1.86 para BE (Tabla
G) y 1.99 para E (Tabla 7). El tipo de ha mas fr fue peq en bas cruzas (Figs.
28 a-b y 33 a-b).

Pretratamiento con FB

El pretratamiento de FB (24 h) tuvo una frecuencia total de manchas/ mosca) dec 0.89 ¢n BE

(Fig. 24 y Tabla 6) que no fue cstadisticamentc significativa. Para E la fr ia total de h
mosca fuc 1.6 (Fig. 25 y Tabla 7) y fuec cstadisticamente significativa. El tamafio promedio de clon
fuc de 1.87 para BE (Tabla 6) y 1.25 para E (Tabla 7). El tipo de ha mas fr fue

pequciias, sobre todo en E (Figs. 28 a-b y 33 a-b).

Pretratamiento con FB y tratamiento con DMN

6 fi

El pretratamiento de FB (24 h) con DMN (48 h) en 1r pr
cstadisticamente significativas de 5.76 en BE (Fig. 24 y Tabla 6) y 5.54 en E (Fig- 25 y Tabla 7)
respectivamente. El tamaiio promedio de clon fue de 2.0 para BE y E (Tablas 6 y 7). El tipo de
mancha mas frecuente fue pequeilas, en ambas cruzas (Figs. 28 a-b y 33 a-b).
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Frecuencias totales de manchas/ mosca

|
Fig. 24. Cruza BE. Fr R/ igo ivo, DMN, FB, FB/ DMN.
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Fig. 25. Cruza E. Fi ’ les de . para testig ivo, DMN, FB y FB/ DMN.
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Pretratamientos con AcPb

El  pretratamiento de AcPb (0.0 mM) tuvo fr 1 de has/ no
estadisticamentc significativas de 1.27 en BE (Fig. 26 y Tabla6) y 1.11 en E (Fig. 27 y Tabla 7). El
tamaiio promedio de clon fue de 1.92 para BE (Tabla G) y 1.50 para E (Tabla 7). El tipo de mancha
mas fr fuc peq cn bas cruzas (Figs. 29 a-b y 34 a-b).

El  pretratamiento de AcPb (0.1 mAM) arrojé frecucncias totales de manchas/ mosca no
estadisticamente significativas dc 0.85 para BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 1.41 para E (Fig. 27 y Tabla
7). El tamaiio promedio de clon fue de 1.72 para BE (Tabla 6) y 1.91 para E (Tabla 7). El tipo de
fes ha mas fr fuc pequciias cn ambas cruzas (Figs. 29 a-b y 34 a-b).

El pretratamiento de AcPb (I mAf) tuvo frecucncias totales de manchas/ mosca no
estadisticamente significativas de 1.27 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 1.18 en E (Fig. 27 y Tabla 7). El
tamano promedio de clon fue de 1.65 para BE (Tabla 6) y 1.60 para E (Tabla 7). El tipo de mancha
mas fr fue p en bas cruzas (Figs. 29 a-b y 34 a-b).

Pretratamicentos con AcPb+FB

El pretratamicnto de AcPb(0.0! mM) con FB arrojé la frecuencia total de manchas/ mosca no
estadisticamente significativa de 0.88 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 1.28 ecn E quc si fue
estadisticamente significativa (Fig. 27 y Tabla 7). El tamailo promedio dec clon fuc de 1.70 para BE

(Tabla G) y 1.76 para E (Tabla 7). El tipo de ha mas fr fue peq en cruzas
(Figs. 30 a-b y 35 a-b).

El pretratamicnto de AcPb(0./ mM) con FB dio frecucncias totales de manchas/ mosca de 1.18
en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 0.94 cn E (Fig. 27 y Tabla 7). no estadisticamente significativas. El
tamaiio promedio de clon fue de 1.69 para BE (Tabla 6) y 1.55 para E (Tabla 7). El tipo de mancha
mas frecuente fuc pequefias, cn ambas cruzas (Figs. 30 a-b y 35 a-b).

El pretratamiento de AcPb(1.0 mM) con FB tuvo fi i les de has/ de 1.18
cn BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 1.15 en E (Fig. 27 y Tabla 7), no estadisticamente significativas. El
tamaiio promedio de clon fue de 1.77 para BE (Tabla 6) y 1.84 para E (Tabla 7). El tipo de mancha
mas frecuente fue pequcifias, en ambas cruzas (Figs. 30 a-b y 35 a-b).

Pretratamientos con AcPb y tratamiento con DMN

El pretratamiento de AcPb(0.0] mM) con tratamiento de DMN arrojé frecuencias totales de
manchas/ mosca cstadisticamente significativas de 4.53 cn BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 292 en E
(Fig. 27 y Tabla 7). El tamaiio promedio dc clon fue 2.08 para BE (Tabla 6) y 1.99 para E (Tabla 7).
El tipo de mancha mas fr fuc peq cn bas cruzas (Figs. 31 a-b y 36 a-b).

El pretratamiento de AcPb(0.1 mM) con tratamiento de DMN tuvo frecuencias totales de
manchas/ mosca cstadisticamente significativas de 5.27 cn BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 3.33 en E (Fig.
27 y Tabla 7). El tamaiio promedio de clon fue de 1.95 para BE (Tabla 6) y 1.86 para E (Tabla 7).
El tipode nor mas fr fuc p cn bas cruzas (Figs. 31 a-b y 36 a-b).

q
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El pretratamiento de AcPb(1.0 mAM) con tratamiento de DMN generd frecuencias totales de
manchas/ mosca estadisticamente significativas de 5.88 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 3.89 en E (Fig.
27 y Tabla 7). IZI tamafo promedio de clon fuc de 1.99 para BE (Tabla 6) y 1.78 para E (Tabla 7).
El tipo de mas fi fue p en bas cruzas (Figs. 31 a-b y 36 a-b).

Pretratamicentos con AcPb+FB y tratamicnto con DMN

El pretratamicnto de AcPb(0.01 mM) » I'B mds tratamiento con DMN presento frecuencias
totales de has/ estadisti ificativas de 4.02 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 8.00
en E (Fig. 27 y Tabla 7). El tamafo promedio de clon fue de 1.92 para BE (Tabla 6) y 2.05 para E
(Tabla 7). El tipo de mancha mis abundante fue pequefias en ambas cruzas (Figs. 32 a-by 37 a-b).

El pretratamicenio de AcPb(0.1 mM) y FB mads tratamicnto con DMN arrojé frecuencias totales
de manchas/ mosca estadisticamente significativas de 3.95 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 4.55 en E
(Fig. 27 y Tabla 7). El tamaiio promcdio de clon fuc de 1.93 para BE (Tabla 6) y 1.96 para E (Tabla
7). El tipo de mancha mis abundante fuc pequceilas ¢cn ambas cruzas (Figs. 32 a-b y 37 a-b).

El prclralam:emo dc AcPb(l mM) ¥ FB mds tratamiento con DMN dié frecuencias totales de

manchas/ mosca ificativas de 4.97 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 5.04 en E (Fig.
27 y Tabla 7). El tamafo promcdlo de clon fue de 1.97 para BE (Tabla 6) y 2.01 para E (Tabla 7).
Eltipode ha mas abundante fue peq en ambas cruzas (Figs. 32 a-by 37 a-b).

Fig. 26. Cruza BE. F) i les de has/ por tr
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Tabla 6. Cruza BE. Resultados SMART (fr i les de has/ ) con testigo
negative (H:0).

Tratamiento No. Ind. chas p Manchas grand Manch Manch Mean clone
(n) (1-2 células m=2) (>2 células m=5) gemelas m=5 totales m=2 size class

H,O 62 0.96 (60) 0.09 (6) 0.02 (1) 1.08 (67) 1.56
DMN (0.076mM) 63 3.77 (238)+ 0.92 (58)+ 0.46 (29)+ 5.15 (325)+ 1.86
FB (12mM) 64 0.67 (43)- 0.18(12)-* 0.03(2)-* 0.89 (57) - 1.87
FB (12mM) /
DMN(0.076mM) 59 4.00 (236)+ 1.27 (75)+ 0.49 (29)+ 5.76 (340)+ 2.0
AcPb (0.0lmM) 61 0.95 (58)- 0.18 (11)-* 0.14 (9)+ 1.27 (78) - 1.92
AcPb (0.1mM) 60 0.67 (44)- 0.14 (9) - 0.05 (3)-* 0.85 (56) - 1.72
AcPb (1mM) 62 1.06 (66)- 0.18(11)-* 0.03 (2)-* 1.27(79) - 1.65
AcPb (0.01mM)+
FB (12mM) 59 0.72 (43)- 0.10 (6)- 0.05 (3)-* 0.88 (52) - 1.70
AcPb (0. ImM)+
FB (12mM) 60 0.98 (59)- 0.13 (8)- 0.07 (4)- * 1.18 (71) - 1.69
AcPb (imM)+
FB (12mM) 59 0.89 (53)- 0.25 (15)+ 0.03 (2)- * 1.18 (70) - 1.77
AcPb (0.0imM) /
DMN (0.076mM) 60 3.03 (182)+ 1.16 (70)+ 0.33 (20)+ 4.53 (Q72)+ 2.08
AcPb (0.1mM) /
DMN (0.076mM) 59 3.80 (224)+ 1.07 (63)+ 0.41 (24)+ 5.27 311)+ 1.95
AcPb (ImM)/
DMN (0.076mM) 60 4.22 (253)+ 1.27 (76)+ 0.40 (24)+ 5.88 (353)+ 1.99
AcPb (0.01mM)+FB (12mM) /
DMN(0.076mM)

60 2.85 (171)+ 0.73 (44)+ 0.43 (26)+ 4.02 (241)+ 1.92
AcPb (0. I mMM)+FB (12ZmM) /
DMN (0.076mM)

60 2.71 (163)+ 0.78 (47)+ 0.45 Q7))+ 3.95 (237)+ 1.93
AcPb (ImM)+FB (12mM) /
DMN (0.076mM)

58 3.48 (202)+ 0.98 (57)+ 0.50 (29)+ 4.97 (288)+ 1.97

Di. osti distico de do con Frei y Wurgler (1988).
+ = positivo; - = negativo; w = débil positivo; i = indeciso. m = factor de multiplicacién.

Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05. Prucbas estadisticas de una cola.

* La prueba SMART arrojé resultados ( i ) para estas frecuencias pero la prucbe de U (Mann-Whitney) dio valores
negativos,

Los datos sombreados s 13 en detallc en la i6n de Di
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Tabla 7. Cruza E. Resultados SMART (fr { les de has/ ) con testigo
negativo (H0).

Tratamiento No. Ind. Manchas p [ has g ch H N h Mecan clone
(n) (1-2 células m=2) (>2 células m=5) gomclas m=5  totales m=2 size class

H:0 56 0.73 (41) 0.12 (7) 0.07 (4) 0.92 (52) 1.82

DMN (0.076mM) 36 2.19 (79)+ 0.53 (19)+ 0.25 (9)+ 2.97 (107)+ 1.99

£B (12mM) a5 1.48 (67)+ 0.04 (2)- 0.06 (3)- 1.60 (72)+ 1.25

FB (12mM) /

DMN(0.076mM) 50 3.68 (184)+ 1.18 (59)+ 0.68 (34)+ 5.54 (277)+ 2.00

AcPb (0.01mM) 56 0.98 (55)+ 0.11 (6)- 0.02 (1)- 1.11 (62)- 1.50

AcPb (0. tmM) 49 0.96 (47)+ 0.18 (9)- 0.04 (2)- 1.18 (58)- 1.91

AcPb (1mM) 55 1.02 (56)+ 0.13 (7)- 0.04 (2)- 1.18 (65)- * 1.60

AcPb (0.01mM)+

FB (12mM) 39 1.15 (45)+ 0.13 (5)- 0.00 (0)- 1.28 (50)+ 1.76

AcPb (0. 1mM)+

FB (12mM) 38 0.81 (31)- 0.10 (4)- 0.02 (1)- 0.94 (36)- 1.55

AcPb (1ImM)+

FB (12mM) 45 0.86 (39)- 0.2411)- =~ 0.04 (2)- 1.18 (52)- 1.84

AcPb (0.01mM) /

DMN (0.076mM) 54 2.09 (113)+ 0.62 (34)+ 0.20(11)+ 292 (158)+ 1.99

AcPb (0.1mM) /

DMN (0.076mM) 49 2.45 (120)+ 0.69 (34)+ 0.18 (9)-* 3.33 (163)+ 1.86

AcPb (1mM) /

DMN (0.076mM) 59 2.96 (175)+ 0.66 (39)+ 0.27 (16)+ 3.89 (230)+ 1.78

AcPb (0.0 1mM)+FB (12mM) /

DMN(0.076mM) 44 4.81 (226)+ 236(111)+ 0.83 (39)+ 8.00 (376)+ 2.05

AcPb (0.1mM)+FB (12mM) /

DMN (0.076mM) 40 3.05 (122)+ 1.17 (d7)+ 0.32 (13)+ 4.55 (182)+ 1.96

AcPb (ImM)+FB (12mM) /

DMN (0.076mM) 49 3.55 (174)+ 1.06 (52)+ 0.43 (21)+ 5.04 (247)+ 2.01

Di Ostis icodc con Frci y Wurgler (1988).

+ = positivo: - = ncgativo, w = débil positivo; i = indeciso. m = factor de multiplicacion.

Nivclcs de probabilidad: alfa = beta = 0.05. Prucbhas estadisticas de una cola.

* La prucba SMARTano_'énsullxdos(i)panenas ias pero la Whi ) arrojé
ncgativos para estos Los datos sc i cn detalic cn la lncdén de Duauusn
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15.3. Cruza BE. Gréficas de tipos de peq grand las) y de de
clon mwhk

Los tipos dc manchas siempre se presentaron en el siguicnte orden: pequeiias, grandes y
gemelas. El tamaio promedio de clon (mean clone size) fue de cntre 1.56 y 2.08. Los tratamientos
que presentaron las frecuencias totales de / mosca cstadisti significativas fucron:
DMN, FB/DMN (Figs. 28 a, b), todos los tratamientos de AcPb/DMN (Figs. 31 a, b) y todos los
tratamientos tipo AcPb+FB/DMN (Figs. 32 a, b). Ni cl tratamiento con FB (Figs. 28 a, b), AcPb
{0.01, 0.1. 1.0 mM) (Figs. 29 a, b) o AcPb (0.01, 0.1, 1.0 mM)+FB (Figs. 30 a y b) fueron

cstadisticamente significativos.

Las manchas grandcs y las manchas gemelas siecmpre cstuvicron pr en los tr
con DMN: DMN, FB/DMN (Figs. 28 a, b), AcPb/DMN (Figs. 31 a, b) y todos los tratamientos tipo

AcPb+FB/DMN (Figs. 32 a, b).
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Fig. 28 b. Cruza BE. Tamafio de clon mw¥ en H;0, FB, DMN y FB/ DMN.
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Fig. 29 a. Cruza BE. Tipos de has en tr i con AcPb.

Fig. 29 b. Cruza BE. Tamafio de clon mek en tratamicntos con AcPb.
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Fig. 30 a. Cruza BE. Tipos de has en tr i con AcPb + FB (12 mM).

Fig. 30 b. Cruza BE. Tamafio de clon mwhk en tratamientos con AcPb+FB (12mM).
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Fig. 31 a. Cruza BE. Tipos de

Fig. 31 b. Cruza BE. Tamafio de clon mwhk cn tratamientos con AcPb/ DMN (0.076 mM).
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Fig. 32a.Cruza BE. Tipos de has en tr b con AcPb+FB (12 MY DMN (0.076 mM).

Fig32b.Cruza BE.Tamafio clon mwhk en tratamicntos cos AcPb+FB(12 mM) DMN (0.076 mM).
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Cruza E. 15.4. Griificas de tipos de has ( pequeh grandes, Ias) y de fo de
clon mwh

Los tipos de o ¥ iempre se pr on c¢n ¢l orden: pequeiias, grandes y gemclas. El
tamaiio promedio de clon (mean clone size) fue de 1.25 a 2.05. Los tratamicntos que mostraron las
frecuencias totales de manchas / mosca cestadisticamente significativas fueron FB/DMN (Figs. 33 a,
b). todos los tratamientos de AcPb/DMN (Figs. 36 a, b) y todos los tratamientos tipo
AcPb+FB/DMN (Figs. 37 a, b). Los tratamicntos con AcPb (Figs. 34 a, b) no fueron
estadisticamentce  significativos pero  las manchas pequefias si  fueron estadisticamente
significativas.El tratamiento con FB (Figs. 33 a, b) pres 5 fr ias de t totales/ mosca
y manchas pequefias cstadisticamente significativas. El tamaiio promedio de clon fue 1.25. Los
tratamicntos con AcPb/DMN (Figs. 36 a, b) fueron estadisticamente significativos.

Los tratamicntos de mas cfecto genotoxico tuvieron siempre la combinacion FB/ DMN. Las
frecuencias totales de manchas/ mosca en los tratamientos con AcPb/DMN sc contraponen a las de
los tratamicntos de AcPb+FB (Figs. 35 a, b) que bajan dramaticamente excepto para AcPb (0.01

mM)+FB.
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16. DISCUSION

Testigo negativo (H:0)

El testigo H20 arrojé frecuencias totales de manchas/ mosca para las cruzas BE y E dentro de lo
reportado en la bibliografia especializada para un disolvente no genotoxico (Frei y Wirgler, 1995).

Tratamiento con DMN

El tratamicnto con DMN fue genotdxico en ambas cruzas. Esto cra de esperarse pues la DMN cs
un agente alquilante indirecto que necesita ser activado por las enzimas Cit P450 (Magee, 1980;
Baars ef al.,, 1980, Robertson er al., 1983: Hakura ¢f al., 1999; Lee ¢r al., 1989; Knasmuller et al.,
1990; Vogel, 1991; Gonzilcz er al., 1991, Rodriguez-Amaiz et al..19933,1996).

La frecuencia en la cruza BE es mas alta que en la cruza E porque tiene sintesis constitutiva de
los Cit P450 y la E sintesis regulada (Hillstrom e¢ al., 1982, 1984; Vogel, 1980; Graf er al., 1984;
Waters y Nix, 1988; Sundscth ¢r al., 1990; Fuchs er al., 1994; Mecyer y Zanger, 1997; Sancr ef al.,
1996; Maitra ¢t al., 1996; Dombrowski et al., 1998; Maitra er al., 2000), de tal manera quc activa
mais moléculas de DMN que metilan el ADN.

El analisis de las frecuencias (Tablas 6 y 7) y grificas de tipos de manchas y tamaiio de clon
(Figs. 28 a, b-Figs. 33 a, b) para BE y E respectivamente muestran el efecto clastogénico y
recombinogénico de esta nitrosamina (Magee, 1980: Vogel, 1991).

Pretratamiento con FB

El pretratamiento con FB (12 mM), un poderoso inductor de la sintesis de los Cit P450
(DePierre y Ernster, 1980; Beckman, 1984; Dunkov ef al., 1996, 1997; Amichot ez al., 1998; Zclko
y Negishi, 2000; Becker ¢f al., 2000; Kim er al.. 2001), mas en larvas que en moscas adultas de
Drosophila (Hillstrom er al., 1983) no presenté efecto genotéxico en la cruza BE pero si en la cruza
E con casi ¢l doble de la frecuencia del tratamiento testigo. Esta expresion diferencial inducida por
FB que se manifiesta en las cepas susceptibles mas que en las cepas resi de Drosophila esta
en concordancia con Vogel, (1980), Hiillstrém er al. (1982), Zijlstra er al. (1984); Fuchs er al.
(1994); Maitra ¢ al. (1996) y Amichot ef al. (1998).

Por otro lado, Graf y Singer (1992) utilizando la prucba de SMART c¢n el ala, dicron un
pretratamiento de 24 h de FB (10 y 20 mM) a larvas de 48 h dc edad de la cruza E que resulto
indeciso (i) en ¢l programa estadistico SMART. La diferencia de los resultados puede deberse al
numero de organismos cstudiados: 20 moscas (40 alas) en cse cstudio y 45 moscas (90 alas) en este.
No se recuperaron 55 organismos porque la sobrevivencia bajé notoriamente en la cruza E (Tabla 7)
y dsto puede haber sucedido en respuesta al pretratamicnto larvario con el inductor FB lo que
concucrda con Fuchs er al. (1993). Su hipdtesis es que los Cit P450 inducidos degradan la ecdisona
(hormona dc la pupacién) lo que se traduce en alta mortalidad. Siguiendo esta idea, la cruza BE cn
este estudio presentd tasas altas de sobrevivencia porque metabolizé el FB antes de la posible
induccién de sintesis de otros tipos de Cit P450.

l.a capacidad en la induccién de la expresién génica de las i Cit P450 mediada por FB
puede ser inhibida, incluso, por compucstos nor pr en la célula como ¢l AMPc
intracclular y la protcinacinasa-A (Sidhu y Omiccinski, 1995), citoci proinflamatorias (Pan er
al., 2000), ¢l TNF (Van Ess ¢r al., 2002) ¢ incluso el (-) - N-3-Benzil-fenobarbital (enantiémero del
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fenobarbital) que es un inhibidor selectivo potente de los genes que codifican para cicrtos Cit P450
(Suzuki ¢r al., 2002).

Sin embargo, tomando cn cucnta que la principal diferencia bioquimica conocida entre las cruzas
de la prucba SMART es el nivel de los Cit P450 que metabolizan entre otros sustratos, €l FB, y la
evidencia experimental con la que se cuenta, la explicacion posible es que la cruza E tiene niveles
regulados de los Cit P450 y requicre de una concentracién minima del compuesto a metabolizar
para que haya mas sintesis de estas enzimas (Parke ef al., 1991). Miecntras esto sucede, el FB tiene
efecto genotdxico (El-Masri er al., 1998; Hamadceh ef al., 2002 b; Williams er al., 1998: Shanc er
al.,, 2000 a; Deutsch ¢f al., 2001; Shibutani er af., 2002; Watson y Goodman, 2002) cn la
concentracion estudiada (12 mM), causando dafio al ADN en tanto cs biotransformado (Tredger y
Stoll, 2002), lo que explica la diferencia con la cruza BE que tiene niveles altos de los Cit P450 que
mectabolizan rapidamente el FB evitando su accién genotéxica. Por tanto, de acuerdo con la prucba
SMART, FB no es un promutageno que requiera activacion mectabélica ya que la cruza de BE
hubicra mostrada frecuencias estadisticamente significativas; los resultados sugieren que es un
mutigeno dirccto. Ademiis, ¢l andlisis de las frecuencias de manchas (Tablas 6 y 7) y las graificas de
tipos dc mancha y tamaiio de clon (Figs. 28a, b-Figs. 33a, b) para BE y E respectivamente permite
ver que ¢l cfecto del FB es clastogénico, en concordancia con (Dcutsch er al., 2001), pucs Ia
frecuencia de manchas pequeiias ¢s estadisticamente significativa en E, pero no en BE, revelando
un efecto no al final sino al principio del tratamiento que evita que haya mas divisiones celulares y,
en consecuencia, manchas grandes. El FB tampoco parece tencr cfecto recombinogénico pues no
hay frecucncias de n has gemelas estadi: ue significativas en ninguna de las cruzas.

Por otra parte, que ¢! FB muestre cfecto genotéxico en la prueba SMART se suma a la lista de
los ain pocos cxperimentos sobre su genotoxicidad (Graf y Singer, 1992; Shane er al.. 2000 a;
Dcutsch e¢r al.. 2001; Watson y Goodman, 2002) y tiene relevancia para los estudios del
mctabolismo  xenobidtico  sobre  resistencia  a  insccticidas, cancer y la  eliminacién,
biotransformacién y accion genotoxica de farmacos y otros compuestos donde sc le utiliza como
inductor pucs habri que tomar en cuenta que suma su accion a la de las sustancias estudiadas pam
no llegar a conclusiones falsas.

Pretratamiento con FB y tratamiento con DMN

£

El  pretratamiento de FB mais tratamiento con DMN arrojé ias estadi
significativas practicamente iguales en ambas cruzas, sobre todo en E si sc compararan las
frecuencias totales de manchas/ mosca de esta cruza para los tratamientos FB y DMN administrados
por separado, lo que evidencia un efecto sinérgico (Tablas 6, 7 y 8). Esto concuerda con Klaunig er
al. (1988) y Weghorst er al. (1989) que ya habian demostrado que la mezcla FB-DMN tiene
sinergia en ratones, con Knasmuller er al. (1990) que observaron que alimentar a Drosophila
melanogaster con FB potencia ¢l efecto de las nitrosaminas y con Vogel, (1980) y Hallstrdm,
(1982) que demostraron un mayor efecto genotéxico de ambos compuestos en cepas susceptibies
(con niveles regulados de los Cit P450 como las larvas de la cruza E) que en cepas resistentes (con
altos niveles de los Cit P450 como las larvas de la cruza BE) de Drosophila.

Lo anterior sefiala otro posible uso de las cruzas de la prueba SMART en estudios del
mectabolismo xenobidtico: para Amichot ez al. (1998) la dlspombllldnd de cepas mulames
resi ites de Dr phila (como la cruza de BE) permitirda estudios fi les del cc
enzimatico Cit P450 en inscctos: la familia Cyp6 de Drosophila tiene fuertes homologias regionales
con las familias Cyp2 y Cyp3 que estin involucradas en ¢l metabolismoe de drogas en los
vertebrados (Daniclson er al. 1997, 1998), por cllo, los estudios en este insecto ayudan a
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comprender el metabolismo de mamiferos que tienen ciclos de vida largos y a los quc no se puede
exponer a compucstos quimicos en numero grande. Finalmente, Sancr et al (1996) han comenzado
a cstudiar larvas dc la cepa resistente Oregon-flare de Dr J; 2 utilizada en la
prucba SMART para caracterizar la estructura genética, ¢l patron de expresion y la capacidad de
activar procancerigenos del Cit P450-6A2.

Pretratamientos con AcPb

Los pretratamicntos con AcPb cn las concentraciones empleadas (0.01, 0.1, 1.0 mM) arrojaron
frecuencias no estadisticamente significativas cn ambas cruzas. Para E la concentracién 1| mM habia
arrojado un resultado indeciso (i) en el programa estadistico SMART y finalmente negativo al
rcalizar la prueba de U de Mann-Whitney.

Los datos sobre la accién genotéxica del plomo y sus sales, como ¢l AcPb, son controvertidos
(Hansen y Stern, 1984; Valverde er al., 2001). Aunque sus cfectos toxicos se han estudiado por
muchos aflos, los resultados sobre sus propicdades genotdxicas (mutagénicas, clastogénicas y
cancerigenas) son inconsi es, Los r Itados positivos se encuentran a concentraciones altas y
exposiciones prolongadas (Coni er al., 1985; Rodriguez-Amadiz er al., 1986; Calabrese y Baldwin,
1992; Johnson, 1998; Aboul-Ela, 2002). Al respecto, Morrison y Ashby (1994) sciialan la necesidad
de considerar cuidadosamente la selecciéon de la concentracion y los niveles de exposicion en los
ensayos de genotoxicidad de corto plazo in vivo porque los investigadores no estudian
adecuadamente la toxicidad de los compuestos quimicos. En su opinién, los datos de genotoxicidad
positiva generados solo a niveles de dosis letal no tiecnen valor loxlcoléuco.

Por otra parte, las diferencias especificas de las toxicidades de los iones, como ¢l Pb 2*_ han sido
relacionadas por Stohs y Bagchi (1995) con la solubilidad de sus compuecstos, su absorclén, cl
transporte, la reactividad quimica y los complejos que forman in vivo. Por su parte, Graf (1995) ha
demostrado que el mejor momento para la induccion de manchas por efecto de agentes genotoxicos
en la prucba SMART es el tercer estadio larvario (72 h).

Con todo, un analisis de las frecuencias de manchas (Tablas 6 y 7) y las graficas de tipos de
mancha y tamaifio de clon (Figs. 29 a, b-Figs. 34 a, b) para BE y E respectivamente permite
observar que la cruza BE presenta frecucncias no cstadisticamente significativas para las tres
concentraciones emplcadas y todos los tipos de manchas pero cen la cruza E se observan frecuencias
positivas con significancia estadistica para las manchas pequefas a las tres concentraciones
estudiadas.

Estos resultados, remiten a la diferencia entre las cruzas respecto a las concentraciones de los Cit
P450. Aunque se requicre de las pruebas bioquimicas para comprobarlo, sugieren que este complejo
metaboliza ¢l AcPb, lo que concuerda con ¢l efecto encontrado en las curvas de LCso para el AcPb
en las lineas Oregon-flare y flare por Castaiteda er al. (2001) (Figs. 22 y 23).

Por tanto, la posible explicacion es que la cruza BE con niveles altos del complcjo Cit P450
climina la sal y por eso las frec ias para pcqucﬁas no son cstadisticamente
significativas. La cruza E tienc sintesis regulada de los Cit P450 y las fi disti
significativas para las tres concentraciones ecn manchas pequeilas se deben, de hecho, a un cfecto
genotéxico del AcPb antes de ser metabolizado por estas enzimas xenobidticas. Por tanto, el AcPb
es un mutigeno dirccto con actividad clastogénica para la cruza E de la prueba SMART dc
Drosophila lo que concuerda con Beek y Obe. (1974); De 1a Rosa, (1984); Roy y Rossman, (1992)
y Aboul-Ela, (2002) que también han encontrado este efecto en el AcPb. Asi, aunque la frecuencia
de manchas totales/ mosca arroja un valor no estadisticamente significativo para este tratamicnto,
no necesariamente indica ausencia de genotoxicidad.

91



Por ultimo, ¢l que bajas concentraciones de AcPb muestren genotdxicidad subraya lo dicho por
Morrison y Ashby (1994) y Ames y Gold (1999) en ¢l sentido de que es necesario escoger las dosis
y los niveles de exposicion en los ensayos de genotoxicidad de corto plazo in vivo. Trabajar con
dosis subletales o tdxicas arroja datos fuera de la realidad. Los resultados de este tratamiento fueron
generados dentro de un rango de concentraciones que permitié estudiar a la fraccién normal, no
susceptible o resistente, de la poblacion cuya respuesta al AcPb es la que interesa conocer para

alcanzar conclusiones con importancia toxicolégica.

Cotratamientos con AcPb+FB

Cruza BE: los tres cotratamientos con AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) + FB (12 mM) presentaron
frecuencias no estadisticamente significativas; tanto un compucsto como ¢l otro no mostraron efecto
genotéxico al administrarse por scparado a larvas de 48 h de vida de la cruza BE. El analisis de las
frecucncias de manchas (Tabla 6) y las graficas de tipos de manchas y tamaifio de clon (Figs. 30 a,
b) muecstran el efecto nulo del cotratamiento ¢n esta cruza resistente.

Por otro lado, aunque se requicren pruebas bioquimicas, los resultados de este cotratamiento con
la prucba SMART sugicren indirectamente que el AcPb a (0.01, 0.1 y 1.0 mM) no inhibe la sintesis
del grupo hemo (Harada er al., 1990 y Jover ef al., 1996) y por anto tampoco la de los Cit P450
porque ¢l FB es eficientemente eliminado por estos (Tredger y Stoll, 2002) y aparentemente ¢l
AcPb también, segin los resultados del tratamicnto con AcPb en las cruzas de la prucba SMART.
AnOn mas, la interrupcion de la sintesis del grupo hemo que provoca el AcPb (Harada er al., 1990;
Jover et al., 1996) pucde scr revertida por ¢l FB en cotratamicento segiin han comprobado Hjelle ef

al, (1982) y Nakawaga (1992).

Cruza E: cl cotratamiento con AcPb (0.01 mM) + FB (12 mM) tuvo cfecto genotoxico en
contraste con los cotratamientos de AcPb (0.1 y 1.0 mM) + FB (12 mM) que no lo presentaron.

Para cl cotratamicnto AcPb (0.01 mM) + FB (12 mM) la explicacion a la actividad genotoxica
obscrvada es que la concentracion de AcPb sumé su efecto genotéxico al del FB que también lo
cjercié aqui como en pretratamiento solo. El analisis de las frecuencias de manchas (Tabla 7) y
las praficas de tipos de manchas y tamaiio de clon (Figs. 35 a, b) para E mucstran que en cste

cotratamiento hay una frecucencia de manchas peq cst ente ifcativa en
consistencia con los tratamicnto de AcPb y FB administrados por separado (Figs. 33 a, b-Figs.

34 a, b) comprobindose que presentaron un cfecto genotoxico clastogénico.

En ¢l cotratamiento AcPb (0.1 mM) + FB (12 mM) la frecuencia no es estadisticamente
significativa, a pesar de que  los pretratamicntos de FB y AcPb por separado son genotéxicos
cn la cruza. Aqui, la explicacion posible s que a esta concentraciéon el AcPb sc anulé y/ o
inhibié con ¢l FB y ambos compucstos no presentaron actividad genotéxica pucs la frecuencia
es casi la mitad de aquella del FB administrado por sceparado.

En ¢! cotratamicnto con AcPb (1.0 mM) + FB (12 mM) la frecuencia tampoco es

cstadisticamente significativa. De manera consistente. sc observa que al aumentar la
concentraciéon de AcPb se inhibe la accién genotéxica de ambos compuestos.
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Shinohara er al. (1997) estudiaron cl blanco especifico al que sc liga el FB para inducir la
sintesis de los Cit P450 introduciendo grupos ¢n la posicién para- o meta- del anillo aromitico. La
ausencia de cualquicra de los sustituyentes en el anillo aromitico del FB cra i ]
la maxima actividad inductora y la sustitucion cn la posicion mera- del anillo nromziuco tendia a
reducir la efectividad como inductor mas que la sustitucién en la posicién para-.

Sin embargo, tomando ¢n cuenta que ¢l cotratamicnto de AcPb (0.01 mM) + FB (12 mM) es
genotéxico, indicando que ¢l FB no pierde su capacidad géni 1a expli i6n ala de
actividad cn cotratamiento con AcPb a concentraciones (0.1 mM y 1.0 mM) pucde estar en la unién
del plomo (Pb**) del AcPb con los dtomos de hidrégeno de tos dos grupos NH en el anillo no
bencénico del FB (Fig. 6), cnlazando dos moléculas de FB por una de plomo (Pb%") lo que genera
un fenobarbitato plumbico que sc precipita (Com. Pers. Mtra. Irma Delfin); esto concuerda con
Stohs y Bagchi, (1995) respecto a la reactividad quimica y los complejos que el plomo y sus sales
forman in vivo.

Adcmas de esto, si ¢l FB conserva su efecto inductor, aumentan los niveles de los Cit P450 que
metabolizan y eliminan mas moléculas de FB y AcPb y por eso las frecuencias son negativas. En el
cotratamiento con AcPb (0.01 mM) la concentracion parece ser baja para precipitar el FB (12 mM)
y por cllo hay actividad genotéxica.

La formacién de fenobarbitato plimbico por precipitacion también podrla ser la razén por la quc
las frecuencias de manchas pequeias en los tres tratamientos con AcPb administrado por seyp >
ya no fucron cstadisticamente significativas para las concentraciones (0.1 y I mM) en este
cotratamiento (Tabla 7).

Pretratamientos con AcPb y tratamiento con DMN

Cruza BE: los pretratamicntos con AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) y tratamicnto con DMN (0.076
mM) arrojaron valores estadisticamente significativos muy parecidos a la frecuencia del tratamiento
con DMN por separado. Las concentraciones de AcPb administradas por separado no mostraron
actividad genotdxica para esta cruza resistente pues los Cit P450 parecen ser la via de eliminacién
de esta sal (Tabla 6). El tratamicnto AcPb/DMN con DMN como testigo en el programa SMART
no resultd estadisticamente significativo (Tabla 8). Por tanto, cste tratamicnto experimental parece
mostrar exclusivamente ¢l efecto recombinogénico y clastogénico de la DMN como se observa en
las graficas de tipos de manchas y tamaiio de clon (Figs. 31 a, b); ademas, sugicre indircctamente
que ¢l AcPb no interrumpio la sintesis del grupo hemo (en contraste a los resultados de Harada er
al., 1990 y Jover er al., 1996) pucs los Cit P450 activaron cfici ite al alquil y
también metabolizaron ¢l AcPb.

Cruza E: los pretratamicntos de AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) y tratamiento con DMN (0.076 mM)
presentaron frecuencias estadisticamente significativas muy cercanas a la frect ia del tr
con DMN por separado. Las tres concentraciones de AcPb administradas por separado (0.01, 0.1 y
1.0 mM) no presentaron frecuencias totales de manchas/ mosca cstadisticamente significativas
(Tabla 7) y los tres tratamientos AcPb/DMN para la prucba SMART con DMN como testigo no
fucron estadisticamente significativos (Tabla 8), pero no debe olvidarse que el AcPb mostré un
cfecto genotéxico en E cuando se administré por separado (que no se refleja en la frecuencia de
manchas pequchas pero no en las totales/ mosca) y que tal vez se suma a Ias frecuencnas de este
tratamiento (Figs.36 a, b). Los resultados en esta cruza tambié en indi que no
hubo interrupcion del AcPb a la sintesis del grupo hemo pucs hubo ‘niveles suficientes de los Cit
P450 para activar a la DMN.
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Si bicn es cierto que la prucha SMART es un ensayo genotéxico de gran sensibilidad que
revela cventos genéticos responsables de la pérdida de heterocigosis en los genes marcadores
utilizados y ¢s uno dec los tres Gnicos cnsayos genotoxicos existentes que valora la capacidad
recombinogénica de compucstos puros o mezclas in vivo, no es posible seflalar cuil de ellos
(mutacién puntual, delecidon, no disyuncién) es responsable de la pérdida de la condicién de

heterocigosis.

Sin embargo. la prucba SMARTreveld datos que permiten sugerir indirectamente que el Ach
no interrumpe la sintesis de grupo hemo, como sc observa en los tr ientos experi
(AcPb/ DMN) y (AcPb+FB/ DMN).

Bioquimicamente hablando, esta comprobado que esta sal orgdnica del plomo interrumpe ia
sintesis del grupo hemo (Harada er al., 1990; Jover er al., 1996), ¢l cual es necesario, entre otras
cosas, para la sintesis de los Cit P450 (Beri y Chandra, 1993; Ponka, 1997). El AcPb no tuvo efecto
genotdxico en la cruza BE y si en la cruza E de la prucba SMART a las concentraciones usadas en
este trubajo pero las consecuencias biologicas de que el AcPb no inhiba la sintesis del grupo hemo
en ninguna de cllas revela la complejidad de la regulaciéon de estas importantes moléculas. En
primer lugar significa que hay sintesis de los Cit P450 para mctabolizar compuestos cndégenos
como esteroides, acidos grasos, aminas biogénicas, prostaglandinas y vummmas. asi como
xenobidticos tales como metabolitos de la dicta, drogas, pesticidas o cc
(Gonzalez et al.. 1991), metabolitos de plantas y cancerigenos (Gandhi er a/., 1992), ademas de
conferir resistencia a insecticidas (Carifio ¢f al., 1993). Por otra parte, la hormona de la pupacién
(ecdisona) sintetizada por las glandulas protoricicas y liberada a la hemolinfa es convertida a su
forma activa, 20-hidroxiecdisona, medicnte una hidroxilasa dependiente de Cit P450 cn la grasa
corporal, ¢l midgut y cnocitos de la epidermis de Drosophila (Blum, 1985). Experimentos con
discos imagales de Drosophila en cultivo expucstos a 20-hidroxiecdisona demuestran que (10 *

10 ** M) por 12-24 h son las concentraciones y tiempos cfectivos para observar la capacidad dc
respuesta (competencia) de las células i les pues mi as progresa ¢l dltimo estadio lavario, los
discos del ala responden mas al estimulo de la hormona para pupar y sufrir metamorfosis (Blum,

1985).

Cotratamientos con AcPb+FB y tratamiento con DMN
El! cotratamiento de AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) + FB (12 mM) mas tratamiento con DMN
(0.076) fue genotdoxico para ambas cruzas de la prucba SMART. Para explicar estos datos se hace
necesario analizar cada compucsto por scparado y finalmente en conjunto.

Cruza BE

e El agente alquilante clastogénico DMN fue genotoxico para BE incluso en una frecuencia mas
alta que la de E por los altos niveles constitutivos de los Cit P450 que lo activan.

s El FB no tuvo cfecto genotoxico porque es eliminado efici por los altos niveles de los
Cit P450 quc lo metabolizan.

e El pretratamicnto de AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) no presenté actividad genotdéxica a ninguna
concentraciéon porque la sal es aparentemente eliminada via los Cit P450.



El pretratamicnto de FB con tratamicnto de DMN fuc genotéxico pero ¢l efecto se debe sélo al
agente alquilante activado por los Cit P450 (Tabla 8); el FB no induce mas sintesis de estas
enzimas en cepas resistentes como la BE y ad is €S T bolizado por estos mediante
hidroxilacion.

El cotratamiento AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) + FB no fuc genotéxico a ninguna de las

concentraciones. Esto ¢s congruente con las fr no estadistic o significativas al
administrar los compuestos por separado. Este tratamicnto sugiere indirectamente que ¢l AcPb

no intcrrumpe la sintesis del grupo hemo ni la de los Cit P450 que eliminan cfici el
FB y aparentemente también ¢l AcPb.

El pretratamiento de AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) con tratamiento de DMN fue genotdxico. El
efecto se debe sélo a la DMN (Tabla 8). Lo anterior sugiere que no hubo inhibicién del AcPb a
cn niguna de las concentraciones usadas a la sintesis del grupo hemo dc los Cit P450 porque ta
DMN fue activada y por tanto, sicmpre que se istran tr itos con DMN (sola o
combinada) la actividad genotdxica se presenta. Por otra parte, la evidencia sugiere que el AcPb
cs metabolizado y eliminado via los Cit P450 y por ello no sumo su efecto genotéxico.

El pretratamiento AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) + FB con tratamiento de DMN fue genotéxico a
todas las concentraciones pero el efecto se debe s6lo al agente alquilante DMN (Tabla 8) porque
¢l FB, y posiblemente también el AcPb, son eliminados por los altos niveles de Cit P450 de la
cruza. Por otra parte, este tratami > experimental sugiere que ¢l AcPb no inhibe el grupo
hemo, ni la de los Cit P450 pues la DMN es activada.

Cruza E

El tratamicnto con DMN fuc genotoxico para E pero con una frecuencia menor a la de BE
porque sus niveles regulados de Cit P450 no activan tantas moléculas de esta nitrosamina.

El FB fuc genotéxico porque aunque induce la sintesis del sistema Cit P450 en esta cruza
susceptible y este lo metaboliza, tiene efecto genotdéxico clastogénico en tanto aumenta la
concentracion de los Cit P450 para metabolizarlo y climinarlo.

El pretratamiento de AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) generd frecuencias totales no estadisticamente
significativas Sin embargo, las frecuencias de manchas pequefias revelan un efecto genotdxico
consistente tipo clastogénico. Esta sal es probablemente metabolizada por los Cit P450;

mientras son sintetizados, el AcPb daiia el ADN.

El pretratamicnto de FB con tratamicnto dc DMN fuc genotoxu:o con efecto sinérgico (Tabla 8).
El FB tienc efecto genotoxico clastogéni la is de los Cit P450 que activan las

moléculas de DMN y es finaimente metabolizado y climinado por estos.

El cotratamiento AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) + FB presenté actividad genotdéxica a la
concentracion mas baja pero no a las dos mayores. Por un lado. ¢l resultado cstadisticamente
significativo del tratamiento a la concentracién menor sugiere indirectamente que ¢l AcPb no
interrumpe la sintesis de! grupo hemo ni la de los Cit P450 inducidos por el FB que también
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a)

b)

resulta metabolizado por estos. Por otra parte, ¢l tr iento a las cc raciones mayores
revela que el AcPb y el FB tienen una interaccion quimica a partir de ciertas proporciones
milimolares, quc lleva a la formacién de un complejo de fenobarbitato plumbico que sc
precipita y por cllo no se observa cfecto genotdxico de los compucestos.

El pretratamiento de AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) con tratamiento de DMN fue genotéxico. El
efecto se debe en mayor proporcion a lu DMN (Tabla 8) pero la sal suma su efecto clastogénico.
Los resultados sugicren que no hubo inhibicién del AcPb en ni de las cc iones
usadas a la sintesis del grupo hemo de los Cit P450 porque la DMN fuc activada y por tanto,
siempre que se¢ administran tratamientos con DMN (sola o combinada) el efecto genotéxico se
obscrva.

El pretratamicento AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) + FB con tratamiento de DMN fue genotéxico a
todas las concentraciones.

Para el caso de la concentracién (0.01 mM) de AcPb las fr i estadisti
significativas sc deben al cfecto sinérgico entre el FB y la DMN (Tabla B). El primero induce la
sintesis de los Cit P450 que a su vez activan la nitrosamina. El FB también suma su actividad
genotoxica porque el AcPb no se precipita con él a esta concentracién y la sal también actaa
como agente clastogénico. Eso explica la frecuencia observada (8.0) para este tratamiento
especifico (Tabla 7).

Para las concentraciones (0.1 y 1.0 mM) los resultados se deben a la accién de la DMN que fue
activada por los Cit P450 que el FB pudo inducir. Sin cmba.rgo. tanto el FB como ¢l AcPb ya
no tivieron efecto genotdxico porque sc laron precipitindose, y por eso las frecuencias son
casi la mitad de la concentracién mas baja.
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17. CONCLUSIONES

1. La DMN (0.076 mM) cs genotéxica. Su efecto es mayor en la cruza BE porque tiene niveles
constitutivos de los Cit P450, que la activan, y menor en E por los niveles regulados de este sistema
cn la cruza; lo anterior a las ias del pohmorﬁsmo enznm:iuco y cl doble papel

(eliminacion/ activacidn) del metabolismo xenobiético, en Dr 7 82

2. El FB (12 mM) es genotéxico. En la cruza BE no induce mas la sintesis del sistema Cit P450
pucs ya hay niveles constitutivos del complejo y no presenta actividad porque es eliminado por
éste. En la cruza E, el FB inducce la sintesis de los Cit P450 y también tienc efecto genotéxico tipo
clastogénico. Por las razones anteriores, el tratamicnto con FB/DMN no es sinérgico en BE y si en
E.

Las cruzas de la prucba SMART de Dr wwhila mel r son £ modeclos para
estudiar ¢l metabolismo xenobiético y los inductores de enzlmas de Fase I como los Cit P450.

3. El AcPb (0.01, 0.1 y 1.0 mM) es genotdxico. Las frecuencias totales de manchas/ mosca no
reflcjan efecto genotdxico en ambas cruzas pero las frecu ias de o has pequeiias seifialan un
cfecto clastogénico en la cruza E; en BE no son estadisticamente significativas. Es probable que la
via de ecliminacion de la sal seca el sistema Cit P450. Lo antecrior explica la frecucncia del
tratamiento AcPb+FB/ DMN en la cruza E a la concentracién mais baja de AcPb.

4. El AcPb y ¢l FB revelaron una interaccién quimica, notoria en la cruza E pero no en BE,
inhibiéndose y/ o anuldandose (excepto en la concentracién mas baja) segin aumenta el AcPb.

5. lLos resultados obtenidos para los tratamientos de AcPb (0.01. 0.1, 1.0 mM) sugieren
indirectamente que la sal no inhibe la sintesis del grupo hemo ni la de los Cit P450, lo que se
observa por la activacion del promutiageno DMN en todos los tratamientos AcPb/DMN vy

AcPb+FB/DMN.
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