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RESUMEN 

Con el objetivo de valorar el efecto genotóxico del acetato de plomo (AcPb). el promutágcno 
alquilante dimctilnitrosamina (OMN) y el inductor de sintcsis del grupo hcmo y citocromos P450 
(Cit P4SO). fenobarbital (FB). se utilizaron larvas transhctcrocigotas de Drosophila melanogaster 
de 48 h de vida de las cn..1zas BE (bioactivación elevada) con altos niveles constitutivos de Cit P450 
y E (estándar) con síntesis regulada de Cit P450 de la prueba SMART en el ala para someterlas a 
prctratamicnto (24 h) con y sin AcPb (1, 0.1 y 0.01 mM), con y sin FB (12 mM) y AcPb+FB en 
cotratamicnto. También se sometieron a tratamientos tipo AcPb/DMN. FB/DMN y AcPb+FB/OMN 
donde la DMN (0.076 n1M) se adn1inistró a las larvas de 72 h crónicamente (48 h) y hasta Ja 
cn1crgcncia de los imagos. Éstos fueron fijados en alcohol al 70 o/u. se discctaron las alas y se 
montaron en preparaciones pennanentes para observar bajo el miscroscópio óptico a 40 x buscando 
Ja presencia de clones (manchas) de tricomas tipo mwll y flr que son los marcadores genéticos de la 
prueba que evidencian el daño genotóxico de los tratamientos. Los datos se analizaron en el 
programa estadístico SMART y con la prueba de U de Mann-Whitney (STATISTJCA 6.0). 

El AcPb resultó genotóxico pues arrojó frecuencias de manchas pequeñas cstadisticamcnte 
sib'TIÍ ficativas en Ja cruza E aunque no se reflejó el efecto en las frecuencias totales de manchas/ 
mosca de ambas cruzas; en la cruza BE no se observó efecto porque el AcPb parece ser eliminado 
vía los Cit P450 con altos niveles de concentración en esta cruza. El FB mostró actividad 
genotóxica; esto se reporta por primera vez para en la cruza E de la prueba SMART en Drosopl1ila 
n1c/anogastcr; en Ja cruza BE no mostró efecto porque el FB es metabolizado los Cit P4SO. La 
DMN tuvo mayor efecto gcnotóxico para la cruza BE (por su síntesis constitutiva de los Cit P450 
que la activan y convierten en gcnotoxina) que en la cruza E. El cotratamicnto AcPb+FB no mostró 
efecto gcnotóxico en la cruza BE y sorprcsivamcnte tampoco en la cruza E porque el FB parece 
inhibirse y/ o anularse con el AcPb. mediante precipitación de un f"cnobarbitato plúmbico, excepto a 
la concentración n1á.s baja (0.0lmM). lo que se reporta por primera vez para la prueba SMART. El 
tratamiento AcPb/ DMN fue genotóxico en ambas cruzas lo que sugiere indirectamente que el AcPb 
no altera la síntesis del gnapo hcn10 ni interviene en la síntesis de los Cit P450 ya que la DMN es 
activada y ejerce efecto genotóxico. El tratamiento FB/ DMN fue gcnotóxico en ambas cruzas; en 
BE. sin efecto sinérgico. porque el FB es eliminado por los Cit P4SO pero que sí activan la DMN; 
para E. con efecto sinérgico. porque el FB induce la sintcsis regulada de los Cit P4SO. tiene 
actividad genotóxica mienlras estos se sintetizan. lo eliminan y además activan la DMN. El 
tratamiento AcPb+FB/ DMN fue genotóxico en ambas cruzas: en BE et efecto se debió 
exclusivamente a Ja DMN y en E a la acción sinérgica entre FB y DMN y AcPb a la concentración 
rnás baja. reduciéndose la frecuencia a la mitad según aumenta el AcPb que se anula con el FB. en 
congruencia con el cotratamiento AcPb+FB. 
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Nota: Cuando este trabajo de tesis fue registrado en la División de Posgrado de la Facultad de 
Ciencias de la UNAM en el titulo se usó la abreviatura AB (Alta Bioactivación) para referirse a la 
cruza HB (High Bioactivation) en inglés. De Ja misma manera, se utilizó la abreviatura ST 
(Standard) en inglés para referirse a la otra cruza utilizada en Ja prueba SMART. 

Durante Ja elaboración de esta tesis, los especialistas mexicanos de la Toxicología Genética 
acordaron llamar BE (Bioactivación Elevada) a la anterior AB (HB, en inglés) y, por otro lado, 
denominaron E (Estándar) a la ST (Standard, en inglés). 

No siendo posible hacer un cambio de titulo rápido, doy fé de las diferencias entre las abreviaturas 
de las cruzas en el título 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. 

Biól. L•ura Casl•lleda P•rlida. 
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Abreviaturas 

BE: Bioactivación Elevada 

E: Estándar 

DMN: Dimctilnitrosamina 

FB: Fcnobarbital 

AcJ>b: Acetato de plomo 

Cit P450: Citocron1os P4SO - Complejo enzimático 

mM: milimolc:s 

UV: Ultravioleta 

CHO: Chinese Hamstcr Ovary 
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l. TOXICOLOGiA GENÉTICA 

1.1. Anlecedenles 

La Toxicologia Genética es una especialidad que se encarga de identificar y analizar Ja acción de 
los agentes cuya toxicidad recae en el material hereditario de los seres vivos. Detecta y comprende 
las propiedades de un gn1po relativamente pequeño de agentes conocidos como genotoxinas. los 
cuales afectan espcciticamcntc el ADN. El ténnino genotóxico fue introducido en la década de los 
setenta por Ehrcnbcrg (citado en Vogcl. 1991) y se aplica a los agentes tóxicos que afectan el 
material hereditario abarcando cambios letales y hereditarios en células somáticas o germinales. 

El inicio de la Toxicología Genética se puede situar en 1927 cuando Müller demuestra que los 
rayos X son capaces de producir cambios en el nlatcrial genético de la mosca de la fruta Drosopliila 
mela11ogaster. En 1940, Aucrbach descubre la acción mutagénica del gas mostaza. también en D. 
mela11ogaster. Durante los siguientes 20 ai\os fue demostrado en animales el cambio genético 
inducido por radiaciones y agentes químicos. Estos trabajos dieron la pauta para que se pensara que 
algunas de las enfermedades hereditarias observadas en poblaciones humanas tenían un origen 
ambiental (Vogcl, 1991 ). 

La Toxicología Genética fue reconocida como disciplina alrededor de 1969, cuando se empezó a 
relacionar el incremento en el ambiente de los productos quimicos fabricados por el hombre, con 
sus posibles consecuencias genéticas. Simultáneamente, se empezó a observar una relación entre los 
mutágenos y los cancerigenos9 lo que realzó la importancia de la Toxicología Genética en la 
dctcnninación de los efectos adversos en la salud que pueden producir los compuestos geno1óxicos9 

por su capacidad de ocasionar mutaciones hereditarias o infertilidad .. cuando afectan a las células 
germinales o producir muerte celular y cáncer cuando alteran a las células somáticas. En otras 
palabras.. la Toxicología Genética estudia Ja secuencia de eventos desde Ja interacción de la 
genotoxina con el ADN hasta Ja expresión fenotípica final del daño (Vogcl. 1991). 

A lo largo de estas décadas se ha estudiado inlensarnente la capacidad genotóxica (mutagénesis .. 
rccombinogénesis. clastogénesis. carcinogénesis y actividad apoptótica) de diferentes agentes a los 
que las poblaciones humanas están más expuestas. pero también se ha hecho evidente Ja necesidad 
de encontrar métodos y biomarcadores para delectar agentes con aclividad antimutagénica y 
anticancerigena .. es decir., que inhiban, retarden o reviertan estos procesos (Graf el al.. 1998; 
Lohman et al .. 2001 ). 

En el primer caso, las guías o rutas criticas para los estudios genotóxicos persiguen varios 
objetivos; por ejemplo, en Ja Comunidad Económica Europea el Programa de Desarrollo e 
Investigación Ambiental tiene como metas; 1) la caracterización del perfil metabólico y gcnotóxico 
de agentes quimicOS9 2) el desarrollo de nuevas tecnologías adecuadas para la identificación y Ja 
evaluación del riesgo de la exposición a las genotoxinas y 3) la validación de los actuales ensayos 
de gcnotoxicidad y Ja evaluación de su uso en actividades reguladoras de la comunidad tales como 
la clasificación y etiquctamicnto de compuestos químicos (Pany. 1988). Ejemplos de la primera 
meta son el uso del biomonitorco de daño en humanos mediante la cuantificación de aductos de 
ADN (O 6 -guanina) producidos por un determinado compuesto o giupo químico de compuestos 
(Margison et al .. 1979; Hcmminki, 1997; Goto et al .. 1999) y la novedosa tccnologla de los 
microarrcglos en el caanpo de la Toxicogenómica para el análisis de expresión génica que examina 
múltiples genes y vias de señalización simultáneamente para entender los mecanismos tóxicos. Jo 
que impaclará el campo de la Salud Pública. Lo anterior., depende de que los perfiles de expresión 
génica que corresponden a los diferentes agentes quimicos puedan dislinguirse (H311ladeh el al .• 
2002 a). En la segunda meta, los programas automatizados para la predicción de la capacidad 
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mutagénica o cancerígena de compuestos basados exclusivamente en la estructura química han 
arrojado información. pero a la vez. han resultado limitados (Richard. 1998); los ensayos con 
compuestos estructuralmente relacionados (isómeros o análogos) revelan que la actividad 
genotóxica depende de la posición del grupo químico (van Schaik y Graf. 1991; 1993; Frei el al .• 
1992; Ukawa-lshikawa et al .• 1997; Dueftas-García. 2002; Rodrigucz-Arnaiz y Tellez. 2002;) o que 
la actividad se pierde cuando se sustituyen los grupos (Glende et al .• 2002); también se hacen 
csfucrLos para monitorcar Ja recombinación mitótica homóloga que causa la pérdida de 
hctcrocigosis (Frci et al.. 1998; Spanó el al .. 2001; Hooker et al., 2002) y las aberraciones 
cromosómicas estructurales pues ambos fenómenos involucran rompimientos en la doble cadena 
(efecto clastogénico) en células somáticas in vivo (Górnez-Arroyo et al., 1995; Gómez-Arroyo y 
Villalobos-Pietrini. 1995; Calderón-Segura el al .. 1998;Vogel y Nivard. J 999). 

Finalmente. los ensayos gcnotóxicos tienen con10 objetivo principal evidenciar qué tipo de daño 
o a qué nivel de organización del ADN opera el efecto causado por el compuesto evaluado (Vogel. 
1991; Sánehez Lamar et al .. 2000). Así. se reconocen: 

MICROLESIONES. Cambios intragénicos o mulaeioncs génicas que son cambios en genes 
individuales. Consisten principalmente de sustituciones de pares de bases o cambios de 
inclusión/delcción de pares de bases. 

Nivel 1.- Mutacio'1es genéticas: cambio de uno o pocos pares de bases. 

a) Mutaciones de sustitución de pares de bases: cambio cualitativo en uno o más pares de 
nuclcótidos. Todas las combinaciones de susbstituciones de pares de bases son posibles; las 
sustituciones de purina por purina y pirimidina por pirimidina se designan transiciones mientras que 
las sustituciones de purina por pirimidina y de pirimidina por purina se llaman tra11s\'ersioncs. 
b) Mutaciones de conimiento de lectura: Ca111bio cuantitativo en uno o más pares de nucleótidos. 

MACROLESIONES 

Nivel ll.- Abcrracio11es cromosOmicas estructurales: cambios gruesos en la estructura por 
delcciones, reaneglos. recombinaciones. 

Aberracio11es numéricas: ancuploidias y poliploidias por afectaciones en los 
componentes del aparato mitótico o mciótico. 

Nivel 111.- Alteraciones {daño) al ADN: formación de aductos. 

a) Rompimientos de banda de ADN: radiación ionizante .. radiación ultravioleta {UV), Blcomicina. 
b) Dímeros de pirimidina: UV de onda cona. 
e) Alquilación de base: agentes alquilantes. 
d) Entrecruzamientos inter e intra bandas o cadenas de ADN: UV de onda larga. 
e) Intercalación: Proflavina. 

Nivel IV.- Daño a los mccanisn1os de reparación del ADN: incrementando la sensibilidad a los 
efectos de muchos mutágenos. 

La Tabla J muestra algunos ensayos o pruebas genotóxicas utilizadas para el estudio del dafto 
genético inducido en Jos diferentes Niveles. 
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Tabla 1. Pruebas genotóxicas Cmodi ficado de Sánchcz Lamar et al. 2000). 

Nivel l. Ensayos p•ra mut•ciones génic••· 
Prneba de Ames (Salmo11el/a typhimuriumlmicrosomas de mamifcroJ. 
Prueba de mutaciones puntuales en Saccharomyces ccrevisiac. 
Letales rccesivos ligados al sexo en Drosophila mcla11ogaster. 
Prueba de mutación y recombinación somática en Drosophila me/a11ogaster <SMART>. 
Prueba de mutación de los pelos estaminales de Trade.vca11tia. 

Nivel 11. Ensayos para mutaciones cromosómicas. 
Prueba citogenética in vitro en células de manlÍferos. 
Prueba citogenética in vivo en ratones. 
Prueba de micronúcleos (ratones y células de ovario de Criccto Chino: CHO). 
Prueba de letales dominantes en ratones. 
Prueba de mutación y recombinación somática en Dro.vophila melanogaster CSMARTl: 
dclccioncs y ancuploidías parciales. 
Prueba citogenética de las células merestimáticas de la raíz de Vicia faba. 

Nivel 111. Ensayos para dafto primario al ADN. 
Prueba de segregación mitótica en Aspcrgillus 11idulans. 
Prueba de conversión génica y recombinación mitótica en Saccharomyces cerevisiae. 
Prueba de mutación y recombinación somática en Drosophila mc/anogas1e1· <SMARTl. 
Prueba de intercan1bio de crornátidas hermanas (ICH) ;,, vitro con células de n1amífcros. 

Nivel IV. Olros ensayos. 
Prueba de la morfologia de la cabeza del espermatozoide en ratones. 
Prueba de nlutación y recombinación somática en Drosophila melunogastcr <SMARTl: 
detección de recombinación mitótica. 

1.2. Inducción de dailo genélico: importancia del metabolismo 

La inducción de dan.o genético por agentes genotóxicos es un proceso de pasos múltiples: la 
interacción quin1ica. reparación o no del dai\o al ADN y efectos biológicos. 

(1) Interacción quimica (principalmente de enlaces covalentes) con el ADN. Los agentes 
gcnotóxicos pueden ser ligados directainente al ADN o solamente después de que su estructura ha 
sido modificada por enzimas. Por ello. se les divide en directos (los verdaderos agentes 
genotóxicos) porque reaccionan con maeromoléculas (ADN y protcinas) sin activación enzimática y 
en precursores o promutágcnos si requieren activación metabólica. Los agentes gcnotóxicos 
precursores no poseen actividad genotóxica pcr se, pero son convenidos en agentes gcnotóxicos por 
el metabolismo de organismos susceptibles (Fig. Ja). 
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_______.,. Reactivo por si mismo ----
Agente (DIRECTO) 

genotóxico ~ ( 1) Interacción inicial con ADN 
~Reactivo sólo después__________.. 

de activación 
(PROMUTÁGENO) 

Flg. 1•. lnler•ccl6n qulmlc• entre mut6genos y ADN (lom•do de Voeel, 1991). 

Los agentes gcnotóxicos precursores comprenden una amplia gama de compuestos quimicos 
estructuralmente no relacionados. La mayoría de estos agentes quimicos son lipofilicos a pH 
fisiológico. La excreción eficiente de los compuestos lipofllicos por parte de los mamíferos requiere 
su conversión metabólica en mctabolitos hidrofilicos. En muchos casos esta bio1runsforn1ación es 
un proceso de pasos múltiples, que resulta en la formación de agentes gcnotóxicos a través de 
intermediarios definidos como agentes gcnotóxicos próximos. 

La mayoría (más del 80 %) de los agentes gcnotóxicos (Jos promutágcnos y los 
procancerígcnos), no son capaces de formar aductos de ADN directamente cuando entran al cuerpo. 
Sin embargo, el metabolismo de un tejido blanco (hígado, riñón, testiculos) put..-de transfo1TI1ar estas 
moléculas en metabolitos químicamente lábiles y altamente reactivos, que se ligan a 
macromoléculas, entre las que están el ADN y las proteínas. Tradicionalmente, se distinguen dos 
tipos de metabolismo llamados Fase J (oxidación. hidrólisis o reducción) y Fase JI (reacciones de 
conjugación. Las enzimas relacionadas con estos procesos son llamadas a menudo enzimas 
metaboli=adoras o e11=i,,u1s mctaholi=atloras de xcnobióticos (Tabla 2). 

Tabla 2. Enzimas involucradas ea el metabolismo de xeaobióticos (tomado de Wolr, 1990) 

Sistema de Abreviatura No.do Reacciones Ubicación 
Enzimas común genes 

Citocromos P450 CYP450 >50 Oxidación dol c. N y S mltocondrta-mlcrosomas 
Citocromo P450 roductasa 1 Reducción de un electrón microsomas 
Quinona roductasa OR 1 Reducción do quinonas citososol 
Glutatlón S- transforasa GST >10 Conjugación eloctrófila con glutatlón citosol y mlcrosomas 
Epóxido hldrolasa EH 1 Hidratación de epóxidos citosol y mlcrosomas 
UDP glucoronil transforasa UOPGT > 5 Conjugación de ac. glucorónico con 

·OH,·NH mk:rosotnas 
Sulfotransferasa SULT > 2 Conjugadón de S03a -OH, -NH citosol 
N (0- acotil tranferasa) NAT > 2 Transftere aceUI a -NH. -OH citosol 

(2) Los mecanismos especUicos de reparación de ADN pueden lograr remover o no los aductos 
formados a través de las interacciones con los agentes gcnotóxicos. 

Formación de aductos ------+- Proceso de dafto a ADN _., Expresión de dafto 
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(3) Si el dai\o genético queda mal reparado o se deja sin reparar puede dar lugar a erectos 
biológicos (Fig. 1 b). 

A) Toxicidad aguda-------<• Lctalidad a la célula o al individuo 

< Mutagéncsis (dai\o genético en células genninales. heredable) 
B) Efectos crónicos 

Carcinogéncsis (dai\o genético en células somáticas) 

Flg. Jb. Efectos biológicos del dallo al ADN (lomado de Vogel, 1991). 
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2. AGENTES ALQUILANTES 

Uno de los grupos de mutágcnos mejor conocido es el de los agentes a/qui/unte~·. El primer 
agente mutagénico descubierto .. el gas rnosta7..a. pertenece a esta categoría. Estos agentes qufnücos 
transfieren grupos alquilos a macromoléculas biológicamente importantes (ADN .. ARN. proteínas). 
Dos propiedades son muy importantes para su modo de acción: el tipo de grupo alquilo transferido,. 
ya sea un etilo ( -CH2 CH1). generando una especie etilante. un metilo ( -CH1). generando una 
especie metilunte u otro complejo como (-Cl-b COCH3 ) y el número de grupos alquilo que una sola 
molécula puede donar. Así. pueden ser monofuncionules. hifuncit1nale.'r y trifuncionale.or. La 
mayoría de los agentes alquilantcs conocidos son mutágcnos directos y pocos son indirecto ... · o 
pron1ulÚJ.:eno...- que requieren activación enzimática (Vogcl. 1991 ). 

2.1. Fonnación de •duetos enttt el Al>N y los •&entes •lquia.ntes 

Todos Jos oxígenos y nitrógcnos en Jos ácidos nucleicos (excepto el nitrógeno ligado al azúcar) 
pueden ser alquilados; esto suma 20 sitios diferentes. El punto de ataque más frecuente es el 0 6 de 
la guanina pero también un efecto secundario de la alquilación del N-7 de la guanina es una pérdida 
del enlace entre la base y la cadena azúcar-fosfato .. llevando a la pérdida de Ja guanina del ADN 
alquilado. Los espacios o brechas apurinicos (sitios AP) asf creados dan como resultado la escición 
de la cadena en la cual ocurren y eventualnlCnte~ la cscición de doble cadena (rompimiento de la 
cadena de ADN) (Vogcl, 1991) (Fig. 2). 

ciTo:uNA :JCUANINAH AZUCAa( 

FOSFA~ 

TIMINA :~ADENINAH AZUCAai 

Tim.1- Adenl-

Fig. 2. Posibles sitios de •l•que de ... ·-•- alq•U.•les ..... doble llillce de ADN 
(lo•ado de e ...... 1971). 

14 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



2.2. Suslitución de pares de b•ses después de I• •lquil•ción en el o• de I• gu•nln• 

Actualmente se acepta de manera general que la alquilación del O" de la guanina es una fuente 
primaria de mutación a través de mala codificación (miscoding) directa. La alquilación de la 
guanina en el átomo o'•. esto cs. uno de los aceptares de un enlace hidrógeno en la guanina fija un 
tautómcro anómalo (dos enlaces hidrógeno en lugar de tres. en una guanina no modificada). así un 
sitio esencial se bloquea. 

La modificación del sitio O'' de Ja guanina es una lesión premutagénica porque la consecuencia 
de esta modificación es una inhabilidad para fonnar un par de base especifica (C-G) y. si no se 
repara. esto puede llevar a Ja incorporación de una T en lugar de una C (transición C-T) durante la 
replicación del ADN. Las vías de reparación de ADN por agentes alquilantes son. por ejemplo: 

a) Reparación por escisión de bases: productos de alquilación. 
b) Remoción de grupos alquilo sin incisión (respuesta adaptativa): 0 6 -alquilguanina. 
e) Reparación de o<>-alquilguanina por proteína alquiltransfcrasa (Pegg. 2000). 

2.3. Compuestos N-nitrosos 

Algunos de los más potentes mutágenos y cancerígenos conocidos son productos naturales. Se 
sabe desde hace 40 años que Jos compuestos N·nitrosos están presentes en Jos alimentos tratados 
con nitrito de sodio, el cual conviene en hcpatotóxicos ciertos alimentos para los organismos a 
través de la formación de nitrosodimetilamina (NOMA). Desde entonces. se ha comprobado con 
experimentos animales que los compuestos N-nitrosos son el grupo de cancerígenos más potente y 
de más amplia acción (Kawai. 1998). El papel principal del nitrito y los óxidos de nitrógeno en la 
fonnación de compuestos N-nitrosos por la irueracción con con1pucstos amino secundarios y 
terciarios ha llevado a la investigación mundial de alimentos con presencia de compuestos N­
nitrosos, los cuales han sido encontrados casi exclusivamente en aquellos alimentos que contienen 
nitrito o que han sido expuestos a óxidos de nitrógeno. Entre éstos se encuentran las carnes curadas 
(especialmente tocino cocinado), pescado japonés ahumado o curado y cerveza. Los niveles de 
nitrosarninas se han reducido en las últimas tres décadas de manera concurrente con una baja en el 
nitrito usado en los alimentos y mayor control de exposición de la malta a óxidos de nitrógeno en la 
fabricación de cerveza. Las pequeñas cantidades de nitrosaminas en los alimentos son, sin embargo. 
significativas debido a la posibilidad de que los humanos sean más susceptibles a estos cancerígeno 
que Jos roedores de laboratorio (Lijinsky. 1999). Gómcz el al. (1977) ya habían demostrado que 
pequeñas cantidades de dimetilnitrosan1ina (DMN) en Ja dieta (40 µglkg de peso corporJ.I) no 
inducían tumores renales o metilación de ADN en ratas porque el hígado mctaboliza completamente 
Ja DMN que llega por la vena pona sin alcanzar la circulación general. 

2.4. Nilrosamioas 

Las N-nilrosaminas son un grupo grande de agentes químicos muchos de Jos cuales se sabe que 
tienen actividades genotóxicas potentes. Está comprobado que algunos requieren ser metabolizados 
por las enzimas del sistema Cit P450 hasta especies reactivas antes de poder causar dai\o (Robenson 
el al.. 1983; Hakura el al.. 1999). Muchas nitrosaJTiinas y otros compuestos N-nitrosos son 
citotóxicos y cancerígenos. mutagénicos y teratogénicos y otros son usados en la quimioterapia del 
cáncer. Un amplio rango de especies es susceptible a su acción canccrfgcna la cual puede afectar 
varios órganos (Magec. 1980). incluso a niveles finos como la modulación de Ja respuesta de Ja 
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protcfna p53 al dafto al ADN por dietilnitrosamina (Finnberg el al., 2000). Las nitrosaminas tales 
como la DMN se pueden fonnar .. en presencia de nitrito., a través de nitrosación de aminas 
secundarias y terciarias (como dimctilamina) a pH bajo (3.4) y en pH neutro por ciertas bacterias 
reductoras de nitrato. 

2.4.1. Dimetllnilrosamin• (DMN) 

El representante más sencillo de las nitrosaminas. la dimetilnitrosamina o DMN (Fig. 3). es un 
líquido amarillo. muy soluble en agua. alcohol y éter. Su fórmula quimica es (CH3)2NNO y su PM 
74.08. Tiene viscosidad baja y densidad de 1.0048. Agudamente tóxica. la LCso en ratas es de 32.2-
40.0 mglkg (Windholz et al .. 1995; Magcc, 1980). 

La DMN es usada con10 solvente en Ja industria del plástico y ta fibra .. como aditivo para 
lubricantes. en Ja preparación de solventes y como ncmaticida (Murillo. 1997). Por otro lado. Sen et 
<1/ •• 1973 (citado en Windholz et al .. 1995) encontraron DMN presente en productos cárnicos 
curados. en especial tocino cocinado., en algunos alimentos preservados con nitrito en un rango de 
concentración de 1-10 µg/kg (Vogel. 1991), condensados de humo de tabaco. pescado frito o 
ahumado (Fazio et al .. 1971; Rhoades y Johnson. 1972 en Windhotz et al .• J 995). 

La DMN es un agente alquilante monofuncional indirecto que requiere activación melabólica y 
ha demoslrado ser mutagénica y cancerigcna en distintas especies animales y diversos lejidos 
(Magcc, 1980; Vogcl. 1991). 

Fig. 3. Molécula de dlmelllnltrosamlaa (DMN). 

La DMN produce tumo ... es en ratones, prcdominantemenle en el higado., pero laJTibién en el rii\ón 
y el pulmón. Como agenle alquilante monofuncional .. Ja DMN lienc actividad clastogénica que es 
rcsuhado prcdominantcmcnle de su reacción con álamos de nitrógeno en el ADN. Fonna aductos 
de 0 6 -mctilguanina, lo que provoca micro/esiones tipo transiciones G:C---A:T (Vogel. 1991; Wang 
et al .. 1998). 

Eslos aductos en la posición 0 6 de la guanina son un faclor importanle en la actividad 
cancerígena .. mutagénica, clastogénica (Pcgg, 2000) y apoptólica (Hom. 2000 a,. b) de los agentes 
meti1anles (alquilanles). 

2.4.2. Biolraasformación de la DMN 

La DMN es mctabolizada mediante hidroxilación del átomo C-a que produce una hidroximetil­
mctiJ-nitrosarnina inestable. Esto desemboca espontáneamente (mediante pasos en cascada) en un 
ión carbonio (CH3+) que es la supuesta especie reactiva. Por otro lado, la biotransfonnación de la 
DMN produce un intennedio de monometilnitrosamina reaclivo (Haggcrty y Holsapplc, 1990 en 
Rodrigucz-Arnáiz et al., 1996; Vogel, 1991) (Fig. 4). 
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-~-N=O 
CH,/-

-/N-N=O 

CH20H --N-N =O 

H----
Ni+~)+OH" 

Dimetilnitrosanúna 

Hidroxilación del C-a. (por Cit P4SO) 

+ 
Hidroximetil-

metil-nitrosamina---+ HCHO. Fomaldehldo 

l No cnzifllática 

Monomctilnitrosamirw 

l No enzimática 

Mutageno final 

Fig. 4. Biotran•form•ción de i. dimetilnitrv .. min• (DMN) 
(tomado de Voael. 1991). 

2.4.3. Estudios con DMN 

La DMN ha sido estudiada por casi 40 años. Desde entonces,. sus propiedades quúnicas y 
biológicas como agente mutagénico .. clastogénico .. apoptótico y cancerígeno han pennitido a su vez 
utiliz.arla en diferentes estudios a diversos niveles. 

• La DMN es activada por microsomas de Dro.~ophila melanogasler igual que en el ensayo de 
Ames .. cepas de E. coli y células de Ovario de Criccto Chino (Baars et al .• J 980). 
• La DMN induce una frecuencia de 2 J % de letales recesivos ligados al sexo (LRLS) en 
l.Jrosophila melunogu.,·ter (MOllcr y l-lnbct7..cttl .. 1980). 
• La DMN tiene una actividad rccombinogénica de 67 % en cruzas de la prueba de mutación y 
recombinación sonuiticas (SMART) en Drosophi/a melanoga..rrter (Rodriguez-Arnaiz et al .• 1996). 
• La DMN no mostró efecto en el ensayo cometa (EC) para detectar rompimientos de banda en 
células de exudado de peritoneo de ratón (Nishi et al., 1990). 
• La DMN estudiada en el ensayo de micronúcleos (MN) en médula ósea de ratón tenia S repones 
positivos y 4 negativos en la bibliografia especializada. Monison y Ashby (1994) condujeron 
experimentos con dosis letales y no letales (máxima tolerada) que revelaron la necesidad de 
considerar cuidadosamente la selección de dosis-niveles en ensayos de genotoxicidad de cono plazo 
in vivo. 
• La DMN induce fibrosis hepática en ratas y ratones (Savolainen et al., 1988; Nakamura et al., 
2000). 
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2.4.4. DMN y Fenobarbltal (FB) 

Klaunig el al. (1988) y Wcghorst et al. (1989) estudiaron el efecto del FH en la evolución de 
carcinogéncsis hcpatocclular en cepas de ratones machos infantes pretratados con DMN. Los 
resultados mostraron que el FB promueve la tumorogénesis dependiendo de la cepa y el 
cancerígeno inicial. La mezcla FB-DMN es sinérgica en ratones. 

2.4.S. DMN y Acetato de plomo (AcPb) 

lshibc et al. ( 1970) demostraron que el tratamiento con acetato de plomo (AcPb) y DMN 
produce cáncer en ralas. Por otra parte, Sakai et al. ( 1990) comprobaron que la administración de 
AcPb a ratones prctratados con DMN promueve la tun1orogénesis de pulmón. 
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3. CITOCROMOS P450 

3.1. Desintoxicación y metabolismo de xenoblótlco• (biotransrormaclóa) 

El Retículo Endoplásmico Liso (REL) está involucrado en diferentes procesos celulares. que 
incluyen desintoxicación de drogas, metabolismo de carbohidratos. almacenamiento de calcio y 
biosfntcsis de cstcroidcs como honnonas sexuales y de la corteza adrcnal (Becker et al .• 2000). 

Una reacción de las vías de desintoxicación de drogas y biosintesis de csteroidcs es la 
hidroxilación._ la adcsión de grupos hidroxilo a moléculas aceptaras orgánicas. Durante la Fase 1 del 
metabolismo. uno o más de estos grupos polares son introducidos en las moléculas hidrofóbicas lo 
que incrementa su solubilidad en agua. Esta alteración es crítica porque la mayoría de los 
compuestos hidrofóbicos son solubles en las capas Hpidicas de las membranas y por tanto. las 
retiene el cuerpo. n1ientras que los compuestos solubles en agua son más fácilmente arrastrados por 
Ja sangre y subsccuentemente eliminados. Después de la hidroxilaeión el compuesto progenitor se 
convierte en un sustrato ideal para las cnzin1as conjugantes de la Fase 11. Los productos conjugados 
son suficientemente polares y fácilmente excretados de la célula y del cuerpo (Becker el al .. 2000). 

Aunque la vía metabólica de la hidroxilación básicamente representa un mecanismo de 
desintoxicación. en el caso de los promutágcnos y procancerigenos lleva a la fonnación de 
productos mutagénicos/canccrígenos (metabolismo xenobiótico o biotransfor1nación). La mayoria 
de los cancerígenos químicos requiere activación metabólica a metabolitos clcctrofllicos que sean 
capaces de enlazarse al ADN y causar mutaciones. El metabolismo xenobiótico es llevado a cabo 
por grupos grandes de enzimas metabolizadoras que incluyen a los citocromos P450 y a la cpóxido 
hidrolasa microsómica de la Fase 1 y a varias enzimas conjugantes de la Fase 11 como la glutatión 
transfcrasa (Gonzálcz y Kimura. 2001 ). 

Tanto en la desintoxicación como en la activación. ta hidroxilación depende del sistema 
Citocromo P450 (Cit P450) o también: Sistema de Monooxigenasa o Sistema de Oxidasa de 
Función Mixta porque en estas enzimas un átomo de una molécula de oxigeno es reducido a agua y 
el otro es usado para oxidar el substrato (Rockstcin. 1978; Haugen. 1981; Frank y Foglcman. 1992; 
Bouchcr et al.. 1996); este sistema enzimático está localizado en los microsomas (fracción 
subcelular) del REL de hepatocitos y otras células. A su vez. cada citocromo P450 es un sistema de 
multicomponentes ligado a membrana,. según descubrieron Omura y Sato (1964). el cual involucra 
al menos dos proteínas: J) CITOCROMO P450 (hemoproteína que se caracteriza por una intensa 
absorbencia de cerca de 450 nm después de la reducción con CO) y 2) NADPH-citocromo P450 
reductasa. así como oxígeno molecular y NADPH, (Vogel, 1991; Frank y Foglcman, 1992; Gandhi 
et al., 1992; Fuchs et al., 1994; Sakai et al., 1992). 

Los Cit P450 mctabo1izan compuestos endógenos como esteroides. ácidos grasos,. aminas 
biogénicas, prostaglandinas y vitaminas,. así como xenobióticos tales como mctabolitos de la diet~ 
drogas, pesticidas o contaminantes aJllbientalcs (González el al .• 1991). metabolitos de plantas y 
cancerígenos (Gandhi et al .• 1992). además de conferir resistencia a insecticidas en insectos (Cariño 
et al.. 1993). Estos substratos son enzimáticamentc modificados por una de las siguientes 
reacciones: hidroxilación alifática, hidroxilaciones aromáticas, alqueno cpoxidaciones,. 0-
dialquilacioncs; N-hidroxitaciones, N-dcsalquilaciones o dcshalogenación oxidante (Rockstein, 
1978). 
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Como hcmoproteinas. los Cit P4SO ligan el Fe2
+ del grupo hcmo por puentes de tiolato (uniones 

cisteina-cisteifUI mediante sus grupos tiol o sulfhidrilo -SI 1) presentes en un dominio cisteinil. muy 
conservado. de 26 residuos (en la región de la secuencia primaria). cerca del carboxil terminal y 
que puede con.~iderarsc la "huella digital" de esta.~ enzimas (Hobbs et al.. 1986; González y 
Gelboin. 1992) (Fig. 5). 

~@) 
~ 
J..t 

1 
NH-------U. 

M"'l=ri!!+s-<:H~H, S.. 

~~· 1c~aa1 8 1 

M) ? ;-~ N-GluNH, 
p i ···-.... -. =~.:::."Tí~® 

·•.•. @ :' .) 
····--N(l1111duot)--·---' ! 

p M ú.@ 

Fig. S. Citoeromo P450 unido• anopo bemo por puentes liol (·SH) de c:ialeln• 
(lom•do de Burke. 1971). 

3.2 ... Antigiied•d, presenci• en seres vivos y nomenchatura de los Cit P4SO 

El Cit P4SO es un sistema enzimático casi universal yconservado. Esta presente en bacterias y 
en todos los organismos de los reinos animal y vegetal. (Gonález et al.. 1991 ). Los miembros de la 
supeñamilia de genes del Cit del P450 son ubicuos en procariotos y en cucariotos (Gandtü. et al 
1992). Ha sido encontrado en 90"/o de los trjidos exmminados incluyendo lúgado. pulmón. tracto 
gastrointestinal y riilones. en ratas. ratones. cricetos y monos. La enzima también se ha ubicado en 
hígado. pulmones y placenta humanos. Aunque está principalmente localizada en microsomas 
(fracción subcelular). también está presente en las fuacciones nuclear y mitocóndriaa de la célula. 

La evolución de la superfamilia de genes de Cit P450 (CYPP450) exlúbe paralelismos cercanos 
con la evolución de la biota terrestre. Hay correspondencia con el incremento sostenido de la 
oxigenación atmosféri~ que comenzó hace 2000 millones de aiios. y los cambios dietéticos 
durante tiempos geológicos más recientes los que quizll expliquen las diferenciu en el metabolismo 
de ciertas especies (Lewis et al .. 1998). 

Los Cit P4SO existen como una supeñamilia de genes y e cálculo de su número dentro de un 
organismo dado van de SO a 200. El sistema de nomenclatura usado por la mayoría de los autores se 
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basa en la similitud de la secuencia primaria de antinoácidos entre los Cit P4SO. Los genes 
individuales se bautizan con el prefijo Cyp (en inglés: Cytochrome P4SO) seguido por un número 
arábigo que designa la familia del gen. una letra que designa Ja subfamilia y el número del gen. Así. 
CyplAJ y CypJA2 son genes individuales J y 2 en Ja f"amilia l. subfamilia A (Nebert el al .. 1989 
citado por González et al .• 1991 ). 

Las actividades calalilicas de fonnas individuales de los Cil P450 han sido analizadas por 
rcconstilución de enzimas purificadas con lípido artificial y oxidoreduclasa NA.DPH-P450 (Magee 
et al .. 1980). 

Por olra parte. la fracción subcelular de microsomas que contienen el sistema Cit P450 ligado a 
membrana se extrae a partir de un homogcnizado de inseclos complelos ú órganos y 
ultracenlrifugación (100. 000 a 200.000 g) de un sobrcnadante postmitocondrial por 1 h ó más 
(Rockstcin. 1978). 

EJ complejo enzimático Cit P450 metaboliza cancerígenos indirectos como: hidrocarburos 
aromáticos policiclicos. aminas aromáticas,, aminas nitroaromáticas. nitrosaminas,, hidracinas. 
aOatoxinas e hidrocarburos halogcnados (González et al.. t 991 ). 

Las enzin1as del Cit P450 son especificadas por loci genéticos múltiples y son diferencialmente 
inducibles (Fuchs et al.,, 1993). Su sintesis puede ser disparada por una serie de sustancias como el 
fcnobarbital (FB). 3-melilcolantreno. aroclor 1254 (mezcla bifenil policlorinada) (Lcvin el al .• 
l 980). acetona y pirazola. 

3.3. Polimorfismo genético del sistema Cil P450 y sus consecuenci•s 

Se ha reconocido desde hace mucho tiempo que existen enonnes diferencias específicas entre las 
enzimas que metabolizan drogas y cancerígenos. En particular,, las diferencias en los Cit P4SO. 
principales enzimas de activación metabólica de procanccrigenos. están muy diseminadas y podrían 
detem1inar las susceptibilidades individual y de especie los agentes químicos que causan cáncer 
(Sundscth et al .• 1990). 

Una de las principales causas de variación individual de los efectos de una droga es la variación 
genética del mclabolismo de drogas. El polin1orfismo genético de las e11zima.s metabolizadora.s de 
drogas da Jugar a distintos subgrupos en la población que difieren en su capacidad de llevar a cabo 
ciertas reacciones de biotransfonnación. Los polimorfismos son generados por mutaciones en los 
genes de estas enzimas. lo que causa una expresión o actividad reducida. incrementada o ausente 
debido a múltiples mecanismos n1olecularcs. Los alelos variantes existen en la población en una 
frecuencia relativamente alla. Los polimorfismos han sido descritos para la mayoría de las enzimas 
que mctabolizan drogas (Mcyer y Zangcr. 1997). 

Como existen marcadas diferencias entre especies en las expresiones y las actividades catalíticas 
de las múltiples fonnas de Cit P4SO que activan cancerígenos. el proceso de validación se vuelve 
especialmente dificil (González y Kimura. 2001). 

Los inhibidores del sistema Cit P450 isofonna-sclcctivos han facilitado mucho la caracterización 
de las especificidades catalíticas y el significado fannacológico y toxicológico de las enzimas P4SO 
individuales. Entender la base de la especificidad deberá llevar a un disefto racional de una nueva 
generación de inhibidorcs de Jos Cit P450 basada en la estructura para su uso. como sondas y 
moduladores. de la f"unción de los Cit P4SO in vivo (Halpert. 1995). 
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3.4. Clt P450 en Drosopbll• mel•nogHler 

El efecto opuesto del metabolismo de xenobióticos mediado por el sistema enzimático de los Cit 
P450 en la activación de promutágcnos a compuestos gcnotóxicos puede ser estudiado con 
Drosophila n1elallogastcr. Este organismo ofrece una excelente herramienta para conocer y 
comprender mejor los mecanismos de inducción de las formas del Cit P450 usándole en lugar de 
cucariotos superiores como mamifcros (Sancr et al., t 996). 

Los Cit P450 de insectos son en muchos aspectos similares a los de los vertebrados (Anderscn et 
al .. 1993). 

3.4.1. Cit P450, Drosophilo melonogasler y DMN 

Baars et al. ( J 980) aislaron fracciones subcelulares de D. mclanogaster que presentaban varias 
actividades enzimáticas capaces de biotransfonnar xenobióticos. para investigar su capacidad de 
activación n1ctabólica, antes de ejercer sus efectos mutagénicos (como Dl\.fN). Se comparó el 
sistema de D. mcla11ogustcr con el ensayo de Ames, cepas de E. co/i 343/113/R-9 y 343/l 13/uvrB y 
células de Ovario de Criccto Chino. Los microsomas de Drosopliila parecieron ser al menos tan 
activos como los de hígado de rata en su capacidad de activar promutágenos. Por otro lado, se ha 
observado un nivel incrementado de las actividades enzimáticas de desalquilación para agentes 
como la DMN, la aminopirina y la benzofctamina lo que correlaciona con un alto nivel constitutivo 
de hemoprotcinas (Fuchs el al ... 1994 ). 

Httllstrom et al. (1982) demostraron que la cepa resistente a pesticidas Hikone R de D. 
melanogastcr difiere genéticamente de cepas susceptibles porque tiene una actividad de los Cit 
P450 más alta y no es inducida por el FB. Las pruebas de toxicidad con DMN mostraron que: el 
efecto tóxico de DMN fue más alto en la cepa resistente que en las susceptibles (Vogcl. J 980) y que 
la inducción con FB aumentó la toxicidad de DMN en las cepas susceptibles pero no en la 
resistente. 

3.4.2. Genes del sislema Cil P450 en Drosophila llfelanog.,,,ter (Cyp6Al2) 

Waters et al. (1984) efectuaron electroforesis de microsomas de D. melanogaster encontrando 
dos bandas de proteínas que contienen grupo hemo con PM de 59, 290 (banda A) y 55,7SO (banda 
B). La banda A está presente en todas las cepas examinadas, la B no. La dimetilnitrosamina 
dimetilasa, una enzima P4SO. es componente de la banda B. En el análisis electroforético de la 
proteína microsómica de alrededor de 20 lineas de Drosophila se revela la presencia de bandas de 
las subunidades del Cit P4SO. Estas subunidades son P4SO-A la cual indica todas las fonnas P4SO 
con un PM de 59 kda, y P450-B indicando todas las isocnzimas con un PM de 56 kda entre ellas la 
DMN-d (dimctilnitrosarnina desmctilasa (Walcrs y Nix, 1988; Sundseth et al .. 1990). El P4SO-A es 
ubicuo en muchas cepas de D. mclanogastcr pero el P4SO-B es único para cienas cepas como 
Hikonc-R (BG) y Orcgon-.flare, que lo posee en concentraciones bajas en comparación con la 
primera según Waters y Nix ( 1988). En 1980. Waters y Nix (en Russell et al .• 1990) mapearon los 
genes que codifican el gen para la expresión del Cit P4SO-B de Drosophila melanogaster que se 
encuentran en el cromosoma 2R y confieren resistencia a insecticidas: la máxima expresión del Cit 
P4SO-B se encuentra regulada por dos Joci presentes en cada brazo del cromosoma 3 (Sundseth et 
al .• 1990). 

Tijet et al. (2001) encuentran por bioinfonnática (programa BLAST), que la supcñamilia de 
genes de los Cit P4SO está representada por 90 secuencias en el genoma de D. melanogaster. De 
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éstas. 83 codifican para genes aparentemente funcionales mientras que siete parecen ser 
pscudogenes. Más de la mitad de estos genes pertenecen a sólo dos familias Cyp4 y Cyp6. La 
familia Cyp6 es específica de insectos mientras que la familia Cyp4 incluye secuencias presentes en 
vertebrados. El mapa genético de la distribución de los CypP450 de D. melanogaster muestra: (a) la 
ausencia de genes CypP450 en los cromosomas 4 y Y. (b) mas de la mitad de los Cyp P450 se 
encuentran en el cromosoma 2 y (e) el conjunto má.s grande contiene 9 genes. Los alineamientos de 
secuencia para armar árboles filogenéticos y para analizar la organización intrón-cxón arrojaron que 
sólo 5 CypP450 carecen de introncs. Aunque la función de rnuchos Cit P450 de vertebrados. 
hongos. plantas y bacterias se conoce. sólo un P450 de D. 111cla11ogaster. Cyp6A2, ha sido 
funcionalmente caracterizado. Danielson et al. (1997) apun~an que la fan1ilia C.vp6 tiene fuertes 
hon1ologias regionales con la familia Cyp3 de vertebrados. Esta, junto con la familia Cyp2 juegan 
un papel determinante en el metabolismo de drogas en los vertebrados (Danielson et al .• 1998). Por 
otra parte, Saner et al. ( 1996) caracterizaron la estructura genética. el patrón de expresión y la 
capacidad metabólica hacia los procancerigenos del Cit P450-6A2 de Drosophila 111e/anogasler a 
panir de larvas de la cepa resistente Oregon-flarc utilizada en la prueba de SMART. 

Maitra et al. (1996) demostraron que la expresión del gen Cyp6A2 es n1ucho más alta en la cepa 
91-R resistente a DDT que en la cepa susceptible 91-C de D. melanogaster. También aislaron y 
caracterizaron dos nuevos genes Cyp6A de la cepa 91-R (Cyp6A8 y Cyp6A9) que muestran una 
expresión consitutiva o inducida por barbitúrico diferencial. 

Dunkov el al. (1996) amplifican por RT-PCR. clonan, secuencian, localizan por hibridación ;,, 
situ y descubren 9 genes que codifican para los Cit P450 en el genoma de D. melanogaster. 
Posteriormente. estudiaron el gen C.vp6A2 de D. mcla11ogaster que codifica para el Cit P450 
correspondiente. Está localizado en el brazo derecho del cron1osoma 2 en la posición 43Al-2 y 
comprende dos cxoncs separados por un intrón de 69 pb. El tratamiento de moscas con FB lleva a 
un rápido aumento en el ARNm del C)p6A2 y a una elevada producción de la enzima del Cyp6A2. 
El ADN de la región del promotor del Cyp6A2 fue funcional cuando se le ligó a un gen reportero de 
lucifcrasa y se transfcctó a células Schneider de D. n1elanogaster. Además. una inducción dosis­
dcpcndicntc de la actividad de ta Juciferasa por parte del FB indicó que los elementos necesarios 
para la inducción por FB están localizados dentro de 428 pb del sitio de inicio de traducción. El 
CJp6A2 cataliza el metabolismo de insecticidas organofosforados e implican Ja sobre-expresión del 
Cyp6A2 en Ja resistencia metabólica. El gen Cyp6A2 por tanto, parece ser un modelo adecuado para 
el análisis genético del proceso de inducción del FB (Dunkov et al .. 1997) 

Dombrowski el al. (1998) vuelven a demostrar que Jos niveles de uno o más Cit P450 y los 
respectivos ARNm se expresan en niveles más altos en insectos resistentes a insecticidas que en 
insectos susceptibles. Examinaron la expresión de Cyp6A2 en varias cepas de D. 111cla11ogas1cr. La 
exprcsió~6constitutiva de Cyp6A2 varia de cepa a cepa; el ARNm de Cyp6A2 apenas se detecta en la 
cepa ry s pero está sobre-expresado en las cepas 91-R y MH-111-023. 

Amichot et al. (1998) analizaron los Cit P450 de D. melanogasler midiendo 4 de sus actividades 
enzimáticas (incluida Ja hidroxilación). Usaron la cepa susceptible Canton s y Ja cepa resistente 
(RDDTR). Indujeron diversos genes de las familias Cyp-4 y Cyp6 con agentes químicos. entre ellos 
el FB (hubo desde inhibición hasta inducción de las actividades enzimáticas). Los resultados 
mostraron que las actividades dependientes de Cit P450 son numerosas en Drosophila. Los detalles 
de la regulación de estas actividades son complejos. 
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Maitra et al. (2000) midieron la expresión de Cyp6A2 en varias cepas de D. melanogaster: ry '°" 
y 91-C (susceptibles) mostraron niveles bajos o indctcctablcs de ARNm de Cyp6A2, esto significa 
que una expresión baja de Cyp6A2 es el fenotipo silvestre; pero en 91-R y MHID-P23 (resistentes) 
hubo sobrexpresión. Se cruzaron ambas cepas susceptibles y ambas cepas resistentes. Las 
cantidades de ARNm del Cyp6A2 en los hibridos de Ja Fl eran menores de la mitad de las 
cantidades de estos ARN 9 S encontrados en las cepas progenitoras. Esto sugiere que las cepas 
susceptibles portan loci que silencian (''dow'1reg11/e11c•1 la expresión génica de Cyp6A2. En 
conclusión. los resultados sugieren que el gen Cyp6A2 ligado al cromosoma 2 está regulado por loci 
presentes en el cron1oson1a 3 y que la función silvestre de estos loci es reprimir al gen Cyp6A2. Por 
tanto. la sobrexprcsión de Cyp6A2 en las cepas resistentes es probable que se deba a una mutación 
en el locus (o loci) represor (es) más que en las secuencias rcguladoras-cis del gen Cyp6A2. En el 
cromosoma 3 de D. melanogaster se controla la actividad del Cit P450 en varias cepas resistentes. 

3.S. CU P450 y activación de nitrosaminas 

La activación ntetabólica puede ser un paso crítico en la transfonnación de las nitrosarninas a 
rnetabolitos cancerígenos. por ello. Lec et al. (1989) probaron que los Cit P450 mostraron una 
especificidad de sustrato y selectividad del grupo alquilo en el metabolismo de las nitrosarninas: 
cambiar un grupo metilo por uno benzilo o butilo. cambia sustancialmente la especificidad de la 
enzima. 
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4. FENOBARBITAL 

El fenobarbital (FB) es un barbitlirico Jipofilico de origen sintético y corresponde químicamente 
a la clase de los ureidos cíclicos (Fig. 6). En medicina se usa como sedante y anticonvulsivo. Hace 
más de 35 aftos se reportó por primera vez que el FB incrementa la capacidad metabólica de Jos 
hcpatocitos (Zclko y Ncgishi, 2000). Induce la proliferación del REL y Ja síntesis y Ja actividad de 
enzimas microsómicas que mctabolizan otras drogas disminuyendo su actividad farmacológica en 
fonna manifiesta (Bcckrnan. 1984). La eliminación de drogas barbitúricas, por ejemplo, es 
estimulada por enzimas de hidroxilación asociadas con el REL. Esto puede ser demostrado 
inyectando el sedante FO a una rata. Uno de los efectos más sorprendentes es un rápido aumento en 
el nivel de enzimas dcsintoxicantcs de barbitúricos en el hígado. acompailado por una dramática 
proliferación del REL (Bcckcr et al .. 2000). Hoy dia se sabe que en realidad el FB activa numerosos 
genes que codifican varias enzimas mctabolizadoras de xcnobióticos tales como los Cit P450 (Fase 
1 del metabolismo) (Zclko y Ncgishi. 2000) y transferasas (Fase 11 del metabolismo) (Nims et al .. 
t 997). De hecho. el FB mismo es mctabolizado. mediante hidroxilación. por el Cit P450 (Tredgcr et 
al .. 2002). 

Flg. 6. Molécula de fenobarbltal (FB) 
(tomado de Graf y Slnger, 1992). 

4.1 .. FB como inductor de enzimas metabollzadoras de xeaobiólicos: Cil P4SO 

El FB es un potente inductor de enzimas Cit P450 y REL; después de Ja inducción con FB hasta 
213 o incluso ~ del total de Jos fosfolipidos hepáticos se localizan en el retículo junto con los Cit 
P4SO ligados a su membrana (DePierre y Emster. 1980). Por lo tanto. el FB ha sido utilizado en 
experimentos para dilucidar las características y propiedades (estructu~ actividad enzimática.. etc.) 
de los Cit P4SO. También ha sido eficaz en el estudio del metabolismo y fannacocinética de 
diferentes sustancias como: nicotina. primidona, lidocaína, colesterol y sus metabolitos. clonazepan 
y diazcpan (anticonvulsivos de bcnzodizcpina). perfiles de regulación de la expresión génica (con 
técnica de microarrcglos según Hamadeh et al .• 2002 by con técnica de "RT-PCR ... de acuerdo con 
Pan et al.. 2000). inhibición e inducción de actividad enzimática de diversas vfas metabólicas. 
activación de promutágenos y cancerfgcnos. ensayos de toxicidad de supuestos agentes genotóxicos 
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{incluido el FB). análisis de secuencia de genes de Cit P4SO (cyp ºs). y estudio de receptores 
nucleares. entre otros. 

Todo esto se ha realizado en la mosca doméstica. Musca domestica (Anderscn et al., 1993). 
ratas (Halpcrt y Ncal, 1980; Dccs et al., 1980; Sakai et al.. 1992; Fuchs et al., 1994; Brown et al .. 
1995; Kocarckly Rcddy, 1996; Nakamoto et al., 1997; Yamada et al .• 1999; Yamada et al .• 2000), 
larvas de Pleurodeles (Anfibios. Salamandridae) (Femández et al .. 1989), pollos (Ryan y Ades. 
1993), faisanes. pavos y palos (De Matteis y Marks. 1996), ratones (Careos. 1992; Donato et al .. 
2000; Fontainc et al .. 2001 ). cerdos (Mycrs et al .. 2001 ). humanos (Tang et al.. 1979; Donato et al .. 
2000). macacos (Seaton et al., 1991), conejos (Magce. 1980) y bacterias (prueba de Ames) con 
fracciones S9 de hígado humano e hígado de ratas Sprague-Dawley (Hakura et al .. 1999). 

4.2. Inhibición de la Inducción del 1-"B 

A pesar de la capacidad inductora de la expresión génica de las enzimas Cit P4SO. el FB puede 
ser inhibido por el antiprogestin-antiglucocorticoide RU486 (Shaw et u/., 1993), el AMPc 
intracelular y la protein-cinasa-A (Sidhu y Omiecinski, 1995). cilocinas proinflamatorias (Pan el al .. 
2000) y el TNF (Van Ess et tll .• 2002). 

Sorprendentemente. el (-) - N-3-Benzil-fenobarbital (enantiómero del fenobarbital) es un 
inhibidor selectivo muy potente de genes de Cit P4SO como el Cyp2CJ9 humano (Suzuki et al .• 
2002). 

4.3. Capacidades cancerfgena, mutagénic• y de melllaclón de ADN del FB 

Como compuesto quimico. el FB ha demostrado su potencial cancerígeno en bioensayos a largo 
plazo (El-Masri et al., 1998; Hamadeh e1 al., 2002 b) y por ello se utiliza para generar la fase de 
promoción de tumores en ratas macho Fischer 344 (Williants et al .• 1998) y para estudiar los genes 
que se activan durante la fase de promoción en la carcinogénesis (Shibutani el al .• 2002). 

Por otro lado, la mutagcnicidad del FB fue investigada por Shane et al. (2000 a) en hígados de 
ratones transgénicos Bi'g Bluc. El aumento de transversioncs en los pares G:C encontradas en et 
espectro derivado del FB fue probablemente debido al dai\o oxidante resultado de la inducción de 
Cyp2B por la administración crónica de FB. Para probar lo anterior .. Deutsch et al. (2001) utilizaron 
et ensayo cometa para medir daño a ADN en células expuestas a FB (1 mM) pero no encontraron 
rompimientos de banda sencillos o dobles. Sin embargo. al agregar fracciones S9 a las células 
expuestas en presencia de FB sí se produjo daño significativo al ADN a través de un mecanismo 
aún por estudiar. 

La metilación natural del ADN es clave importante de la expresión génica; en sitios específicos 
de islas ricas en CpG en la región del promotor parece .. silenciar.. la expn:sión (Pegg. 2000). 
mientras que los genes hipometilados tienen un potencial alto de expresión (Sarniec y Goodman. 
J 999). Por otro lado, recientemente se ha empezado a comprender en Toxicología que la 
mulagéncsis no es et único mecanismo que produce alteraciones heredables al genoma y que es 
importante entender la base epige11ética del fenómeno. Asi. queda claro que la metilación del ADN 
es un mecanismo cpigcnético que juega un papel principal en una variedad de toxicidades 
químicamente inducidas. incluyendo. pero no limitado a la carcinogénesis. Por tanto, una 
valoración del estado de metilación puede proporcionar infonnación importante como pane de una 
estimación global de seguridad del uso humano de compuestos con esta actividad. Por esta razón, 
Watson y Goodman. (2002) estudiaron ratones con diferentes niveles de susceptibilidad a la 
tumorogénesis a Jos que administraron dosis de FB como cancerígeno no gcnotóxico en roedores 
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(Dicz-Fcmandez et al .. 1998) para generar la fase de promoción. Sus resultados indican claramente 
más cambios de metilación en las regiones ricas en GC del ADN. principalmente hipcnnetilación. 
en grupos de ratones susceptibles a tumor en respuesta al FB. 

4 .. 4. FB y receptores nucleares 

La habilidad del FB para inducir la sintcsis de los Cit P450 se conoce hace décadas. Sin 
embargo. los mecanismos moleculares que subyacen en la expresión elevada de estas enzimas del 
metabolismo xenobiótico no habían sido dilucidados. principalmente porque no existían Jos 
sistemas modelo ;,, vitro e;,, vivo en Jos que se pudiera estudiar la inducción (Kcmper. 1998). 

Los receptare.~; 111'cleares son factores de transcripción activados por una multitud de hormonas. 
otras sustancias endógenas y moléculas exógenas. Estas proteinas modulan Ja regulación de genes 
blanco que contactan sus secuencias promotoras o activadoras (e11ha11cer) en sitios específicos de 
reconocimiento. La identificación de estos cleme11tos ele respuesta es el primer paso al 
conocimiento detallado de los mecanismos reguladores que afcclan a un gen (Podvinec et al .. 
2002). 

Desde que Shaw et al. (1993) demoslraron que el efecto induclor del FB. representado por Ja 
acumulación del ARNm del C.,lp2C6 y la transcripción del gen correspondiente. era bloqueado por 
el antiprogcstin-antiglucocorticoide RU486. se sugirió que un receptor estcroide estaba involucrado 
en el proceso de inducción. 

Posleriormente, Shinohara et al. ( 1995) estudiaron el blanco especifico al que se liga el FB 
disparando la inducción de enzimas Cil P450. Prepararon dos azido-FB's como ligandos de 
fotoafinidad. El sustituyente azido fue inlroducido en la posición para- o nieta- del anillo aromático 
del FB y después se estimó su ulilidad examinando sus actividades inductoras in vivo en ratas. Los 
resultados fueron: (a) la ausencia de cualquiera de los sustituyenles en el anillo aromático del FB 
era necesaria para alcanzar la máxima actividad inductora. (b) la sustitución en la posición meta- del 
anillo aromálico lendía a reducir la efectividad como inductor más que la suslitución en la posición 
para-. 

Finalmente. se demostró que los elementos de respuesta del FB están compuestos de varios 
sitios de enlace a receptores nucleares y que el principal receptor nuclear que media Ja inducción de 
FB es el CAR (co11stilutivc active/a11drostane receptor) presente en el citoplasma. que tras el 
tratamienlo con FB se lrasloca al interior del núcleo. forma un hetcrodimero con el receptor 
retinoide X (RXR) y acliva el elemento de respuesla (enhencer) vía enlace a los motifs OR-4 lo que 
lleva a la inducción de numerosos genes (Zelko y Negishi. 2000; Sucyoshi y Ncgishi. 2001). Lo 
anterior lambién ha sido probado en extractos de embrión de Drosophi/a por Kim et al .• (2001 ). 

De manera interesante, Yoshinari et al. (2001) demostraron que CAR es un factor regulador que 
lleva a la inducción dimórfica sexual en ratas Wistar-Kyoto (WKY): hay inducción del FB en 
machos pero no en hcmbrJ.s para el gen Cyp2BI. 

Como el CAR es un receptor nuclear .. huerfanoº. Ueda et al. (2002) trabajaron con ratones que 
presentaban un CAR silveslre y ratones "knoc/cou"t (CARKO) y microaneglos de cADN para 
examinar la expresión génica en ambos tipos de ratones. Los resultados mostraron que CAR regula 
un porcenlaje de genes inducidos por FB pero otros están presentes por inducción con FB en los 
ratones "knockout". Lo anterior significa que CAR parece tener diversas funciones. como regulador 
positivo y negativo en la expresión de genes en respuesta al FB. 

Por otra pane. Baader et al., (2002) demostraron que Ja activación transcripcional del Cyp2C45 
está mediada por el CXR (chic/ce11 xenobiotic receptor) que interactua con una secuencia promotora 
(cnha11cer) del elemento de respuesta del FB lo que sugiere una conservación evolutiva de las 
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interacciones receptor nuclear-interacciones ADN en la inducción de genes; de la misma manera 
Handschin et al. (2001) señalan que los receptores nucleares cercanamente relacionados .. los 
factores de transcripción y vías de señalización. median la activación transcripcional de múltiples 
genes por parte de xcnobióticos en aves. roedores y el hombre. 

4.5. Inducción de los Clt P450 en Drosopltilo ,,.,,/11nogoster por FB 

H!illstrtim et al. (1982) probaron la inducción del FB en la cepa resistente a insecticida Hikone-R 
de D. mcla11ogaster (que tiene una actividad de Cit P4SO alta) y cepas susceptibles. Utilizando el 
pron1utágcno DMN encontraron que: (a) el efecto de DMN fue mayor en la cepa resistente que en 
las susceptibles. (b) Ja inducción con FB aumentó la toxicidad de DMN en lus cepas susceptibles 
pero no en la cepa resistente. De la misma manera. Graf y Singer (1992) utilizando el ensayo 
SMART en ala de Drosophila demostraron que la actividad de cienos promutágenos se incrementa 
de dos a cuatro veces cuando se usa la cruza de bioaetivación elevada (hembras Oregon-flare y 
machos mwh) o cuando las larvas son pretratadas por 24 h con FB a 10 y 20 mM. Sin embargo. este 
tratruniento experimental con FB en la cruza estándar (hembras fiare y machos mwh) arrojó 
resultados indecisos (i) sobre la genotoxicidad del FB. 

Hilllstrtim et al. (1984) encontraron que la cepa Orcgon-R. abreviada OR(R) o también ORR de 
Drosoplzila 111e/a11ogastcr resistente a DDT responde mejor a la inducción de Cit P450 que otras 
lineas resistentes (p.ej: Karsnas. Canton s. Berlín K.. Florida-9. y Lausannc-S). lo cual revela una 
marcada variación genética entre líneas de Drosophila para llevar a cabo metabolismo xenobiótico. 
Así mismo. Waters et al .• (1992) (en Maitra et al .. 1996) demostraron que la expresión de Cyp6A2 
es más alta en la cepa resistente a DDT (91-R) que en la susceptible (91-C) de D. melanogaster. 

Existen diferentes sustancias que inducen los genes de las familias Cyp4 y Cyp6 en D. 
mela11ogaster. Sin embargo. sólo la fan1ilia CJp6A2 (inducida por FB) ha sido ampliamente 
caracterizada en D. n1ela11ogaster (An1ichot et al .• 1998; Saner et al .• 1996). 

Dunkov et al. ( 1996, 1997) demostraron que el Cyp6A2 de Drosopl1i/a está localizado en el 
brazo derecho del cromosoma 2 en la posición 43A t -2 además de que el tratamiento con FB lleva 
a un rápido aumento en el nivel de ARNm de Cyp6A2 y a una producción alta de la proteina del 
Cyp6A2. Por otra parte. los elementos necesarios para Ja inducción del FB están localizados dentro 
de 428 pb del sitio de inicio de la traducción. 

Evolutivamente hablando. las familias de genes de Cit P450 (Cyps P450) inducidos por FB 
parecen haber divergido de un gen ancestral común hace 600 millones de años. Aparentemente. el 
gen inducible por FB sufrió eventos de duplicación génica al momento de la divergencia entre aves 
y mamíferos. Lo anterior implica que la mayoria de los mamíferos deben tener al menos 4 
subfamilias de genes inducibles por FB distantemente relacionadas (Hobbs et al .. 1986). 

Nakagawa., (1992) demostró que el acetato de plomo (AcPb) administrado a ratones machos 
reduce los niveles de actividad de la glutatión-S-transferasa (GST). Sin embargo. al administrarse 
AcPb y FB juntos no había cambio de la GST. La posible respuesta es que el FB acelera la 
conversión de la GST disminuyendo la inhibición. inducida por el AcPb. de la conjugación de 
xcnobióticos por GST. 
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El hierro es indispensable para la vida ya que sirve como metal cofactor para muchas enzimas. 
ya sea proteinas no hemo o hcrnoproteinas. En estas últimas .. el hierro se inserta corno una joya en 
el centro del grupo prostético hcmo (Ponka. 1997). Desde el punto de vista quimico .. el grupo hemo 
presenta una estructura tctrapirrólicn conocida corno protoporfirina IX. con un núcleo central de 
fierro unido a ésta. Es una estructura plana. altamente hidrofóbica, que se aloja en un .. ~bolsillo .. 
hidrofóbico de las globinas como la hemoglobina y la mioglobina (Dlaz y Hicks. 1988) (l'ig. 7). 

'jiH• 
?<, CH 

CH-tJ-~ 

-o-g-CH,-:::If N-·f •••N{I::~ HC-r:-r-CH 
.,,.. C>t,, 

¡"a 
r-º 
o-

Fig. 7. EstructuM1 qulmica del arupo bemo (protoporflrina IX) mostrando los radicales vinilo 
que lo enlazan a los Cit P4SO (tomado de Beckrr. 2IMMI). 

Las hcmoprotcinas están involucradas en un amplio espectro de funciones biok'Jgicas cruciales 
que incluyen: el enlace de oxígeno (hemoglobinas).. metabolismo de oxígeno (oxidasas. 
pcroxidasas .. catalasas e hidroxilasas) .. transferencia de electrones (citocromos nütocondrialcs) y 
metabolismo cndo y exobiótico (Cit P450 microsomales) (Beri y Chandra .. 1993; Ponka. 1997). Por 
tanto. el grupo hcmo se fonna en casi todos los sistemas vivos. excepto por algunos anaerobios 
obligatorios y ciertos organismos unicelulares auxotróficos para las proCtrinas y/o el grupo hemo. A 
finales de la década de los 40's y principios de los so·s. Shemin y Ncubcrgcr (en Ponka. 1997) 
dilucidaron los aspectos básicos de la biosintesis del grupo hemo. La bacteria Rhodohacter 
.\pheroide~· tiene una biosúttcsis del grupo hcmo sujeta a un control negativo de retroalimentación 
por el grupo hctlXl mismo que es el producto final de la via. El hcmo regula la producción de las 
enzimas que lo .\·intetizun. como la ácido 5-aminolcvulinico sintelasa (ALAS) (Fig. 8). 
interrumpiendo la transcripción de los genes que codiíacan las enzimas. incstabiliz.ando los ARNm 
correspondientes. y de las enzimas que lo degradan como la hemo-oxigcnasa : (OH). según 
demostraron Burnham y Lascellcs en 1963 (en Ponka. 1997; Srivastava. 1989; Jover et al .. 2000; 
Cable et al.. 1996). Los orgarüsmos supcrion..-s permanecen íaeles a este principio básico de control 
de síntesis por hcmo (Ponka., 1997). La biosintesis del grupo hcrno in"'olucra 8 enzimas: la primera 
y las 3 últimas se localizan en la nútocondria y las otras 4 son citoplásmicas ( Beri y Chandra. 1993) 
(Fig. 8). 
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.. 
ALA, ácido !l-111fti11ol.,..,,ll11ico 

.. 

Uropor.firl11óge110 111 

.. 
Protopor.firl11óge110 IX 

REMO 

PORFOBILINÓGENO PEAMINASA 
tPllGO) 
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OXIDASA 
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Fig. 8. Biominlesla del srupo llemo. Se muestran las enzimas paniculanncntc susceptibles a la 
inhibición por Pb2+: ó-aminolevulinato sintasa (ALAS). ó-aminolevulinato deshidratasa (ALAD) y 
ferroquetalasa (tomado de Dlaz y Hicks. 1988 y Jolmson. 1998). 
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5.J. Grupo hemo de lnsecros 

En los organismos animales la mayoría de los tetrapirrolcs importantes están basados en un 
subgrupo de porfirinas (metaloporfirinas). Jos hemos. en los que un átomo de fierro está 
simétricamente ligado por Jos átomos N de Jos cuatro pirroles de la protoporfirina IX. la principal 
profirina biológica (Fig. 7). En insectos. el grupo prostético de los citocromos a, b, e y P450 y la 
hemoglobina. cuando ésta existe. es el protohemo IX (Fig. 9). 

Flg. 9. Molécula de protohemo IX (tomado de Rocksteln, 1978). 

5.2. Regulación de la sintesis del a:rupo hemo 

Srivastava et al. (1989) demostraron que aunque bajos niveles de hcmo llevan a un aumento de 
Ja síntesis del ARNm de la enzima 5-aminolcvulinato-sintctasa (ALAS) no hay un efecto sobre los 
niveles de ARNm del Cit P4SO. lo que implica que el grupo hemo no se requiere para la 
transcripción génica del Cit P450. 

Cable et al. ( 1996) estudiaron cultivos prin1arios de embriones de pollo para saber si una baja 
concentración de hcn10 aumentaba la estabilidad del ARNm de ALAS (al que incstabiliza 
normalmente para regular la vía de síntesis) y si algunas metaloporfirinas revertían el fenómeno. La 
estabilidad de ALAS fue modulada por los inhibidorcs de la biosintesis de !.~PO hemo como la 
dcfcroxamina y el ácido 4.6-dioxohcpatónico y metaloporfirinas como zinc y cromo 
mcsoporfirinas. 

S.3. Grupo hemo y el sistema Cit P450 

Marks et al.,(1988) demostraron que se generaba una intcnupción en la biosíntesis del grupo 
hemo en hepatocitos~ después de la interacción con algunos xcnobióticos. tales como compuestos 
hetcrocíclicos. alilisopropilacetamida e hidrocarburos aromáticos policíclicos polihalogenados 
planarcs. con los Cit P450. 

Danielson el al .• (1997) utilizaron la secuencia conservada del asa de 10 péptidos que sirve a 
todos los Cit P450 para ligar el grupo hemo y clonaron 4 genes de la familia Cyp28 de Drosophila. 
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5.4. Grupo bemo. Cit P450 y FO 

La regulación de Cit P450 por el grupo hcmo ha sido objeto de numerosos estudios 
controvertidos. por lo que se ha propuesto un modelo de involucramicnto del grupo hcmo en la 
regulación transcripcional del Cit P450 hepático de animales modelo. En este. una presunta 
concentración regulatoria nuclear de hemo modula positivaJllente la inducción de la transcripción de 
genes Cyp P450 generada por FB. Jovcr et al. (2000) estudiaron ratones "k11ock-out" para la tercera 
enzima de la vía de síntesis del gn.ipo hemo (PBGD). Sus resultados demuestran que una 
concentración limitada de hemo está asociada con una disminución en la inducción del FB para 
algunas isoformas específicas de Cit P450 (Cyp2A5) como consecuencia de una transcripción 
génica interrumpida. 

5.5. Grupo bemo. Clt P450 y AcPh 

Jover et "'·· (1996) estudiaron el efecto de la deficiencia del grupo hcmo en la función. síntesis 
de ARNm y transcripción del Cit P450 en ratones C57BL/6 tratados con AcPb (75 mglkg). El AcPb 
aun1entó los niveles de la enzima ALAS y disminuyó la concentración de hcmo libre. Las 
actividades (O- desalquilación y 0-dcsetilación) de Jos Cit P450 bajaron en las primeras 20h. Los 
niveles de ARNm del Cyp3a/ J también bajaron (medidos por PCR de transcripción reversa semi­
cuantitativa) después de la inyección de AcPb. lo que revela la inhibición de Ja transcripción génica 
de Cyp3a J J. Por tanto. la baja de Cit P450 después de envenenamiento por AcPb es consecuencia 
de dos mecanismos: (a) Un mecanismo no relacionado con hemo. en el que el AcPb baja la 
transcripción de Cit P450 y (b) un mecanismo dependiente de hemo. en el que el plomo inhibe Ja 
síntesis de hemo y ésto lleva a una baja saturación de hemo del contenido de P450. 

l-lan1da et al. ( 1990) estudiaron el efecto del AcPb en el sistema Cit P450 y el metabolismo de 
porfirinas usando ratas Wistar macho. El AcPb a dosis agudas (10 a 50 mglk.g) bajó los contenidos 
de Cit P450 microsomal y actividades de enzimas del n1ctabolismo xenobiótico y un poco menos en 
dosis crónicas. La conclusión es que las ratas ganaron una resistencia gradual contra el AcPb en el 
estado crónico. En otro experimento. el AcPb bajó los niveles de grupo hemo en los microsomas y 
aumentó la actividad de la hcmo-oxigcnasa. 

Hjcllc et al. ( 1982) encontraron que el AcPb ( 105 µmollkg. i.p.) redujo el Cit P450 en ratas 24 y 
48 h después de su administración. Se encontraron altas concentraciones de la enzima ALAS en 
orina (U-ALAS) indicando una depresión en la síntesis de hcmo. El FB (100 mglkg) indujo los Cit 
P450. proliferación del REL y no alteró los niveles de U-ALAS. El cotratamiento de FB y AcPb 
produjo una inducción retardada pero robusta de los Cit P450. un moderado aumento en U-ALAS y 
una proliferación reducida del REL. Por tanto. el FB. un inductor de las enzimas sintetizadoras del 
grupo hemo. es capaz de revenir la inhibición de síntesis del grupo hemo inducida por el AcPb 
según se mide por Ja inducción del sistema Cit P450 hepático y contenido de U-ALAS. 

5.6. Grupo bemo y Drosopllila "'elanogaster 

Ruiz de Mena et al. (1999) determinaron la estructura de la copia única del gen que codifica la 
supuesta isofonna de la primera enzima de la via de biosintesis del grupo hemo : delta­
aminolevulinato sintasa (ALAS). Los análisis por elcctrotransferencia tipo southern e 
lnmunotransferencia sugieren que la isofonna de la enzima existe en Drosophila. Localizaron una 
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región critica de la actividad de promotor para una secuencia de 121 pb que contiene un motivo 
(motij) que es potencialmente reconocido por factores de la familia (NRF-J)/P3A2 del factor-1 
respiratorio nuclear, flanqueado por dos sitios AP4. El grupo hemo inhibe la expresión del gen 
bloqueando la interacción de las supuestas proteínas reguladoras a su región proximal 5 9

• un 
mecanismo diferente de aquellos propuestos para otros promotores regulados por hemina. 
Experimentos de northcm blot e hibridización de ARN ;,, situ muestran que el ARNm materno de 
alas se almacena en el huevo; su nivel disminuye rápidamente durante las primeras horas del 
desarrollo y aumenta de nuevo después de Ja gastrulación en un periodo donde la síntesis de varios 
ARNm que codifican enzimas metabólicas se activa. En el sincisio del blastodenno, el ARNm de 
alas está ubicuamcntc distribuido y es menos sustancialmente por todo el bastodcnno celular. En el 
desarrollo embrionario tardío u/as muestra un patrón de expresión específico, con un elevado nivel 
de ARNm en enocitos. células prcscntcncs en la hcmolinfa con acumulaciones masivas de 
lipoprotcínas al momento de la muda {Burscll, 1974). sugiriendo un papel importante de éstas las en 
la hiosíntcsis de hcmoprotcínas en Drosophila. 
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6. PLOMO Y ACETATO DE PLOMO 

6.1 Plomo 

El plomo es quizá el elemento qu1m1co ambiental tóxico más usado y mejor reconocido; 
Hipócratcs se dio cuenta de la acción tóxica del metal y describió un ataque grave de cólico en un 
individuo que extraía metales. En el siglo 11 a. de C., Nicandro refirió la constipación. el dolor 
abdominal y la palidez al efecto del metal en el cuerpo. Las primeras descripciones se refieren a 
individuos que habían estado expuestos a grandes cantidades de este metal. Hasta el siglo XVII no 
se apreciaron las fonnas rnás sulilcs de intoxicación (Von Domarus et"'·· 1997). 

Sin embargo. continuó siendo usado por sus beneficios sin importar las consecuencias a la salud 
hasta sólo muy rccicntcmcntc. El plomo ha sido investigado encontrándose que es capaz de generar 
una respuesta positiva en un rango extraordinariamente an1plio de ensayos biológicos y 
bioquímicos. entre ellos: pruebas de inhibición enzimática._ fidelidad de síntesis de ADN. 
mutaciones. aberraciones cromosómicas, cáncer y defectos de nacimiento. reacciona o forma 
complejos con muchas bion1oléculas y afecta los sistemas: reproductor., nervioso., gastrointestinal. 
inmune. renal, cardiovascular, esquelético, muscular y hematopoyético. asi como procesos de 
desarrollo. Es probable que el plomo sea un agente selectivo que continúa actuando sobre la 
estructura genética de las poblaciones de plantas y animales expuestas (Johnson, 1998). 

El plomo es un elemento metálico suave, denso. insípido y gris. Es el quinto miembro del gn.apo 
IV de la tabla periódica. Apouccc en pequeñas cantidades en una gran variedad de minerales pero 
solamente algunos son económicamente importantes. Los casos de intoxicación se dividen en dos 
catcgorias: i11dl4strial y don1éstica. 

El plon10 y sus compuestos juegan un papel importante en la industria moderna; una amplia 
variedad de poblaciones está en riesgo de exposición ocupacional (Fracasso el al.. 2002). En 
especial riesgo se encuentran los trabajadores de minas. fundiciones y refinadoras, de manufactura 
de productos como alambre y planchas de plomo, artículos para plomeros. balas. acumuladores 
eléctricos, etc. También los tipógrafos. los pintores y los que elaboran alfarería vidriada. Además. el 
metal se utiliza en muchos otros procesos de manufactura. 

6.1.1. Vias de absorción y distribución del Pb2•en el cuerpo 

El plon10 se absorbe lcntan1ente. pero la absorción lenta y constante basta para producir 
intoxicación. Los rasgos clínicos de la intoxicación progresiva se deben a la acumulación gradual 
del tóxico en el organismo (Fig. 9a). 

La distribución del plomo en el cuerpo es de la mayor importancia porque es un factor decisivo 
para su efecto. El plomo se introduce en la circulación por diversos modos. Antes se crcfa que el 
metal era transponado en la sangre en forma de compuestos solubles. Sin embargo. datos más 
recientes indican que más del 90 por ciento del plomo circulante está asociado con los eritrocitos 
(Von Domarus et al.. 1997). 

A pesar de que existe un mecanismo regulador de su concentración en el cuerpo (un adulto 
puede excretar diariamente cerca de 2 mg en promedio). en ocasiones la población está expuesta a 
dosis elevadas del elemento. 
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Fig. 9a. Vias de absorción., distribución y eliminación del plomo en el oraaaismo humano 

(tomado de OPS, Criterios de Salud Ambleatal 3, Plomo. 1979). 

6.1.2. Distribución en el ambiente 

El plomo tiene amplia y persistente distribución en el ambiente (Fig. 9b) de ahí su imponancia 
en la salud pública (García-Arenas et al .. 1999). En f'omta de Pb•2• aparccia en una gran cantidad de 
alimentos enlatados, como la leche (ya que se usaba plomo en la soldadura de la lata). También lo 
encontramos en el agua, ya que muchas tuberías también se sueldan con este elemento. Otra fuente 
era el plomo generado por la combustión de la gasolina, a Ja cual antes. se le agregaba tetraetilo de 
plomo, Pb(CH2CH3)4 , como antidetonante. 
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Fig. 9b. Importancia del plomo atmosférico en la conlamlnaclón 11lobal del ambiente y ea el 
aporte de plomo •I org•nismo bum•no (tom•do de OPS., Criterios de S•lud Amblealal 3., 

Plomo. 1979). 

6.1.3. Propiedades lóxicas y genotóxicas 

La presencia constante del Pb2 + en compuestos orgánicos e inorgánicos de uso frecuente en el 
área urbana y rural a niveles aún por debajo de los recomendados por la Organización Mundial de 
la Salud (OMS. 1990) podria tener efectos genotóxicos o tóxicos (Ferrante. 1979; O.P.S., 1979; 
Corey y Galvao. 1989; Goycr. 1990; Hcmándcz-Avila el al ... 1991; Bellingcr el al ... 1991; Weisel el 
al ... 1991; Fuentes-Aguilar y Soto-Mora .. 1993). Estos efectos incidirian en los seres vivos como una 
fuente constante de carnbio .. de daño o modulación de Jas funciones celulares .. lo que explica la 
importancia del estudio del Pb2

+ y sus propiedades tóxicas (Johnson. 1998). 
Por otra parte. la toxicidad del Pb2 .... se ha relacionado con el tipo de tejido .. la dosis (Zelikoff el 

a/ .. 1988; Johnson. 1998). el tiempo de exposición, el sexo, la edad (Soko1 y Bcnnan, 1991). el 
tabaquismo y la ingestión de café y alcohol (Beck .. 1992). 

6.1.4. Efectos genotóx.icos 

Los datos sobre la acción genotóxica del plomo son controvertidos. Aunque sus efectos tóxicos 
se han estudiado por muchos ai\os .. los reSultados sobre sus propiedades mutagénicas. clastogénicas 
y canccrigcnas son inconsistentes (Tablas A y B). Sin embargo. se le considera un cancerígeno 
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humano potencial. Las diferencias especificas de las toxicidades de los iones, como el Pb2 ... han 
sido relacionadas por Stohs y Bagchi (1995) con la solubilidad de sus compuestos, su absorción. el 
transpone, la reactividad quimica y los complejos que forman in vivo. Este metal panicipa en la 
reacción de Fenton, Jo cual produce estrés oxidante al incrementar los radicales •OH y •02 y el 
Hi02 que impactan directamente al ADN (Roy y Rossman, 1992). 

Tabla A. Estudios con result•dos P09ltlvos •obre 1• senoto:xlcld•d del Pb2+. 

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTORIA•o 
Plomo (Pb .. ) Exposición con Linfocitos Aberraciones Corcy y Galvao 

niveles humanos cromosómicas (1989) 
sanguíneos de 

Pb2• de 10 
µgr/100 mi de 

sangre 
Piorno (Pb• ) Ca-exposición Humano Aberraciones Fenn, (1969) 

con otros cromosómicas e Bauchingcr et al. 
metales intercambio de (1976, 1977) 

cromálidas Gerbcr et al. 
hermanas. (1980) 
Posible rol 

sinérgico con 
otros metales 

Cloruro de 111 vitro con Humano Disminución de Sirover y Loeb 
plomo (PbCI) concentraciones la fidelidad de la (1976) 

de 10" M transcripción. 
Inhibición de la 

ADN 
oolimerasa.. 

Nitrato de Mutaciones Drosophila Mutagénico Rodrlgucz-Amaiz 
plomo rcccsivas ligadas melanogaster aSOy7S ppm .. eta/. 

[Pb(NOJ)2] al sexo expuesta a 25. La alta fue la (1986) 
so v7S DDm LDso 

Plomo (Pb•) Aberraciones Linfocitos Positivo Johnson 
crornosómicas humanos en sol•meate a (1998) 

cultivo coaceatracloaes 
muyalt .. y 
cultivos coa 

exposlcl6apor 
m6xde3df .. 
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Tabla B. Estudios coa rnultados ng•llvO! •obre la •r•otoxlcld•d del Pb2 +. 

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/Aao 
Plomo (Pb .. ) Sa/monellalmicroso Ratón Negativo Goyer(l990) 

mas de mamffero 

Plomo (Pb .. ) Micronúcleos y Ratón Negativo Jacquet et al. (1977) 
aberraciones 

cromosómicas 

Nitrato y cloruro SMART en ojo Drosophi/a Negativo Rasmuson ( 1985) 
de plomo con y mc/anogaslcr 

sinMMS 

Nitrato y calcio SMART en el ala Drosophila Negativo Hcrcs (2001) 
de plomo melanogastcr 

Nitrato de plomo Locus de Células de No se ZelikofT et al. 
(5 dlas) y sulfuro hipoxantina criceto chino observaron (1988) 
de plomo (24 h) fosforribosiltrans- V79 rompimientos. 

a500mM fe rasa enlaces. 
adiciones o 

intercambios de 
cromátidas 
hcnnanas. 

Aumentó x S la 
tasa espontánea 

de mutación 

Plomo (Pb") Exposición laboral Humanos Negativos O"Riordan y Evans 
o ambiental (1974) 

Bauchinger et al. 
(1976, 1977) 

6.J.S. Efeclos bioqulmicos 

Los mecanismos bioquimicos y moleculares de la toxicidad del Pb 2 
+ están pobremente 

entendidos. pero datos recientes sugieren que algunos de los efectos del Pb2 
+ pueden deberse a su 

interferencia con el calcio en la activación de la proteinacinasa C (PKC) y/o a través de la 
producción de especies reactivas de oxigeno (Fracasso et al .• 2002). 

El plomo muestra gran afinidad por los fosfatos. por las cadenas laterales de cistcina e histidina 
de las protelnas. por las purinas. las ptcridinas y las porfirinas (grupo hemo). También inhibe 
algunas A TPasas y deshidrogenasas. Se une a los fosfatos de los ácidos nucleicos afectando su 
estructura y cataliza la hidrólisis no enzimática de nuclcótidos como el ATP. En cienos animales y 
vegetales se ha comprobado que desacopla la fosforilación oxidante y altera la estructura 
mitocóndrica. También activa o inactiva enzimas al sustituir a los átomos de Zn2 + en los centros 
activos de las mismas (dedos de zinc) o a átomos de Ca2+, Fe2+.cu2 •. y Mg2+ modificando la 
actividad y la especificidad de dichas proteínas (Becker el al .• 2000). 
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6.1.6. Erecto sobre vi•• mel•bólic•• 

Los estudios relacionados con las vías metabólicas del plomo se han concentrado en Ja síntesis 
del grupo hemo. inicialmente porque se relacionaron casos de anemia con la intoxicación por plomo 
y además porque las enzimas más susceptibles a su acción están involucradas con esta función 
(Von Doman.as el al.. 1997). Como ya se mencionó una fracción substancial del grupo hemo 
sintetizado sirve como grupo prostético para las hemoprotcinas microsómicas Cit P4SO que son 
parte importante del metabolismo xenobiótico (Tabla C). 

Tabla C. Estudios sobre el efecto del Pb2 + en la sinlesis de grupo hemo y Cit P4!§0. 

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/Afto 
Plomo (Pb"') Bioquímica Células Interferencia en Alvares et al. 

critroides sintesis de grupo (1972) 
hemo por 

inhibición de 
enzimas sulfhidrilo 

Plomo(Pb') Bioquímica Ratas Depresión del Goldberg et al. 
contenido de Cit (1977) 

P4SO microsómico 
hepático asociada a 
la depresión de la 
sintesis de hemo 

Plomo(Pb"') Bioquímica Rata Inhibición de Drapcr y Hammock 
epóxido hidrolasa (1999) 

regulando la 
actividad 

enzimática 
Nitrato de Pb' Bioquímica Rata Inhibición de Degawa et al. 

sintesis de ARNm (1993) 
de CvnlA2 

6.1. 7. Carclnogéoesls del Pbz+ 

Aún se desconoce el mecanismo de la carcinogénesis inducida por metales. pero una via posible 
puede involucrar la interacción del metal con el ADN. ya sea directa o indirectamentc4 Se ha 
demostrado que el Pb2

+ es capaz de inducir transfonnación in vitro. que bajo cienas circunstancias 
es mutagénico. que actúa modulando el dafto producido por otros agentes y se considera 
cancerlgeno real en roedores (Tabla D) y potencial para humanos (ZelikolT et al., 1988; IARC, 
1994; Hartwig. 1995; Johnson, 1998). Tully et al. (2000) utilizaron un ensayo comercialmente 
desarrollado, CAT-Tox(L). Éste emplea una baterla de lineas celulares HepG2 reeombinantcs para 
estudiar la capacidad de activación transcripcional de xenobióticos en 13 vias de transducción de 
scilales. para identificar promotores con respuesta a metales y detcnninar si el patrón de expresión 
génica cambiaba con una mezcla de metales. El plomo mostró inducción de GST. CyplAI y XRE .. 
GRP78. Es decir. hay inducción de promotores y. por lo tanto. existen datos sobre los mecanismos 
bioquimicos de toxicidad y carcinogénesis de metales. 
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Tahl• D. E•tudlos •obre el efecto carcl••i•lco del Ph2+ ep ••lmales. 

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTOR/A8o 
Plomo(Pb•) Administración de Ratas Positivo. Kasprzak et al .• 

dosis altas por 76 ó Tumores renales (1985). 
79 semanas en dicta cn4S %y81 % 
(0.016 mM) o agua respectivamente. 

(0.005 rnM) 
Oxido de plomo Administración Cricetos Positivo. Kobayashi y 

(Pb02) traqueal con sirios Cocancerfgcno Okamoto. (1974). 
benzooircno 

Con base en Jos resultados obtenidos en roedores se concluyó en el Séptimo Reporte Anual 
sobre Cancerígenos (IARC._ 1994). que el plomo y sus sales reunen requisitos para considerarlos de 
manera anticipada como cancerígenos humanos. Sin embargo. hay controversia en Jos resultados de 
distintos ensayos (Tabla E). 

T•hla E. Estudios sobre el efecto c•rclnogi•lcos del Pb2 + en hum•n05. 

COMPUESTO PRUEBA MODELO 
Plomo (Pb") Estudios Humanos 

epidemiológicos 

Plomo (Pb") Estudio Trabajadores de 
epidemiológico fundidoras de 

baterías de auto. 

Plomo (Pb·) Ensayo cometa Linfocitos humanos 
de trabajadores de 

fundidoras de 
baterías de auto. 
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EFECTO AUTORIA•o 
Neaatlvos Johnson 

Aún en (1998) 
concentraciones altas 

Positivo Coni eta/. 
Aumento leve pero (1985) 

significativo de muerte 
por cáncer. NO se 
consideraron los 

efectos del labaouismo. 
Positivo Fracasso et al. 

Rompimiento de (2002). 
ADN. Posible rol del 

Pb2
+ como promotor de 

tumor 
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6.2. Acetato de plomo: Pb(CH3COO)i 

El acetato de plomo (AcPb) (Fig. 1 O) es una sal orgánica cuyo PM es 32S.28 en la que et plomo 
representa el 63. 70 %. Presenta cristales incoloros o b~ulos de polvo blanco. ligero olor acético y 
es venenoso. Se utiliza en Ja tinción e impresión de algodones. barnices. pigmentos de cromo. 
manufactura de plaguicidas. tintes para el cabello .. manufactura de sales de plomo. cromo amarillo. 
también para varios procesos analíticos como p.cj: detección de sulfuros. determinación de CrOJ. 
MoO.J (Johnson. 1998). Las personas laboralmente expuestas no deben aspirar su polvo y requieren 
el uso de una mascarilla recomendada para ello. Se recomienda lavarse las manos vigorosantente 
antes de con1cr o fumar y mantenerse alejado de los alimentos. Sin embargo. el AcPb tiene uso 
terapéutico como astringente y sedante (usualmente en lociones) para contusiones e inflamaciones 
superficiales. Ha sido usado para el control de diarreas (Windholz el al .. 1995). 

+2 
Pb 

FI&. JO. Molécul• de acetato de plomo (AcPb). 

6 .. 2 .. 1 .. Desarrollo y crecimienlo 

Como sal de plomo. el AcPb tiene efecto sobre el desarrollo y crccimicnlo de animales (Tabla F). 

Tabla F .. Estudios sobre el efecto del AcPb en des•rrollo y crecimiento de 1plm1les .. 

COMPUESTO PRUEBA MODELO 1 

Acetato de Pb Exposición a Ratas 
247S ppm en el 

agua. del día 4 al 
SS 

Acetato de Pb Una sola dosis Gaviotas 
de ( 100 mglkg) 

en el día2 

Acetato de Pb Exposición a o. Ratón 
2SO, SOO y 1000 
ppm en el agua 

oor 14 dias 
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EFECTO IAUTOR/Afto 
En el desarrollo de Ronis et al. 

esqueleto. (2001) 
Inhibición de la 
osteoblastogé-
nesis in vivo en 

animales adultos 
Sobre el desarrollo Burgcr 

cognitivo. Se (1998) 
pierde la 

capacidad del 
reconocimiento 

Se produce Garcla-Arenas 
microvasculariza- etal. 
ción del cerebro. (1999) 
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6.2.2. Efectos bloqulmlcos 

Jover et al .• (1996) demostraron que el AcPb (75 mglkg) en ratones interrumpe la transcripción 
de los Cit P4SO e inhibe la sintesis del grupo hemo. Harada et al. ( 1990) comprobaron que el AcPb 
a dosis agudas ( 1 O a 50 mglkg) reduce el contenido de los Cit P450 microsómicos y las actividades 
de enzimas del metabolismo xenobiótico en ratones. Hjcllc et al. ( 1982) encontraron que el AcPb 
(!OS µmollkg. i.p.) disminuyó los Cit P4SO en ralas. El FB (100 mg/kg) indujo los Cit P4SO y 
proliferación del REL. En el tratamiento con FB y AcPb juntos, el FB, un inductor de las enzimas 
sintetizadoras del brnlPO hcmo. es capaz de revertir la inhibición de síntesis del grnpo hemo 
inducida por el AcPb. 

6.2.3. Efecto geaotóxlco 

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

COMPUESTO PRUEBA MODELO EFECTO AUTORIAfto 
Acetato de Pb Exposición directa Ratas No se detectaron Val verde et al. (2001) 

a bajas rompimientos de 
concentraciones. cadenas de ADN 

no tóxicas 
Acetato de Pb Inducción de Células No se indujeron Amacher y Paillct. 

mutantes L5178rTK+ mutantes (1982) 
resistentes a 

trifluoro-timidina 
a dosis baias 

Tabla H. Estudios con result•dos positivos sobre el ef'ecto geaotóxico del AcPb. 

COMPUESTO PRUEBA 
Acetato de Pb Exposición en 

cultivo celular 
Acetato de Pb Descendientes 

excepcionales 

Acelalo de Pb Exposición in vi/ro 

Acetato y nitrato 
de Pb 

Acetato de Pb Mutaciones 
recesivas ligadas al 

sexo 
Acetato de Pb Exposición con 

dosis entre 200 y 
400 mg/kg in vivo 

MODELO 
Leucocitos 
hum.anos 

Drosophila 
melanogaster 

Núcleos aislados 
de células HeLa 

D mclanogastcr 
expuesta a 6SO. 
750 v 850 oom. 

Ratón 
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EFECTO 
Abcnuciones de 

cromátidas tiPO abierto 
Aurncnlo significativo 

de la pérdida de los 
cromosomas 4 y X en la 

1 • 1.?eneración 
Inhibición de síntesis de 

ácidos nuclcicospor 
inhibición de sintetasas 
Rompimientos sencillos 

a dosis tóxicas 
Mutagénico a SSO ppm 
que tanbién fue la LDso 

Aberraciones 
crornosómicas en 

médula ósea y 
anonna.lidades en células 

csoennáticas 

AUTOR/Afto 
Bcck y Obc, (1974) 

De la Rosa. (1984) 

Frcnkel y Middlcton. 
(1987) 

Roy y Rossman. 
(1992\ 

Rodrigucz-Arnáiz et 
al. (1986) 

Aboul-Ela. (2002) 
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6.2.4. Carclnoa~nesls del AcPb 

Con base en los resultados obtenidos en roedores se concluyó en el Séptimo Reporte Anual 
sobre Cancerígenos (IARC. 1994), que el AcPb reunia requisitos para ser considerado de manera 
anticipada, como cancerígeno humano. 

En los rii\ones de rata y de ratón y en el hfgado de rata. una sola inyección de AcPb ha 
demostrado inducir potente actividad mitogénica. hipcrplasia y proliferación celular sin necrosis 
celulares (Calabrcsc y Baldwin. 1992; Coni et al .• 1985). 

Se ha encontrado que el AcPb induce la transfonnación morfológica en células de criceto sirio. 
aunque se concluye que estos erectos pueden ser el resultado de la alteración de Jos mecanismos 
enzimáticos de la síntesis o de la reparación del ADN (Beck, 1992). 

Kollcr et al. (1986) indujeron neoplasia en higado al alimentar ratones machos con AcPb .. 
ctilurea y nitrato de sodio. 
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7. PRUEBA DE MUTACIÓN Y RECOMBINACIÓN SOMÁTICAS (SMART) 

La prueba SMART (del inglés: Somatic Mutation and Recombination Test) de Drosophila 
melanogaslcr se originó al considerar que la correlación entre las actividades mutagénica y 
cancerígena de agentes quimicos estaba generando n1ucho interés respecto a su genotoxicidad en 
células somáticas. Actualmente, no solo su actividad mutagénica sino ta.J11bién la rccombinogénica 
se discuten en relación con su potencial carcinogénico (Graf et al .. 1984). En ese sentido. la prueba 
SMART es uno de los tres únicos sistemas eucariotos in vivo que pueden medir la recombinación 
mitótica cuantitativamente. los otros son: sistemas de levaduras y el "spol test" en ratón (Dr. Grat: 
Com. Pcrs). 

La prueba SMART detecta de manera rápida y económica agentes genolóxicos en un ensayo in 
vivo. Se basa en Ja expresión de mutaciones recesivas en células somáticas de organismos 
transhctcrocigólicos debida a la pérdida de hcterocigosis de marcadores genéticos apropiados que 
determinan fenotipos detectables expresados en los ojos y las alas (Graf el a/ .• 1984). 

Las pruebas SMART en ala y ojo de Drosophila son versátiles ensayos de gcnotoxicidad a corto 
plazo que han sido validados en todas las clases de quimicos genolóxicos. Estas pruebas in vivo 
pueden ser vistos como un enlace entre los sistemas de prueba in vitro de microorganismos y los in 
vivo de mamíferos. Para la prueba SMART en ala se han probado cerca de 400 compuestos. 
obteniéndose resultados positivos con: varias drogas antineoplásicas, pequeños alquilantes, 
compuestos fonnadores de aduclos grandes. compuestos fonnadorcs de entrecruzaJtlicnto. 
intercaladores, inhibidores de la topoisomerasa,. antimetabolitos de la síntesis de ADN. análogos de 
nucleósidos y muchos otros. La prueba SMART detecta fácilmente los promutágenos que requieren 
bioactivación (productos de pirólisis. nitrosaminas, hidrazinas. dihaloalcanos. aromáticos 
policiclicos, alcaloides de pirrolizidina, aflatoxinas, y otros) (Frei el al .• 1998). 

La prueba SMART en ala de Drosop/1ila mclanogaslcr también pennite evaluar las relaciones 
entre la estructura y la actividad de grupos de compuestos y la gcnotoxicidad de mezclas complejas 
{Graf et al .• 1984; Graf et al .• 1996). 

De la misma manera,. son posibles estudios de antigenotoxicidad de compuestos específicos o de 
mezclas usando cotratamientos crónicos,. así como prctratarnicnlos separados con un agente 
antigcnotóxico seguido por un tratamiento crónico con una genotoxina (Graf el al .• 1998). 

En general. los resultados que son positivos en ésta pueden ser considerados como válidos para 
la predicción de posible genotoxicidad en mamíferos (Guzmán-Rincón y Graf, 1995; Sharpe et al .• 
2002). A ese respecto, Vogcl (1987) mencionaba la necesidad de comparar los resultados de 
pruebas con células germinales de Drosophila con los resultados de pruebas in vivo con células 
germinales de mamíferos basados en estudios de dosimetría molecular. Lo anterior permitiría una 
adecuada comparación a partir de los mecanismos de rnutagéncsis. Usando como base de datos el 
Gcn-Tox Rcport. Vogcl concluye que la prueba de letales reccsivos ligados al sexo de Drosophila 
tiene una baja sensibilidad (0.33-0.79) y una baja exactitud (O.S0-0.73). sobre todo cuando se 
ensayan pro1nu1ágenos. Sin embargo, su alta especificidad (0.86-1.0) permite hacer predicciones de 
gcnoloxicidad en mamíferos. Finalmente. comparó la prueba SMARTen células somáticas de 
Drosopliila: los datos del Gen-Tox Report seftalaban una sensibilidad de (0.75-0.78) y una 
exactitud de (0.83-0.86) que ya mostraban su potencial como ensayo genotóxico. 

Recientemente, un estudio epidemiológico en humanos ha sugerido que los antidepresivos 
triciclicos que mostraron actividad genotóxica en la prueba SMART en el ala de Drosophila (van 
Schaic y Graf, 1991; 1993) po<bian, en efecto. aumentar el riesgo de cáncer de mama en mujeres 
que los utlizan por prescripción médica (Sharpc et al .• 2002). 
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8.1. ca ... cteri•tica• y ciclo de vida 

Por muchos años. la mosca del vinagre o de la fruta Drosophila melunogu.\·ter (Fig. 1 1) ha sido 
un organismo de investigación prominente para Jos genetistas. Gran cantidad de mutantes ha sido 
aislada y sujeta a estudios exhaustivos. lo que contribuye a un conocimiento genético y molecular 
de sus genes; al comparar la homologia de muchos de los genes implicados en diversos organismos .. 
incluyendo los seres hu1113110s .. se ha revelado que una buena pane de los rnccanisDJOs involucrados 
en la respuesta de mutagenicidad son similares (Ruscll el al.. 1990). Otra ventaja es que Dro.vophila 
puede rcaliz.ar la mayoria de las funciones enzimáticas que se efectúan en el REL de hcpatocitos 
humanos. lugar donde se activan gran cantidad de los cancerígenos y mutágenos indirectos. El 
rcliculo cndoplásmico es considerado el responsable del metabolismo de drogas y pesticidas en 
insectos; las enzimas involucradas tienen acción de oxidasas y se caracteriz.an por carecer de 
cspt..'Cificidad al sustrato .. tal como ocurre en hcpatocitos de mamíferos (Guzmán y Graf,. 1995). 

Macho 

---~ 

9) 
Hembno 

Fig. 11. La mosca de la fruta Drosoplri/11 Mel1111ogaster. 

Posee además una organiz.acaon celular y cro010sómica similar a la de mamíferos. Presenta 
cuatro pares de cromosomas que han sido completamente rnapeados y secuenciados (Adarns el al .• 
2000); se cultiva fücilmcntc a bajo costo y su ciclo de vida es de sólo dos semanas a 21 ºe o de 
diez días a 25 ° C. Una hembra puede poner hasta 500 huevos en diez dias (WUrglcr et al .. 1984; 
Flagg. 1988; Ramos. 1993). Este elevado número de individuos por generación permite un buen 
análisis de tratamientos de dosis crónicas. agudas y fraccionadas (Mitchell y Combes. 1984). 

El ciclo de vida de D. melanogaster tiene una secuencia de eventos bajo estricto c;:ontrol 
genético (Fig. 12). El ciclo inicia con la oviposición, a las 24 horas eclosionan las larvas de ter 
estadio que pasan por dos estadios más de 24 y 48 horas respectivamente. Durante la filse larvaria 
la ingcsta de alirnenlo es continua.. llegando a consumir de 3 a 5 veces su peso. incrementándolo de 
0.5 a 2.0 mg (Mitchell y Combes. 1984). 

4S 
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Fi¡:. 12. Ciclo de wld• de Drosoplllla -ela11og8Ster 
(tom•do de K•hhofl'. 1996). 

Una de las consecuencias de la secuenciación completa del genoma de la mosca de la ftuta 
Drosophila nrelanogu,ster es que ahora se sabe que más del 60 % de los genes implicados en 
enfermedades humanas tienen onólogos en Drosophila (Bernards y Hariharan. 2001 ). 

8.2. Dros,,phi/a melanogaster y los me1.11les (AcPh) 

Está probado que los insectos como la mosca de la fruta C>rosophila me/anogaster responden a 
toxinas como los iones de metales por resistencia evolutiva (Wdson. 2001 ). Por otra pane, Akins. et 
u/., ( 1992) experimentaron con Drosophila como modelo para estudiar la neurotoxicidad de metales 
como el AcPb. La concentración experimental de 3.07 mM retardó el desarrollo de manera dosis­
dcpcndicntc pero no se observó efecto sobre el sistema nervioso. 

8.3. Drosoplrilo -e/a,.ogaster, nitro .. mi••• (DMN) y SMART 

Knasmuller et al. (1990) disci\aron un ensayo rápido de reparación de ADN para investigar la 
biotransfonnación de xenobióticos en Drosophila melanogaster in vivo. Se inyectaron soluciones de 
nitrosaminas aromáticas (entre ellas nitrosodimetilamina: NOMA). El orden de ....tares de 
actividades genotóxicas de las nitrosa.minas encontradas en Drosophila está en concordancia con 
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aquellas potencias cancerígenas establecidas con base en experimentos con rJtas. Alimentar a las 
moscas con FB potenció el dai\o de las nitrosa.ntinas. excepto para NOMA y nitrosodietanolamina 
(NDELA) con menos de 25 o/o debido probablemente a que otras enzimas aparte del Cit P450 las 
activan. Los intentos por localizar la fonnación y/o distribución de mctabolitos en Jos cuerpos de las 
moscas por separación del tegmata de Jos animales quimicarnente tratados y la determinación de 
efectos gcnotóxicos en los diferentes segmentos indican que Jos efectos más pronunciados ocurren 
en el abdomen mientras que en Ja cabe7.asy torax se detectaron actividades comparativamente 
menores. 

Watcrs et al. (1983) estudiaron Ja relación entre la actividad de la DMN-desmetilasa y la 
mutagenesis inducida por la dimetilnitrosarnina (DMN) en diferentes cepas de Drosophilu 
nielanogaster. Se encontró una falta de correlación entre las dos variables en todas las cepas (sobre 
todo Hikone-R). Las explicaciones posibles son: (i) Presencia de inhibidores de DMN-desmetilasa 
en los extractos de las cepas con baja actividad .. (ii) un efecto secundario en la cepa Hikonc-R en la 
cual la actividad enzimática está confinada a las hembras .. (iii) posibilidad de que el tratamiento con 
DMN induce la actividad de la DMN-desmetilasa en las cepas de baja actividad y (iv) la posibilidad 
de que la cepa Hikone-R tenga un sistema de reparación de ADN más eficiente que otras cepas. 

Rodriguez-Amaiz et al. (1993) usaron el ensayo SMART en ojo de Drosophi/a niclanogastcr 
para estudiar Ja heterogenedad genética en respuesta a cancerígenos genotóxicos que requieren 
conversión metabólica. Las cepas estudiadas fueron : Bcrlin-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). Se les sometió, entre 
otros compuestos a DMN, que fue fácilmente detectable en todos los distintos genotipos. 

Kaya et al. (2000) estudiaron la respuesta adaptativa de larvas de Drosphila a tres agentes 
alquilantes usando el ensayo SMART en el ala. El diseño experimental incluyó un prctratarniento 
de 24 h a larvas de dos días con dos dosis adaptativas diferentes .. seguidas de una dosis de reto 
aplicada hasta el final del desarrollo. Los resultados parecen demostrar una reducción de la 
frecuencia de los clones mutantes inducidos por la dosis de reto .. siendo ésta la primera vez que se 
reporta la existencia de una respuesta adaptativa a los agentes alquilantes después de tratamiento 
larvario de Drosophila en SMART en el ala. 

8.4. Drosophilo 111elo,.og11s1er. FB y Cit P450 

Hlillstrl>m et al. (1983) estudiaron la actividad de enzimas microsómicas de larvas y moscas 
adultas de Drosophila prctratadas con FB. Los resultados revelan que las larvas respondieron más a 
la inducción que los adultos. 

Zijlstra et al. (1984) estudiaron el metabolismo xenobiótico de Drosophila tomando en cuenta: 
a) Niveles nonnales de enzimas metabolizadoras de xenobióticos y sus actividades en las moscas 
completas, diferentes partes del cuerpo y ambos sexos. (b) los cambios en niveles y actividades de 
las enzimas después de pretratamiento con varios inductores (como: FB. aroclor 1254 e 
hidroxitolueno butilado), c) diferencias entre cepas (4 tipos silvestres .. 3 resistentes a insecticidas y 
la w/w). Los resultados muestran considerables diferencias en algunas actividades enzimáticas entre 
cepas. El mejor inductor fue el FB. La linea resistente Hikone-R no fue inducible. La respuesta a 
compuestos inductores de enzimas tuvo comportamiento dependiente de la cepa. 

Hlillstrtsm el al. ( 1984) encontraron una marcada variación genética en el contenido de Cit P4SO 
y varias actividades enzimáticas entre cepas de Drosophila. La cepa Oregon R resistente a 
insecticida difirió de las cepas susceptibles mostrando mayor actividad de metabolismo 
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xcnobiótico. Después de tratamiento con FB se observó desde una ausencia de respuesta hasta un 
aumento notorio en estas variables. Las similaridades en la regulación. comparada con la de 
mamiferos. puede ayudar a entender la genética del metabolismo xenobiótico. 

Fuchs et al. ( 1993) encontraron que el desarrollo de Drosophi/a fue marcadamente retardado y Ja 
sobrevivencia disminuyó después del tratamiento larvario con inductores como FB. La degradación 
de la hormona de pupación por la actividad de los Cit P450 inducido puede ser una respuesta de Ja 
elevada mortalidad larvaria. 

Fuchs et al. (1994) estudiaron la inducibilidad de Jos Cit P4SO en cepas de Drosophila (como 
Oregon R y 91 R). El tratamiento con FB aumentó los niveles de actividad enzimática en las cepas 
susceptibles más que en resistentes. 

Amichot et al. (1998) analizaron las actividades enzimáticas de los Cit P4SO de Drosophila en la 
cepa susceptible a insecticida (Canton 5

) y la resistente (RDDTR) con altos niveles del complejo Cit 
P4SO induciéndolas con pretratamiento de FB. Los agentes quimicos probados tuvieron diferentes 
erectos en las actividades enzimáticas pasando por la inducción hasta la inhibición. Los efectos 
variaron con las cepas y fueron inefectivos en RDDTR. Lo anterior demuestra que las actividades 
dependientes de Cit P4SO son numerosas en D. melanogaster y que la n::i:,,-ulación de éstas es 
compleja. La disponibilidad de cepas mutantes como RDDTR pennitirá estudios fundamentales del 
Cit P450 en insectos. 

Dunkov et al. ( 1996, 1997) y Saner et al. ( 1996) caracterizaron por primera vez un Cit P4SO de 
Drosopllila, el Cyp6A2. Este último grupo hizo secciones histológicas de larvas del Jer. estadio de 
Ja linea resistente Oregon usada en la prueba SMART teñidas con un antisuero anti-Cyp6A2 para 
revelar la expresión de la enzima: ésta fue detectable en todos los tejidos. excepto las glándulas 
salivales y el sisten1a muscular de la pared corporal y el intestino. La expresión más fuerte se 
encontró en la b-TaSa corporal. También se detectó en los discos imagales. Por otro lado. 
comprobaron por electrotransferencia tipo northem de ARN total. de diferentes estados de 
desarrollo de larvas de la cepa Orcgon-flare usada en la prueba de SMART. que el Cit P4SO 
Cyp6A2 se transcribía poco a poco desde el estado embrionario. aumentando en intensidad durante 
los últimos estados laivarios. con un pico en el Jer. estadio larvario y la pupación para llegar a 
concentraciones menores en las moscas adultas. Esto es crucial en la prueba SMART porque los 
promutágenos deben ser activados en el estado larvario cuando la mayoría de las células se están 
dividiendo en los discos imagales llevando a la expresión de eventos mitóticos reconocidos como 
clones de células alteradas. Finalmente,. estudiaron la especificidad de sustrato del Cit P450 
Cyp6A2 probando la activación de 3 cancerígenos: aflatoxina 8 1 (AFB 1) que resultó 
recombinogénica. 3-amino-lmetil-5H-piridol(4,3-b)indol (Trp-P-2) y 7,12-dimelilbenz(a)antraceno 
(DMBA) que no fueron recombinogénicos sino citotóxicos. 
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9. BASES GENIÉTICAS DE LOS EFECTOS DETECTADOS EN LA PRUEBA 
SMART EN EL ALA DE DrosopllH• lffel•11oll"Sler 

La prueba SMART (Somatic Mutation And Recombination Test) consiste en exponer a la acción 
de un compuesto o mezcla a poblaciones de células indiferenciadas de larvas de J:Jr-o.~tJphilu 
(ordenadas en los llamados discos imagales) que están destinadas a multiplicarse en configuraciones 
dctcnninadas de tal manera que una mutación inducida en una de las células expuestas dará lugar a 
un clon detectable. Para asegurarse de que el clon es identif"tcable en la superficie del ala de la 
mosca adulta. se eligen marcadores genéticos que se expresan autónomamente en las célula..c; del ala 
(Graf. 1984; Gu7.mán·Rincón y Graf. 1995). 

Las larvas de Drosphilu melanoga.\·ter tienen dos linajes celulares: larvario e i111agal. El primero 
está implicado exclusivamente con el desarrollo larvario y su funcionamiento. mientras que el 
irnagal está fonnado por paquetes de células que se co1X>cen como discos imagales (bolsas 
epiteliales que permanecen en un estado embrionario y durante Ja metamorfosis se evaginan y 
diferencian para formar las estructuras paniculares del cuerpo adulto como: antenas~ ojos .. haltcrios .. 
patas. genitales externos.etc.) (R!JSCll et al .. 1990). (Fig. 13). 

Fig. 13. Dutribuclóa de .,. d- imapln - i. i.rva de D. -1•11011-t~r 
Oo•ado de R._., 1-). 
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Desde el punto de vista genético, los discos imagales constituyen un excelente material de 
estudio. Cada uno de ellos aparece desde el primer estadio larvario y consiste de 20 a SO células. A 
partir de este momento, el número de células por cada disco se incrementa por mitosis hasta el final 
de Ja fase larvaria en la que llega a contener miles de células por disco. Al final del tercer estadio 
larvario, S días aproximadamente después de la eclosión, la larva inicia el periodo de pupación en 
et que parte del material larvario degenera y las células indiferenciadas fonnan los tejidos y las 
cstn.1cturas del adulto que se derivan de cada disco imagal; durante este estadio Ja cuticula que 
constituye el puparium se obscurece y S días más tarde emerge la mosca adulta. Aproximadamente 
de 6 a 8 horas después de que las moscas macho emergen son fértiles, mientras que las hembras lo 
son a las 10 ó 12 horas (Mitchcll y Combes. 1984). 

Si durante el desarrollo larvario se induce alguna alteración en el material genético de las 
células imagalcs de las larvas (concretamente a las que darán origen a las alas). ésta será transmitida 
a las células hijas fonnando un clon o mancha de células alteradas en las alas de moscas adultas 
(Graf et al.,1984); estas manchas se pueden observar y contabilizar con ayuda del microscopio 
óptico y analizar por medio del progr-ama estadístico SMART (Frei y Würgler. 1988). 

El ensayo SMART puede detectar dallos generados por mutación y recombinación mitóticas. 
Como es sabido, la recombinación genética es un fenómeno universal de importancia para todos los 
sistemas biológicos desde los virus hasta los eucariotos superiores. Los procesos de recombinación 
contribuyen a la variabilidad genética y tienen, por tanto, aspectos evolutivos importantes. Curt 
Stcrn (1936) demostró que en la mosca de la Cruta Drosophila mclanogastcr la recombinación 
genética ocurre no sólo en las células meióticas sino también en las células somáticas durante la 
división celular mitótica. Más recientemente se ha demostrado que los Cenómenos de recombinación 
son importantes para otras funciones celulares, como la reparación del ADN y la variación en las 
inmunoglobulinas de mamíferos (Englcr y Strob, 1988). En la Toxicología Genética el enfásis se ha 
colocado tradicionalmente en la búsqueda de alteraciones genéticas clásicas como las mutaciones 
genéticas y las aberraciones cromosómicas. Sin embargo, también se han desarrollado pruebas para 
la detenninación de recombinación mitótica reciproca y conversión génica mitótic~ principalmente 
en levaduras (Zimmcnnan et al., t 996). Se fue haciendo evidente que muchos agentes que causan 
dallo al ADN también tienen actividad recombinogénica y que Ja recombinación también puede ser 
responsable por Ja pérdida de heterocigosis en las células somáticas y genninalcs. La pérdida de 
hcterocigosis puede promover la manifestación de enfennedades recesivas heredables o puede estar 
involucrada en la progresión de las neoplasias. Este mecanismo se ha demostrado que es operativo 
en el caso de varios oncogcnes y genes supresores de tumores (Bishop, 1991; Marshall. 1991; 
Sengstag, 1994; Happlc, 1999). El reconocimiento de la importancia de la actividad 
rccombinogénica para una evaluación segura de los agentes quimicos ha llevado al desarrollo de 
sistemas experimentales capaces de medir cuantitativantente la recombinación mitótica (Spanó et 
al., 2001). Actualmente existen diferentes sisternas de ptueba en bacterias. levaduras. Dro.sopllila. 
células de marnifero en cultivo y un mamifero in vivo (ratón) (Sengstag. 1994). 

El ensayo de ala SMART tiene la posibilidad de exponer a un gran número de células mitóticas 
en los discos imagales de la larva, que darán origen a una cantidad mayor de células en estado 
adulto. por lo que este ensayo pcnnite analizar muchasde células (aproximadamente 25,000 células 
por ala), al revisar una sola mosca (Graf et al., 1984). 

Las alas de Drosohi/a están formadas por dos monocapas celulares. una dorsal y otra ventral. 
El plano de división de las células está orientado de manera perpendicular al eje del ala. de manera 
que los eventos que regulan a las células de la capa dorsal son independientes de aquellos de loa de 
Ja capa ventral. Al diferenciarse, cada célula da origen a un tricoma o pelo que se fonna por la 
acumulación de fibras de actina en un polo de la célula. El tricoma crece durante la metamorfosis y 
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posterior a ésta la célula mucre y sólo es observable la presencia del pelo en la supcñ1eic del ala. De 
esta inanera puede establecerse una relación din..-cta entre el nún1ero de pelos o tricomas en los 
distintos sectores de las alas y el número de células que los forman (Dcmcrec, 1965; García-Bellido 
y Merriam. 1971; Garcla-Bcllido y Dapcna. 1974). 

9 .. 1~ Lineas y marcadore!I 

Para asegurarse de que el clon es identif'tcable en la supeñtcie del ala de la mosca adulta. se 
eligen marcadores genéticos que se expresan autónomarnenlc en las células del ala (Graf et al., 
1984). 

Para realizar la prueba del ala de SMART se utilizan tres lineas de D. melanogasler: 
"muhiple wina bain": (mwhlmwh), "ftare":ftr'lln(.1LR)TM3, ri pP .. ep bx "•e (J) 89 Aa Bd5 (de 
manera abreviada: ftr11T"M3. JJif) y "Orer.on-fl•rr": (ORR(I); ORR(2):.flr'IT"M3. Bif). 

"multiple wina h•in" (lftw•): Mutación autosómica reccsiva 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 
somáticos tiene la expresión fenotípica de la aparición de tres o más tricomas por célula en lugar de 
uno, como es el caso del fenotipo silvestre (Lindsley y Zirnm, 1990). (Fig. 14). 

Fia. 14- Mancha llimple tipo ... -
(cortesÚI Dr. U. Gral' y Dr. 11. FreL l• .. ll•tc ofToaic....,... ETH A U•lwnlly ol' Z8ric:lt. 1997). 

"O.no" (ftr'): Mutación aulosómica recesiva letal de un gen en homocigosis (Ramos, 1993). 
Ubicada en el cromosoma 3 a 38.8 unidades de mapa (3-38.8) más proximal que mwh. Las células 
individuales homocigotas en los discos imagales de las alas son viables y pueden producir células o 
clones mutantes en las células del ala de la mosca aduha (GraC el al., 1984; Graf el al .. 1996). La 
expresión fenotipica son tricomas malfonnados y conos en fonna de "flama" o "rosetas de tnaiz" 
(Fig.15). 
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Fia. IS. M•ac:ll• simple lipo ''.fl•l'W!" 
(cortcs'9 Dr. U. Grmf y Dr. 11. FrtL l ... il•lc of'Toalcalamy. ETH A U•iwc,..¡ty of'Z8rlc•. 1997). 

"Be•ded-Serrati•" (Bd s): Para reconocer Ccnotipicarncntc a la línea. se utiliza este marcador 
dominante que se manifiesta co1DO "muescas" en el borde de las alas. Este alelo del locus Beaded 
fue originahnente llamado Serratia (Ser): se localiz.a en el brazo derecho del cromosoma 3 (3-
92.S) y es letal en homocigosis (Ramos. 1993; Lindsley y Zirnm., 1990) (Fig. 16). 

~I 
Fia. 16. Ala coa mu- ea ... bordea 

(marcador "Balüt/-Sl!nvlüa"). 

ln(.JLR)TM3 ("lnvenion (3 left, ri.i:lll) Tllinl Muhlple 3"): Como los marcadoresjlr' y Bds son 
letales en ho010cigosis .. para mantener las lineas.fiare y Oregon-.flare ponadoras de esa mutación. se 
requiere la presencia del cromosoma balanceador TMJ que porta tres inversiones .. dos paracéntricas 
(L y R) y una paracéntrica (L + R). que reduce la probabilidad de obtener recombinación entre los 
cromosomas homólogos durante la meiosis .. manteniendo asi intacto el gen mutante de interés ya 
que se impide la fonnación de nuevos arreglos crotn0sómicos originados por recombinación y se 
producen sólo los individuos heterocigotos para los marcadores 1etaJes (Gral" et al.. 1996). 

noreaon:/l•w": Dro.,·ophila cuenta con enzinlas de desintoxicación sinülares a las contenidas en 
la fracción S9 del hlgado de manúCeros (Clark, 1982; Hllllstrom et al., 1984) y se ha demostrado 
que están presentes en mayor proporción durante la fiase larvaria de este Íl19ecto. Estas enzimas son 
parte del complcjol Cit P4SO (Mitchell y Combes. 1984) y participan de manera importante en la 
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reducción-activación de promutágenos y en el metabolismo de xcnobióticos .. en panicular en 
moléculas que contienen átomos de nitrógeno.. como en el caso de aminas metiladas.. aminas,. 
nitrosaminas. hidrazinas y aminas aromáticas (Zijlstra. 1984). 

Con el objetivo de detectar mediante esta prueba a los promutágenos que deben ser activados 
metabólicamente por los Cit P450, Frlllich y WOrgler construyeron la linea Oregon-flare en 1989. 
Esta línea porta los cromosomas J y 2 de la linea Oregon R(R) resistente al DDT (Graf y van 
Schaik.. 1992; Delgado Rodríguez el al .. 1995). El cromosoma 2 a su vez porta la mutación 
dominante Rs1(2)DDT ubicada en la región 43E (2-164.5) la cual confiere no solo la resistencia a 
DDT e insecticidas organofosforados en larvas y adultos. sino también el incremento general en el 
metabolismo xenobiótico. Esta mutación es responsable de incrementar de manera constitutiva los 
niveles de Cit P450 (Hüllstrom y Blanck. 1985 en Graf y van Schaik 1992; Delgado Rodríguez el 
al .• 1995) pues provoca la expresión constitutiva de una protcina inductora de los genes del 
complejo Cit P450 (CypóA8 y CypóA9 del cromosoma 1 y CypóA2 del cromosoma 2); 
consecuentemente esto ha permitido detectar la genotoxicidad de promutágcnos (Graf y Singer, 
1992). En otras palabras, existe una línea silvestre Oregon (abreviada OR). de ésta se deriva la línea 
resistente al DDT llamada Oregon R (abreviada OR(R) y también (ORR) y en la prueba SMART se 
utiliza la linea Oregon-ftarc que consta del marcador fiare más los cromosomas 1 y 2 de ORR 
(abreviada: ORR- ftr') usada para la cruza de bioactivación elevada (BE). Saner el al. ( 1996) han 
probado que el Cit P450 CYP6A2 de esta linea es el responsable de su resistencia al aumentar su 
metabolismo xenobiótico. 

9.2. Cruzas de Bioactivaclón Elevada (BE) y E•tllndar (E) 

Cruza de Bloactlvaclóa Elevada (BE): Originalmente se disciló con hembras virgenes Orcgon­
n1wh y machos Oregon-flarc según lo propuesto por FrOlich y Würgler (1989). pero Graf y van 
Schaik ( 1992) demostraron que Ja cruza presentaba numerosas desventajas con10 la presencia de un 
patrón irregular en las n1anchas de las alas que las hacía dificiles de clasificar generando gran 
variación en los resultados de las repeticiones de los experimentos. por lo que sugirieron el uso de 
la cruza recíproca además de que así se obtienen más individuos por generación. Actualmente la 
cn.1za se realiza con hembras vírgenes Oregon-flare y machos mwh. Es decir: (ORR(l); ORR(2); 
ftr'ITM3. Bd') x mwh/mwh lo que da origen a larvas transheterocigotas (ORR(I)/+; ORR(2) / +; 
mwh jlr' + / mwh • ftr' y también ORR( 1 )/+; ORR(2) / +; mwh ft,-' • / TM3. Bd'. 

La cruza BE tiene altos niveles constitutivos del sistema Cit P450 por lo que estas enzimas se 
encuentran siempre presentes. 

Cruza Estándar (E): Se cruzan hembras vfrgcnesflarc con machos mwh (Guzmán-Rincón y 
Graf, 1995); es decir (llr' ITM3. Bd s x mwh/mwh). Las larvas transhetcroci_f,olas producidas tienen 
genotipo (mwh /lr'+ I mwh• jlr' ) y las heterocigotas (mwh ftr'+ITM3. Bd '). 

La cruza E tiene niveles regulados de Cit P4SO. por ello. requiere una concentración minima del 
compuesto a metabolizar para que haya síntesis de estas enzimas (Parke el al .• 1991 ). 
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En ambas cruzas. Jos dos genotipos de larvas que se producen lo harán teóricamente en 
proporción 1 : I., pero no será sino hasta que se recuperen los adultos que se verá que el primer 
genotipo produce moscas con alas tipo silvestre (sin muescas en los bordes) y el segundo genotipo 
alas con muescas en Jos bordes (tipo Beuded-Serrutiu) por el gen heredado (Fig. 17). 

l~·I 
Fitc. 17. Tipos de .... según el aeaotipo hcn!d•do por a.a larv•s 

de ... cruzas BE y E. 

9.3. Tratamientos 

La....; larvas transhcterocigota.-; pueden ser tratadas de manera aguda (2 n 6 horas) o crónica (48 h) 
por vía oral., inhalación o inyección de los compuestos a probar (Fig. 18). 

Estadio 
larvario 

Edad 
larvaria 

') 

Oh 24h 

~ 
-:-

:-

48h 

LJ 

/ 

' -. ~. 

72 h 96h 10 
dias 

LJ 
Tratamiento 

1 1 Aludos 

Crónicos 

Fi11. 18. Tiempos de lralamientos pa ... a. prueba SMART de Drosoplli/o llldO#D/ltuler 
(lomado y modirocado de Guzmán-Rincón d aL, 2001 ). 
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9.4. Preparacione• perm•nentes 

Cuando emergen las moscas adultas. se colectan y se fijan en alcohol de 70 %. Después se 
realizan preparaciones permanentes lavando con agua simple las moscas que estaban en alcohol. 
separando las alas del resto del cuerpo con pinzas entomológicas y colocándolas en un portaobjetos 
con solución de Faure. Se ponen los portaobjetos en una plancha a 40ºC durante 24 h. se agregan 2 
gotas de solución de Faure y se cubren con un cubreobjetos del No. l. Ya sc..-cas se revisan en el 
microscopio óptico a 40X buscando la presencia de manchas o clones de células mutantes inducidos 
por el agente probado. Se contabiliza la frecuencia de manchas por ala y por individuo. asi como el 
tipo de estas (Graf et al .• 1984). 

9.5. Tipos de clones (manchas) 

Las diferentes clases de manchas registradas pueden deberse a varios tipos de eventos genéticos 
(Figs. 19a. b). Las manchas •imples"'"'" indican entre otros eventos. recombinación entre mwh y 
flr'. También pueden rccobr..irsc manchas simples pr1 ó '""'" por eventos con10 mutación puntual. 
pérdida parcial y total del cromosoma 3, aneuploidia y no disyunción (Graf cr al .• 1984). El uso de 
dos genes en el mismo cromosoma marca la posibilidad de discernir Ja ocurrencia de recombinación 
en la región delimitada entre el marcador ftr' y el centrómero. Como resultado de eventos de 
recombinación pueden recobrarse manchas gemelas que presentan lricomas tipo mwh y tipo flrl 
(Fig. 24) por recombinación en el intervalo proximal al ccntrómero que es acolado por el marcador 
flr'. 
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Fls- 19a. Ewenlo• cenlftkoo que lleYaa a la pEnHda de la heletrUCiaoulu y la 
rornaación de manchas.,. la p1Weba SMART 

(tonudo d~ G11Z•6a-Riac61t y Ra•irca-Vlc1on.. 2001. Modillcado de Gral n M... 1 ... ). 
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Fi11. 19b. Eventos aenffkoa que ..... • .. pénlid• de la heteroeiaosb y 
.. f"onn•cióa de ••nch•• e• .. prueb• SMART 

(IOllUldo de G11Z916.-Kiac69 y Ra•irez-V1c1 ..... 2001. Modlllclldo ele Gnr n .,.,. 1994). 

57 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Fic. 20. Mancha aemela (IW--.ftr) 
(cortnla Dr. U. Grar y Dr. H. Frci.. l ... illlle 9'To.....,... ETH A U•lwentty of'Z•ricll. 1997). 

Por todo lo anterior. la observación al microscopio de las alas con borde silvestre (sin muescas) 
y genotipo mwh fi,.'• / mwh• fir'. (para la cruza estándar) o genotipo (ORR(l)/+; ORR(2)/ +; 
mwh fir' • / mwh • fir' (para la cruza de bioactivación elevada) permite observar los tres tipos de 
manchas {simples n1wh. simples fiare y gemelas). Las simples pueden ser producto de mutación y 
de recombinación y las gemelas exclusivamente de la recombinación. En cuanto a las alas de borde 
con muesca que heredaron el cromosoma balanceado que porta el gen Bd s (Serratia) y cuyo 
genotipo es mwh pr'• I + .flr 3

• / TM3, Bd' (para la cruza estándar) y ORR(l)/+; ORR(2) / +; 
mwh fi,.1• / TM3, Bd" (para la cruz.a de bioactivación elevada) no se puede presentar la 
recombinación por Jo que todas la.."i manchas que se recuperen serán producto de mutaciones 
somáticas. Lo anterior pcnnitc determinar cuantitativamente la actividad recombinogénica de las 
gcnotoxinas~ al comparar la frecuencia de manchas simples mwh en alas de mosca Serralia .. con la 
obtenida en las alas de fenotipo silvestre (Graf et al.. 1984; Graf y van Schaik. 1992; Delgado 
Rodrlguez y Graf. 1994). 

9.6. Tamafto de los clones (manchas) 

Es importante registrar el tamaño de las manchas ya que teóricamente refleja el número de 
divisiones celulares' que ocurrieron después de la inducción del cambio 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 et al .• l 984). Lo anterior es válido siempre y 
cuando no exista detención nútótica o muene celular. en cuyo caso el tarnafto de las manchas 
n.-cobradas será menor al que teóricamente debiera ser recobrado. Asl. una mancha fommda por 16 
tricomas (células) debe haberse fommdo a trav<..'s de 4 ciclos de división. 

1 Se asume que todas las o!lulas se dividen al mismo ..-itmo. por lo que el tamafto de la mancha debe caer en un número 
de divisiones (n) que va de 2° a 2• células. Por esta razón las cla!ICS de lmnafto se......,... como siaue: 1. 2. 3-4 • .S-8. 9-
16. 17-32 células. etc. (Orafct u/., 1984). 
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Por otro lado. ante una misma exposición a un mutágeno. es posible encontrar algunos 
organismos especialmente susceptibles en los cuales el efecto se expresa de fornta marcada,. 
mientras que otros no muestran signos de la exposición. Lo anterior es cuantificado a través de la 
determinación del número de manchas por mosca lo que indica la proporción de organismos 
afectados y Ja magnitud del dai\o encontrados en éstos. El uso de diferentes métodos de análisis de 
los resultados obtenidos. permite la revisión de distintos niveles de la respuesta de genotoxicidad. 

9. 7 .. Reeistro de d•tos y criterios de lectura. 

La Fig. 21 muestra un ala de Drosophi/a melanogastcr con sus venas y secciones (A. e. e·,. c. 
o·. D. E). Cada ala en las preparaciones se observa bajo el microscopio óptico a 40X y los datos se 
registran en un formato diseñado para ese fin., anotando el sector donde se encontró la mancha. Por 
ejemplo: A 2-0 significarla que se encontró una mancha simple en la sección A del ala con un clon 
nnvh de dos células y ningún clon tipojlare. En otro ejemplo. e· 0-4 significaria que se encontró 
una mancha simple en Ja sección C'ningún clon n1wh y un clonflare de cuatro células. Finalmente. 
en el siguiente ejemplo: E 3-4 Ja interpretación es que se encontró una mancha gemela en la 
sección E con un clon mwh de tres células y un clonflare de cuatro células. 

La mutación mwh tiene expresividad variable. por lo que es posible encontrar células que 
fonnan 2,. 3 ó más tricomas. Sin embargo sólo se consideran en el registro aquellas que presentan 
tres o más ya que se ha demostrado que las células con dos tricomas ocurren con frecuencia en 
larvas transhetcrocigotas no tratadas (fcnocopias). Por convención se considera que dos manchas 
son independientes cuando se separan entre si por 3 o más hileras de células nonnales (Graf et al .• 
1984). 

Lt 

'"' 

LS 

Fig. 21. Ala de Drosopllilfl •dflftog11s1er con sus venas y secciona (A., B., C'., C., D'., D y E) 
(lonuodo de G•rcf•-Bellido, 1971 ). 
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9.11. Hipótesis y e•l•dlsllca 

Frei y WUrgler (1988) diseñaron un programa estadístico para evaluar la significancia de los 
datos y discutir los parámetros que pueden afectar un experimento. asi como decidir si los 
resultados indican un resultado positivo,. débil positivo. negativo o indeciso (Frei. 1994; Frci y 
WUrglcr., 1995). Para éste fin se combinan dos pruebas estadísticas: una la hipótesis nula (Ho) que 
supone que el tratamiento experimental no incrementa la frecuencia de Ja expresión de las manchas 
ocurridas de manera espontánea en el testigo negativo; y otra relacionada con la hipótesis 
alternativa (HA) que supone a priori que un tratamiento experimental detenninado incrementa la 
frecuencia espontánea por un cierto múltiplo (p)2 de la frecuencia obtenida en el testigo negativo. 

Rechazar (HA) significa que la frecuencia de daño en los tratamientos experimentales no es 
estadisticamente significativa. Dado que el nivel de riesgo ••cero"' es imposible debido a que existe 
mutación espontánea, el riesgo se establece en términos de un cierto número múltiplo de Ja 
frecuencia de mutación espontánea (p)2 (Freí y Würgler. 1995). 

Para el análisis estadístico se utiliza el programa cstadistico SMART PC-versión 2.1 realizado 
por Frei y WUrgler (1989, sin publicar) el cual se basa en la prueba no paramétrica de ji2 de 
proporciones con la corrección de Yates. El nivel de ensayo se fija en a.=0.05 

El análisis estadistico de las manchas pequeñas (de t ó 2 células) se considera de manera 
independiente de las manchas grandes (de 3 células o más). asi como de las manchas gemelas. Para 
asignar resultados negativos se escoge de manera empirica un factor de multiplicación (se designa 
nr en lugar de p). Se usa m=2 para las manchas totales y las simples pequeftas; y m=5 para las 
manchas grandes y las gemelas (Frci y WUrgler. 1995). El diagnóstico cstadistico generado por este 
prognuna puede ser cualquiera de los siguientes: 

1. Que se acepte la hipótesis nula (H0 ) y se rechace la hipótesis alternativa (HA): neg•livo (-). 
2. Que se rechace la (H0 , y se acepte la (HA): positivo (+). 
3. Que se acepte (HA) cuando (Ho) es verdadera: dibll poalllvo (w). 
4. Que no se rechace (H0 ) cuando es f"alsa o que no se rechace (Ho) cuando Ja (HA) es verdadera: 

Indeciso' (1) • 

De acuerdo con Frci y Würgler (1995) para obtener un diagnóstico cstadistico confiable el 
tamaño de muestra óptimo es de 55 individuos (110 alas) por tratamiento. 

Testigo negativo (H20): Es necesario descartar el porcentaje de manchas debido a la tasa 
espontánea para observar el verdadero efecto producido por la sustancia en estudio. Al tener un 
testigo negativo disolvente. en este caso agua. se obtendrá una tasa contra la que se contrastarán las 
obtenidas con las concentraciones de los compuestos quimicos experimentales. 

2(p): rho indica cuántas veces debe incrcmcntanc el número de eventos de Jos tratam.icntos experimentales, con 
respecto al testigo negativo para considerar W1a respuesta posiliva. Por ejemplo. en radiación es &ecucnterncntc: 
aplicado el riesgo denominado doble dosis (rho-2), (Frci y Würglcr, 1995). 

3 De acuerdo con Villalobos·Pictrini, R. (1994). Ténninos genéticos en cspa.ftol. R~. /ni. Ca"'ª'"· AMbient .• 10 
(Supl.1),31. 
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JO.HIPÓTESIS 

1. Si el AcPb inhibe la síntesis del grupo hcmo y por tanto la del Cit P450 y éste activa 
metabólicamentc a la DMN. entonces el dafto producido por la DMN será menor o nulo en ambas 
cruzas al aftadir AcPb en prctratamicnto de 24 h. 

2. El cotratamicnto de FB con AcPb puede tener dos resultados: a) erecto nulo porque el FB induce 
la síntesis de los Cit P4SO pero el AcPb afecta la síntesis del grupo hcmo destinado a los Cit P450 y 
b) presentar ef"ccto si el AcPb no afecta la síntesis del grupo hemo del Cit P450 y el FB induce más 
su síntesis, sobre todo en la cruza E. 

11. OWETIVO GENERAL 

Valorar el efecto gcnotóxico del AcPb y la DMN en larvas de las cruzas E y BE de Drosophila 
n1c/a11ogaster prctratadas con FB. mediante Ja prueba de SMART en el ata. 

12. OWETIVOS PARTICULARES 

Valorar el efecto gcnotóxico inducido por prctratamientos agudos (24 h) con y sin AcPb (0.01._ 
0.1 y 1 mM)9 con y sin FB (12 mM)9 cotratamicntos con AcPb+FB9 y tratamientos crónicos (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 prueba SMART en el ala. 
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13. MATERIALES 

l ... ine•• mut•ntes 

(a) fiare: + fir' / TMJ. Bd 5 

(b) Orcgon-:flare: ORR(J);ORR(2);flr'I TMJ. Bd s 

(e) multiplc wing hairs: mwl1/mwll 

Compuestos quimicos 

Fcnobarbital: Fcnobarbital sódico, Scvcnal, Laboratorios Chinoin. Lote: 410105. 

Acetato de plomo: Fluka Nº Cat. 15334 

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

Extracto de levadura: Bioxon de México. Cat: 155. Lote: 974 BOEL. 

Drosophila Jnstant Medium: Carolina Biological Supply Co, NC, USA. 

Solución de Faurc: goma arábiga JOg. glicerol 20rnl. clorohidrato SOg. agua 50rnl. 
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14.MÉTODOS 

14.1. LCso 

Al efectuar experimentos de toxicidad (LC50) en larvas de 72 h de las lineas Oregon-flare y fiare 
de Drosophila se pretendió buscar las concentraciones de AcPb que penniticr:m obtener el número 
de moscas necesarias para montar 55 organismos (110 alas) por tratamiento experimental y datos 
estadísticamente significativos .. además de poder trabajar con la porción normal. no resistente o 
susceptible. de la población (Dra. Ramos. Com.pers). 

l . Se cultivaron las líneas fiare y Orcgon-flure de D. mclanogaster en f"rascos de 250 mi con 
hojuelas de puré de papa (Dueilas et al .. 2001) en incubadora a 25 ºe (Graf, 1986; Katz y Foley, 
1993) y 60 % humedad por 1 O dlas. 
2. Se permitió que las hembras de ambas líneas maduraran y fueran fecundadas por 3 dfas más. 
3. Para la colecta de huevos de cada linea se trasvasaron las moscas a frascos de 250 mi con 5 cm 
de levadura fresca activada con agua y sacarosa preparada 24 h antes (Grafy van Shaick, 1992) y se 
pusieron en incubadora a 25 ºe y 60 % de humedad por 8 h. 
4. Posterior a las 8 h se retiraron las moscas y los frascos se mantuvieron en incubadora a 25 ºe y 
60 o/o de humedad por 72 h. 
5. La colecta de larvas de 72 h (Graf, 1995) de ambas Uncas se hizo retirando la levadura de los 
frascos con agua corriente a temperatura ambiente y utilizando una coladera de acero de malla fina. 
6. En viales de cristal se añadieron 0.5 g de Drosophila lnstant Mcdium (Carolina Biological Supply 
Co, NC, USA) y 2 mi de AcPb en las siguientes concentraciones: 0.01, 0.005. 0.0025 y 0.000625 
M además de agua como testigo negativo. 
7. Se introdujeron 10 larvas por vial y hubo S réplicas por tratamiento experimental en 5 
experimentos independientes para cada linea. Se mantuvieron a 25 ºC y 60 % de humedad hasta la 
emergencia de los imagos. 
8. Se contaron las moscas sobrevivientes según emerjieron. 
9. Para obtener la LC50 de cada linea se ajustó una función de regresión logistica a los datos 
expcrin1cntales obtenidos utilizando el programa STATISTICA versión 6.0 

14.2.SMART 

J. Se cultivaron las Jíneasjlare. nnvh y Oregon-:flare de D. n1e/a11ogaster en frascos de 250 mi con 
hojuela de puré de papa (Duei\as et al., 2001) en incubadora a 25 ºe y 60 % humedad por 10 días. 
2. Posteriormente se sexaron y aislaron hembras vírgenes de las lineas jlare y Oregon-flare en las 
primeras 8 h de nacidas y se separaron machos de Ja linea mwh. 
3. A más tardar el cuarto día de scxado de hembras se efectuaron las cruzas E y BE en frascos de 
250 mi con hojuelas de puré de papa fresco y se mantuvieron en una incubadora a 25 ºe constantes 
(la expresión del marcador mwli es afectada por Ouctaciones en la temperatura (Graf;. l 986))y 60 % 
de humedad durante tres días. 
4. Para la colecta de huevos de cada cruza se trasvasaron las moscas a frascos de 250 mi con 5 cm 
de levadura fresca activada con agua y sacarosa preparada 24 h antes (Graf. 1992) y se pusieron en 
incubadora a 25 ºe y 60 % de humedad por 8 h. 
S. Posterior a las 8 h se retiraron las moscas y los frascos de levadura de la colecta de huevos se 
mantuvieron en incubadora a 25 ºe 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 ambiente y utilizando una coladera de acero de malla fina. 
7. Inmediatamente después se sometieron a los siguientes pretratamicntos: con y sin FB 12 mM~ 
con y sin AcPb 1. 0.1 y O.O 1 mM y con FB y AcPb en las tres concentraciones en frascos de 250 mJ 
con S g de extracto de levadura en polvo más sacarosa en 20 mi de agua como alimento para 
recuperar las larvas 24 h después. 
8. Las larvas de 72 h se colocaron en viales con O.S g de Drosophila lnstant Medium (Carolina 
Biological Supply Co. NC. USA) para someterse a tratamientos crónicos: con y sin DMN (0.076 
mM. según Murillo. 1997) con tres repeticiones por tratamiento experimental. Se dejó continuar el 
ciclo en incubadora a 2SºC y 60 % de humedad hasta que emergieron los imagos. 
9. Se fijaron en alcohol al 70 %. se montaron las alas por pares en preparaciones permanentes con 
solución de Faurc. 
JO. Se analizaron al microscopio las superficies ventral y dorsal de cada ala en todas sus secciones 
con aumento de 40X. 
1 t • Los dalos obtenidos de manchas jlr3 y mwh simples y gemelas fueron procesados con el 
programa estadlstico SMART PC- versión 2.1 disei\ado por Frei y Würgler ( 1989). En el caso de 
resultados tipo (i) ó (w) se llevó a cabo la prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon (Freí y 
Würglcr, 1995) con el programa STATISTICA versión 6.0 para PC. 



Tabla3. TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES 

Cruza Est611dar (E) 
j1r'/l"M3, Bel' x mwli/mwh 

Cruza de Bloactlvacl611 Elevada (BE) 
ORR(l);ORR(2);flr'rTM3. Bd' x mwhlmwh 

LARVAS 

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

FB(12mM) 

FB(l2mM) 

AcPb (O.O! mM) 

AcPb (0.1 mM) 

AcPb(l mM) 

AcPb (0.01 mM) 

AcPB (0.1 mM) 

AcPb(l mM) 

AcPb (0.0lmM) + FB (12 mM) 

AcPb (0.1 mM) + FB (12 mM) 

AcPb (1 mM) + FB (12 mM) 

AcPb (0.0lmM) + FB (12 mM) 

AcPb (0.1 mM) + FB (12 mM) 

AcPb (1 mM) + FB (12 mM) 

AcPb (acetato de plomo). DMN (dimctilnitrosamina). FB (f"cnoba.rbital). 
•Levadura en polvo con sacarosa 10 ml\.f. 
•• Carolina Jnstant Mcdiurn. 

6S 

**TRATAMIENTO (48 h) 
(larvas de 72 h de edad) 

DMN (0.076 mM) 

DMN (0.076 mM) 

DMN (0.076 mM) 

DMN (0.076 mM) 

DMN (0.076 mM) 

DMN (0.076 mM) 

DMN (0.076 mM) 

DMN (0.076 mM) 
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15. RESULTADOS 

15.1. To,.icldad LCso 

De acuerdo con los resultados de regresión logística la LCso del AcPb para la línea Oregon-.flare 
(Tabla 4) fUe de 2.72 mM (Fig. 22) y para Ja lineajlarc (Tabla 5) de 2.91 mM (Fig. 23) (Castañeda 
et al.. 2001). Lo anterior pcnnitió escoger las concentraciones 1 .. 0.1 y O.OlmM de AcPb para lograr 
el 80 % de sobrcvivcncia y la fracción normal de Ja población. 

Por otro lado. la consistencia de datos en cinco experimentos independientes pcm1itió observar 
que para la línea Orcgon-:flarc la curva de mortalidad es suave y continua (Fig. 22) pero para la 
línea jlarc (Fig. 23) la curva con1icnza disparándose rápidamente.. alcanza un porcentaje de 
mortalidad alto en las primeras concentraciones de AcPb y luego cae bruscamente en un ... valleº 
para después tomar la fonna suave y continua de la curva en la línea Oregon-flare. 

Lo anterior sugiere la pr-csencia continua de los Cit P4SO en Oregon-flarc donde las 
concentraciones de este complejo enzimático son constitutivas (Graf et al .• 1984) de tal manera que 
al metabolizar el compuesto desde el principio de la administración (de concentraciones bajas hasta 
concentraciones más altas) se presenta este tipo de curva de mortalidad. 

En el caso de la líneajlarc donde la síntesis de los Cit P4SO está regulada (Graf et al .• 1984) la 
curva sugiere que al principio cuando la concentración de éstos es baja en las células el compuesto 
administrado es tóxico y mata rápidamente un porcentaje importante de individuos. Posteriormente 
cuando el compuesto quín1ico alcanza una concentración mínima (Parke et al .• 1991) podría 
indicirse la síntesis de rnás Cit P450 que con1icnzan a metabolizar el agente químico disminuyendo 
el porcentaje de mortalidad (el Hvallc.. en la Fig. 23). Postcrionncntc la curva de mortalidad se 
vuelve suave y continua como en Orcgon-jlarc quizá porque el nivel de los Cit P4SO aumentó. 

Aunque esta diferencia entre las dos líneas se repite consistentemente con otros compuestos 
(Castañeda et al., 2001) se requieren las pruebas bioquimicas para comprobar lo anterior. 
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RESULTADOS 

15.:Z.SMART 

Testigo negativo (11,0) 

El tcsti'go negativo (HzO) presentó frecuencias totales de manchas/ mosca de 1.08 en BE (Fig. 24 
y Tabla 6) y 0.92 en E (Fig. 25 y Tabla 7). El tamai'i.o promedio de c1on (mean c/onesize) fue de 
1.56 para BE (Tabla 6) y 1.82 para E (Tabla 7). 

Tr•tamienlo con DMN 

El tratamiento con DMN (48 h) arrojó frecuencias totales de manchas/ mosca de S.IS en BE 
(Fig. 24. y Tabla 6) y 2.97 en E (Fig. 25 y Tabla 7) estadísticamente significativas al compararse 
con las frecuencias del tratamiento testigo. Et tamaño promedio de clon fue de 1.86 para BE (Tabla 
6) y 1.99 para E (Tabla 7). El tipo de mancha más frecuente fue pcqueftas, en ambas cruzas (Figs. 
28 a-b y 33 a-b). 

Prelratamlento con FB 

El prctra1u111icnto de FB (24 h) tuvo una frecuencia total de manchas/ mosca) de 0.89 en BE 
(Fig. 24 y Tabla 6) que no fue estadísticamente significativa. Para E la frecuencia total de manchas/ 
mosca fue 1.6 (Fig. 25 y Tabla 7) y fue estadísticamente significativa. El tamafto promedio de clon 
fue de 1.87 para BE (Tabla 6) y 1.25 para E (Tabla 7). El tipo de mancha más frecuente fue 
pequeñas. sobre todo en E (Figs. 28 a-by 33 a-b). 

Pretratamiento con FB y tratamiento con DMN 

El pretratamiento de FB (24 h) con DMN (48 h) en tratamiento presentó ftccuencias 
estadlsticamcnte significativas de 5.76 en BE (Fig. 24 y Tabla 6) y 5.54 en E (Fig. 25 y Tabla 7) 
respectivamente. El tamaño promedio de clon fue de 2.0 para BE y E (Tablas 6 y 7). El tipo de 
mancha más frecuente fue pcqueftas. en ambas cruzas (Figs. 28 a-by 33 a-b). 
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Prelratamlentos con AcPb 

El prctratamie11to de AcPb (O.O/ mM) tuvo frecuencias totales de manchas/ mosca no 
estadísticamente significativas de 1.27 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 1.11 en E (Fig. 27 y Tabla 7). El 
tamailo promedio de clon fue de 1.92 para BE (Tabla 6) y l .SO para E (Tabla 7). El tipo de mancha 
más frecuente fue pcquei\as, en ambas cruzas (Figs. 29 a·b y 34 a·b). 

El prctratamie11to de AcPb (O./ mM) arrojó frecuencias totales de manchas/ mosca no 
estadísticamente significativas de O.SS para BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 1.41 para E (Fig. 27 y Tabla 
7). El tamal\o promedio de clon fue de 1.72 para BE (Tabla 6) y 1.91 para E (Tabla 7). El tipo de 
mancha más frecuente fue pequeHas en ambas cruzas (Figs. 29 a-by 34 a-b). 

El pretratamie11to de AcPb (/ mM) tuvo frecuencias totales de n1anchas/ mosca no 
estadísticamente significativas de 1.27 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 1.18 en E (Fig. 27 y Tabla 7). El 
tamailo promedio de clon fue de 1.65 para BE (Tabla 6) y 1.60 para E (Tabla 7). El tipo de mancha 
más frecuente fue pcqucnas, en ambas cruzas (Figs. 29 a-b y 34 a-b). 

Prelratamlenlos con AcPb+FB 

El prctratamicnto de AcPb(O.OJ mM) con FB arrojó la frecuencia total de manchas/ mosca no 
estadisticamcnte significativa de 0.88 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 1.28 en E que si fue 
estadísticamente significativa (Fig. 27 y Tabla 7). El tamailo promedio de clon fue de 1.70 para BE 
{Tabla 6) y 1. 76 para E (Tabla 7). El tipo de mancha más frecuente fue pcqucftas. en ambas cruzas 
(Figs. 30 a-b y 35 a-b). 

El pretratamicnto de AcPb(O.J m~f) co11 FB dio frecuencias totales de manchas/ mosca de 1.18 
en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 0.94 en E (Fig. 27 y Tabla 7). no estadísticamente significativas. El 
tamailo promedio de clon fue de 1.69 para BE (Tabla 6) y l.SS para E (Tabla 7). El tipo de mancha 
más frecuente fue pequeñas, en ambas cruzas (Figs. 30 a-b y 35 a-b). 

El pretratamiento de AcPb( 1. O mM) con FB tuvo frecuencias totales de manchas/ mosca de 1.18 
en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 1.15 en E (Fig. 27 y Tabla 7). no estadísticamente significativas. El 
tamaño promedio de clon fue de 1.77 para BE (Tabla 6) y 1.84 para E (Tabla 7). El tipo de mancha 
más frecuente fue pequeñas, en ambas cruzas (Figs. JO a-by 35 a-b). 

Prelratamienlos coa AcPb y tratamiento con DMN 

El pretratamiento de AcPb(0.01 mM) con tratamiento de DMN arrojó frecuencias totales de 
manchas/ mosca estadísticamente significativas de 4.53 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 2.92 en E 
(Fig. 27 y Tabla 7). El tamailo promedio de clon fue 2.08 para BE (Tabla 6) y 1.99 para E (Tabla 7). 
El tipo de mancha más frecuente fue pcqueilas. en ambas cruzas (Figs. 31 a-by 36 a-b). 

El pre1ratamiento de AcPb(O./ mM) con tratamiento de DMN tuvo frecuencias totales de 
manchas/ mosca estadísticamente significativas de S.27 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 3.33 en E (Fig. 
27 y Tabla 7). El tamailo promedio de clon fue de 1.95 para BE (Tabla 6) y 1.86 para E (Tabla 7). 
El tipo de mancha más frecuente rue pequei\as, en ambas cruzas (Figs. 31 a-by 36 a-b). 
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El pretrutumicnto de AcPh(J.O mM) con tratamiento de DMN generó frecuencias totales de 
manchas/ mosca estadisticamcnlc significativas de 5.88 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 3.89 en E (Fig. 
27 y Tabla 7). El tamailo promedio de clon fue de 1.99 para BE (Tabla 6) y 1.78 para E (Tabla 7). 
El tipo de mancha más frecuente fue pequeftas. en ambas cru7.as (Figs. 31 a-by 36 a-b). 

Ptttrat•mientos con AcPb+FB y trmit•miento con DMN 

El pretrutumienUJ de A':Ph(0.01 mM) y rll mú., tratamiento ,·on DMN presentó frecuencias 
totales de manchas/ mosca estadlsticarncnte significativas de 4.02 en BE (Fig. 26 y Tabla 6) y 8.00 
en E (Fig. 27 y Tabla 7). El tamallo promedio de clon fue de 1.92 para DE (Tabla 6) y 2.05 para E 
(Tabla 7). El tipo de mancha más abundante fue pequei\as en ambas cruzas (Figs. 32 a-by 37 a-b). 

El prctrutumicnto de AcPb(O. J mM) y FB mú.\· tratamiento con DMN arrojó frecuencias totales 
de manchas/ mosca estadisticamcnte significativas de 3.95 en DE (Fig. 26 y Tabla 6) y 4.55 en E 
(l'ig. 27 y Tabla 7). El tamaño promedio de clon fue de 1-93 para BE (Tabla 6) y 1.96 para E (Tabla 
7). El tipo de mancha más abundante fue pcqueilas en ambas cruzas (Figs. 32 a-by 37 a-b). 

El prclralamicnlo de AcPh(J mM) y FB má.~ 1ra1umien10 con DMN dió frecuencias totales de 
manchas/ mosca estadisticamcntc signir.cativa.~ de 4.97 en DE (Fig. 26 y Tabla 6) y 5.04 en E (Fig. 
27 y Tabla 7). El tamailo promedio de clon fue de 1.97 para BE (Tabla 6) y 2.01 para E (Tabla 7). 
El tipo de mancha más abundante fue pcquei\as en ambas cruzas (Figs. 32 a-by 37 a-b). 

Fi¡:. 26. Cnaza BE. Fttcueaci-.s tot•le. de m•nch•a/ m09C• por trat•miemto. 
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Fig. 27. CruZll E. Fncuencias lolales de manchas/ mosca por 1 ... t•mienlo. 
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Tabi. 6. Cruza DE. Resultad ... SMART (frecuencia• totaln de mancha.t ln09Ca) con tntlao 
negativo (H20). 

Tratamiento No. lnd. Manchas pequeftas Manchas grandes Manchas Manchas Mean clone 
(n) (1-2 células m-2) (>2 células m-5) gemelas m-S loe.les m-2 sizc class 

-------------------------------------------------------
62 0.96 (60) 0.09 (6) 0.02 (1) 1.08 (67) l.S6 

----------------------------------------------------------------------------------------· 
DMN (0.076mM) 63 3.77 (238)+ 0.92 (S8)+ 0.46 (29)+ 5.15 (325)+ 1.86 
-------------------------------------------------------------------------------------
FO (12mM> 64 0.67 (43)- 0.18 (12)-. 0.03 (2)-. 0.89 (57)- 1.87 
---------------------------------------------------------------------------------
FB(l2mM)/ 
DMN(0.076mMJ S9 4.00 (236)+ 1.27 (7S)+ 0.49 (29)+ 5.76(340)+ 2.0 
---------------------------------------------------------------------------------------------
AcPb(O.OlmM) 61 0.95 (58)- 0.18 (11)-. 0.14 (9)+ 1.27 (78) -
AcPb(O.lmM) 60 0.67(44)- 0.14 (9)- o.os (3)- • 0.8S (56) -
AcPb(lmM) 62 1.06(66)- 0.18(11)-. 0.03 (2)-. 1.27 (79) -
-------------------------
AcPb (O.OlmM)+ 
FD(l2mM) S9 0.72 (43)- 0.10 (6)- o.os (3)- • 0.88 (S2) -
AcPb (0.1 mM)+ 
FB(l2mM) 60 0.98 (S9)- 0.13 (8)- 0.07 (4)- . 1.18(71)-
Acf>b(lmM)+ 
FB(l2mM) S9 0.89 (S3)- 0.2S (IS)+ 0.03 (2)- . 1.18 (70) -

AcPb (O.OlmM) I 
DMN (0.076mM) 60 3.03 (182)+ 1.16 (70)+ 0.33 (20)+ 4.53 (272)+ 
AcPb(O.lmM)/ 
DMN (0.076mM) S9 3.80 (224)+ 1.07 (63)+ 0.41 (24)+ 5.27 (311)+ 
AcPb(lmM)/ 
DMN (0.076mM) 60 4.22 (2S3)+ 1.27 (76)+ 0.40 (24)+ S.88 (3S3)+ 

AcPb (O.OlmM)+FD (12mM) I 
DMN(0.076mM) 

60 2.8S (171)+ 0.73 (44)+ 0.43 (26)+ 4.02 (241)+ 
AcPb (0.1 mM)+FB ( 12mM) I 
DMN (0.076mM) 

60 2.71 (163)+ 0.78 (47)+ 0.4S (27)+ 3.9S (237)+ 
Acf>b (lmM)+FB (12mM) I 
DMN (0.076mM) 

58 3.48 (202)+ 0.98 (S7)+ o.so (29)+ 4.97 (288)+ 

Diagnóstico cstadistico de acuerdo con Frei y Wurglcr ( 1988). 
+ -= positivo; - ""' negativo: w ""' débil positivo: i = indeciso. m - filctor de multiplicación. 

Niveles de probabilidad: alía - beta - O.OS. Pruebas estacHsticas de una cola. 

1.92 
1.72 
l.6S 

1.70 

1.69 

1.77 

2.08 

1.95 

1.99 

1.92 

1.93 

1.97 

• La prueba SMART arrojó resultados ( 1 ) para estas fi'ecuencias pero la prueba de U (Mann-Whitncy) dio valores 
negalivos. 
Los datos sombreados se analizan en detalle en la socción de Discusión. 
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Tabla 7. Cnoza E. Hesukad ... SMAHT (frecuencia• lolales de •••ch..,-> cea 1 ... 11&0 
nq:alivo (H20). 
··------------···--------------·----------·-----------------------·-------·----------------
Tratamiento No. lnd. 

(n) 
Manchas pcqucftas Manchas grandes Manchas Manchas Mean clone 
( 1-2 células m•2) (>2 células m-5) gemelas m-S totales m-2 size class 

56 0.73 (41) 0.12 (7) 0.07 (4) 0.92 (52) 1.82 
-------------------------------------------------------------------------------------------
DMN (0.076mMJ 36 2.19 (79)+ O.S3 (19)+ 0.2S (9)+ 2.97 (107)+ 1.99 

--------------------------------------------------------------------------·-----------
l'B(l2mM) 4S 1.48 (67)+ 0.04 (2)- 0.06 (3)-
------------------------------------------------------------------------------
FB (12mM)/ 
DMN(0.076mM) so 3.68 (184)+ 1.18 (S9)+ 0.68 (34)+ 
------------------------------- ----------
AcPb (O.O l 1nM) S6 0.98(S5)+ 0.11 (6)- 0.02 (1)-
AcPb(O.lmM) 49 0.96(47)+ 0.18 (9)- 0.04 (2)-
AcPb(lmM) SS 1.02 (S6)+ 0.13 (7)- 0.04 (2)-
------------------------------------------------------
AcPb (O.O l ntM)+ 
FB(12mM) 39 l.IS (45)+ 0.13(5)- 0.00(0)-
AcPb (0. lmM)+ 
F0(12mM) 38 0.81 (31)- 0.10 (4)- 0.02 (1)-
AcPb(lmM)+ 
FB (12mM) 4S 0.86 (39)- 0.24 (11)-. 0.04 (2)-
-------------------------------------------------------
AcPb (O.O 1 mM) I 
DMN (0.076mM) 54 2.09 (113)+ 0.62 (34)+ 0.20 (11)+ 

AcPb (0.1 rnM) I 

DMN (0.076mM) 49 2.45 (120)+ 0.69 (34)+ 0.18 (9)-. 

AcPb(lmM)/ 
DMN (0.076mM) 59 2.96 (175)+ 0.66 (39)+ 0.27 (16)+ 
---------------------------------------------------------------------------------------
AcPb (O.O 1 mM)+FB ( l 2mM) I 
DMN(0.076mM) 44 4.81 (226)+ 2.36 (111)+ 0.83 (39)+ 

AcPb (0.1 mM)+FU ( l 2mM) I 
DMN (0.076mM) 40 3.05 (122)+ 1.17 (47)+ 0.32 (13)+ 

AcPb (lmM)+FU (12mM) / 
DMN (0.076mM) 49 3.SS (174)+ 1.06(52)+ 0.43 (21)+ 
-----------------------------
Diagnóstico cstadistico de acuerdo con Frci y Wurglcr ( 1988). 
+ = positivo: - = ncga1i,·o: w = débil positivo: i = indeciso. m = factor de multiplic:adón. 
Niveles de probabilidad: alfa = beta = o.05. Pruebas csaadisOcas de una cola . 

1.60 (72)+ l.2S 

S.54(277)+ 2.00 

1.11 (62)- l.SO 
1.18 (S8)- 1.91 
1.18 (6S)-. 1.60 

1.28 (SO)+ 1.76 

0.94 (36)- l.SS 

l.1S (S2)- 1.84 

2.92 (158)+ 1.99 

3.33 (163)+ 1.86 

3.89 (230)+ 1.78 

8.00(376)+ 2.05 

4.SS (182)+ 1.96 

S.04(247)+ 2.01 

• La prueba SMART aITQjó rcsullados ( 1 ) para CSlas rnocuencias pero la ....- de u (Mann-Whitacy) arrojó valOftS 
ncgati'-'05 para estos parámetros. Los datos sombn:ados se analUan en delallc en la~ de~-
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15.3. Cruza BE. Gráiflca• de tipos de manchas ( pequelllas. arandes. aemelas) y de tamafto de 
clon "'"'" 

Los tipos de manchas siempre se presentaron en el siguiente orden: pequeñas. grandes y 
gemelas. El tamaño promedio de clon (mean clone size) fue de entre 1.56 y 2.08. Los tratamientos 
que presentaron las frecuencias totales de manchas/ mosca estadisticamente significativas fueron: 
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 el tratamiento con FB (Figs. 28 a, b), AcPb 
(0.01, O.L 1.0 mM) (Figs. 29 a, b) o AcPb (0.01, 0.1, 1.0 mM)+FB (Figs. 30 a y b) fueron 
estadísticamente significativos. 

Las manchas grandes y las manchas gemelas siempre estuvieron presentes en los tratamientos 
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 •· Cn1za BE. Tipos de m•ncb•s en HzO, FB, DMN y FB/ DMN. 

Fig. 28 b. Cruza BE. Tam•Ao de cloa -- ca H20. FB, DMN y FB/ DMN. 
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Fl111. 29 a. ClnlZll BE. Tipos de maao:ba• ea lralamlcnlo• coa Ao:Pb. 
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Fig. 29 b. ClnlZll BE. T••••o de ., ... -- ca lratamienlom coa AcPb. 
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Fi111. 30 a. Cruza BE. Tipo• de mancha• en tratamientos coa Ac:Pb + FB (12 mM). 
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Fia. 30 b. Cruza BE. Tamallo de cloa "'""* ea tralamieatos coa Ac:Pb+FB (12mM). 
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Fi1t .. 31 a .. Cruza BE .. Tipos de manchas en lnlamienlo• con AcPb/ DMN (0.076 mM) .. 
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Flg. 31 b. Cruza BE. Tamafto de don,,,_ en c .. camienlos eon AePb/ DMN (0.076 mM). 
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¡.·;g. 32a.Cnua BE. Tipos de ---e• t.-.tamie•tos co• AcPb+FB (12 lftMV DMN (0.076 mM). 

Fix.32b.C.-- BE.Y- - -·e• c.-.--co• AcPb+FB(l2 moM)I DMN (0.076 •MI. 
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Cruza E. 1 S.4. Gráfica!ll de tipos de manchas ( pequeftas. grandes. gemelas) y de tamailo de 
clon nrwlt 

Los tipos de manchas siempre se presentaron en el orden: pcqucftas, gr~ndes y gemelas. El 
tamafto promedio de clon (111eun clone size) fue de 1.25 a 2.05. Los tratamientos que mostraron las 
frecuencias totales de manchas/ mosca estadísticamente significativas fueron FD/DMN (Figs. 33 a. 
b). todos Jos tratamientos de AcPb/DMN (Figs. 36 a. b) y todos Jos tratamientos tipo 
AcPb+FB/DMN (Figs. 37 a. b). Los tratamientos con AcPb (Figs. 34 a. b) no fueron 
cstadisticamcntc significativos pero las manchas pequeñas si fueron estadisticamentc 
significativas.El tratamiento con FB (Figs. 33 a. b) presentó frecuencias de manchas totales/ mosca 
y manchas pequeñas estadísticamente significativas. El tamaño promedio de clon fue 1.25. Los 
trutamientos con AcPb/DMN (Figs. 36 a. b) fueron estadísticamente significativos. 

Los tratamientos de más efecto gcnotóxico tuvieron siempre la combinación FB/ DMN. Las 
frecuencias totales de manchas/ nlosca en los tratwnientos con AcPb/DMN se contraponen a las de 
los tratamientos de AcPb+FB (Figs. 35 a. b) que bajan dramáticamente excepto para AcPb (0.01 
mM)+FB. 
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Fig. 33 a .. Cruza E .. Tipus de manchas en 1120. t ... U,. l>MN y t .. U/ DMN. 
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Fig. 33 h. Cruza E. Tamafto de c .. a -- en H 20, FB, DMN y FB/ DMN. 
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Fig. 34 a. Cruza E. Tipos de manchas en tralamicnlos con AcPb. 
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Fis. 34 b. Cruza E. Tamafto de clon mwll en tralamientos con AcPb. 
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Fi111:. 35 a. Cnoza E. Tipos de mancbas en lralamienlo• con AcPb + FB (12 mM). 
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Fig. 35 b. Cruza E. Tamafto d., clon mw/r en lralami.,nlo• con AcPb+FB (12 mM). 
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Fig. 36 a. Cruza E. Tipos de manchas en tratamlrntos con AcPh / DMN (0.076 mM). 
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Flg. 36 h. Cnaza E. Tamafto de cl6a _,..,,. ea trata•ieDt09 coa AcPb/ DMN (0.076 mM). 
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15.5. F~ toU- de ••-"llSf ~ - SMART .,.. t .. --·- ,.,............,._ 
co•olestiao 

El diseno experiment81 del presente trabajo es grande y complejo. por ello, después de correr el 
programa estadfstico SMART con el testigo H20 y ob!lervar las frecuencias estadlstiaunenle 
signif"IC8livas (Tablas 6 y 7), se corrió el programa SMART con los tratamientos experimentales 
corno testigos para encontrar las diferencias estadísticamente significativas entre unos y otros y 
distinguir su acción ""PU'Jlda. sobre todo en los ll'IWllllientos con 2 ó J compuestos (Tabla 8). 

T•lt .. 8. Cl"llW de BE y E. F,,_.wla t-a.. de __.,.., •- - SMART .,.. Hz() y 
todos - ....... _,_ experi•em .. les como testl&o-

w/- w/-_,_ _ ,_ 
w/- w/-_,_ _ , _ 

_, _ 
_,_ 
_, _ 

_ ,_ _ , _ _ ,_ _,_ _, _ 

-1-
_ ,_ _ ,_ _ , _ _, _ _,_ 

_ ,_ _ , _ _,_ _ , _ _ , _ _,_ 
-1-_ ,_ _ ,_ _, _ _ ,_ _ , _ _, _ _,_ 

_ ,_ _ , _ _ , _ _,_ 
~ 

_, _ _,_ 
+/+ +/+ _,_ _,_ 
+/+ +/+ +/+ +/+ +/+ w/-

+/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 

+/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 

+/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 

+/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 

• H,O; 2 (DMN 8.876 •M); 1 (P9 12•M);1 {ni/ DM1'1);.-i__- &81, &I )' 1.8 mM); a.'• 18 (-
0.01, O.I >' 1.0 + n); (Acft 8.81, 8.1 y 1.W DlllN); -(--1.e.1y1.e +..., DMN). 
O .._._ • 1 .... ..--J-...,._ ___ -.. 1 -1a..-•1J 

<M_•__,,>-._•_ 1 1 s .. 1,.....,.._._.--·->'--F , ._ .... .-.11 <M-_,.). 
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16. DISCUSION 

Testii=o nqativo (H20) 

El testigo l-f20 arrojó frecuencias totales de manchas/ mosca para las cruzas BE y E dentro de lo 
reportado en Ja bibliografia especializada para un disolvente no gcnotóxico (Frei y Würgler. 1995). 

Tratamiento con DMN 

El tratamiento con DMN fue gcnotóxico en ambas cruzas. Esto era de esperarse pues la DMN es 
un agente alquilantc indirecto que necesita ser activado por las enzimas Cit P450 (Magce. 1980; 
Baars et a/., t 980. Robcrtson et "'·, 1983; 1-lakura et al.. 1999; Lec el al.. 1989; Knasmullcr et al .• 
1990; Vogcl, 1991; Gonzálcz et ,,1 .• 1991; Rodríguez-Amáiz et al .. 1993;, 1996). 

La frecuencia en la cruza BE es más alta que en la cruza E porque tiene síntesis constitutiva de 
los Cit P450 y la E síntesis regulada (Hlillstrllm et al .. 1982, 1984; Vogel, 1980; Graf et al .. 1984; 
Watcrs y Nix. 1988; Sundscth et al .• 1990; Fuchs el al .• t 994; Meyer y Zanger, t 997; Snncr el uf., 
1996; Maitra et al., 1996; Dombrowski et al., t 998; Maitra el al .. 2000). de tal manera que activa 
mii.s n1oléculas de DMN que rnetilan el ADN. 

El análisis de las frecuencias (Tablas 6 y 7) y gr.ificas de tipos de manchas y tamaño de clon 
(Figs. 28 a. b·Figs. 33 a. b) para BE y E respectivamente muestran el efecto clastogénico y 
rccon1binogénico de esta nitrosan1ina (Magcc. 1980: Vogcl. 1991 ). 

PrcCracamicnCo con FO 

El pretratumiento con FB (12 mM). un poderoso inductor de la síntesis de los Cit P450 
(DcPicrrc y Emstcr. 1980; Bcckman, 1984; Dunkov et al., 1996, 1997; Amichot et al .. 1998; Zclko 
y Negishi. 2000; Oeckcr et uf., 2000; Kim et al .. 2001). más en larvas que en moscas adultas de 
/:Jrosuphilu (Hüllstrl5m et ul., t 983) no presentó efecto gcnotóxico en la cruza BE pero si en la cruz.a 
E con casi el doble de la frecuencia del tratamiento testigo. Esta expresión diferencial inducida por 
FB que se manifiesta en las cepas susceptibles más que en las cepas resistentes de Drosophila está 
en concordancia con Vogcl, (1980), Hlillstrllm et al. (1982), Zijlstra et al. (1984); Fuch~ et al. 
(1994); Maitra et al. (1996) y Amichot et al. (1998). 

Por otro lado. Graf y Singer (1992) utilizando la prueba de SMART en el ala, dieron un 
pretratamiento de 24 h de FB (JO y 20 mM) a larvas de 48 h de edad de la cruza E que resultó 
indeciso (i) en el progran1a estadístico SMART. La diferencia de los resultados puede deberse al 
número de organismos estudiados: 20 moscas (40 alas) en ese estudio y 45 moscas (90 alas) en este. 
No se recuperaron 55 organismos porque la sobrcvivencia bajó notoriamente en la cna7.a E (Tabla 7) 
y ésto puede haber sucedido en respuesta al prctratamicnto larvario con el inductor FB lo que 
concuerda con Fuchs el al. ( 1993). Su hipótesis es que los Cit P4SO inducidos degradan la ecdisonn 
(hormona de la pupación) lo que se traduce en alta mortalidad. Siguiendo esta idea~ la cruza BE en 
este estudio presentó tasas altas de sobrevivcncia porque metabolizó el FB antes de la posible 
inducción de síntesis de otros tipos de Cit P450. 

La capacidad en la inducción de la expresión génica de las enzimas Cit P450 mediada por FB 
puede ser inhibida, incluso. por compuestos nonnalmcnte presentes en la célula como el AMPc 
intrJcclular y la protcinacinasa·A (Sidhu y Omiccinski. 1995). citocinas proinOamatorias (Pan et 
al .. 2000), el TNF (Van Ess et al., 2002) e incluso el (-) - N-3-Benzil-fenobarbital (cnantiómero del 

89 



fcnobarbital) que es un inhibidor selectivo potente de los genes que codifican para ciertos Cit P450 
(Suzuki et al., 2002). 

Sin embargo .. tomando en cuenta que la principal diferencia bioqufmica conocida entre las cruzas 
de la prueba SMART es el nivel de los Cit P450 que metabolizan entre otros sustratos, el FO. y la 
evidencia experimental con la que se cuenta .. la explicación posible es que la cru7.a E tiene niveles 
regulados de los Cit P450 y requiere de una concentración mfnima del compuesto a mctabolizar 
para que haya más síntesis de estas enzimas (Parke et al., 1991). Mientras esto sucede .. el FB tiene 
efecto gcnotóxico (El-Masri et al .. 1998; Hamadch et al., 2002 b; Williams et al .. 1998: Shane et 
al.. 2000 u; Deutsch et al., 2001: Shibutani et al.. 2002; Watson y Goodman. 2002) en la 
concentración estudiada ( 12 n1M). causando daño al ADN en tanto es biotransfonnado (Tredger y 
Stoll. 2002). lo que explica la diferencia con la cruz.a BE que tiene niveles altos de los Cit P450 que 
n1ctaboli;r.an rápidamente el FB evitando su acción genotóxica. Por tanto. de acuerdo con la prueba 
SMART. FB no es un proinutágcno que requiera activación metabólica ya que la cruza de BE 
hubiera mostrada frecuencias estadísticamente significativas; Jos resultados sugieren que es un 
111utágeno directo. Además. el análisis de las frecuencias de manchas (Tablas 6 y 7) y las gráficas de 
tipos de mancha y tamru1o de clon (Figs. 28a. b-Figs. 33a. b) para BE y E respectivamente pcnnitc 
ver que el efecto del FB es clastogénico. en concordancia con (Dcutsch et al.. 200 l J. pues la 
frecuencia de manchas pequeñas es estadísticamente significativa en E. pero no en BE .. revelando 
un efecto no al final sino al principio del tratamiento que evita que haya más divisiones celulares y. 
en consecuencia. manchas grandes. El FB tampoco parece tener efecto recon1binogénico pues no 
hay frecuencias de manchas gemelas estadísticamente significativas en ninguna de las cruzas. 

Por otrn parte. que el FB muestre efecto gcnotóxico en la prueba SMART se suma a la lista de 
los aún pocos experimentos sobre su gcnotoxicidad (Graf y Singcr. 1992; Shane et al .• 2000 a; 
Deutsch et al.. 2001; Watson y Goodman. 2002) y tiene relevancia para los estudios del 
n1etabolismn xcnohiótico sohre resistencia a insecticidas. cáncer y la eliminación, 
biotransformación y acción genotóxica de fánnacos y otros compuestos donde se le utiliza como 
inductor pues habrá que tornar en cuenta que suma su acción a la de las sustancias estudiadas para 
no llegar a conclusiones falsas. 

Prclralamicnlo con FB y lralamiento con DMN 

El prctratamiento de FB más tratamiento con DMN arrojó frecuencias estadisticaJOcntc 
significativas práctican1ente iguales en ambas cruzas. sobre todo en E si se 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 et 
al. (1988) y Weghorst et al. (1989) que ya habían demostrado que la mezcla FB-DMN tiene 
sinergia en ratones, con Knasmuller et al. (1990) que observaron que alimentar a Drosophila 
nzelunoga.\'IL'r con FB potencia el efecto de las nitrosa.minas y con Vogel. (1980) y Hallstrüm9 

( 1982) que demostraron un mayor efecto genotóxico de ambos compuestos en cepas susceptibles 
(con niveles regulados de los Cit P450 como las larvas de Ja cruza E) que en cepas resistentes (con 
altos niveles de los Cit P450 como las larvas de la cruza BE) de Drosophila. 

Lo anterior sei\ala otro posible uso de las cruzas de la prueba SMART en estudios del 
metabolismo xenobiótico: para Amichot et al. (1998) la disponibilidad de cepas mutantes 
resistentes de Drosophilu (como Ja cruz.a de BE) permitirá estudios fundaJnentales del complejo 
enzimático Cit P450 en insectos; la familia Cyp6 de Drosophila tiene fuertes homologías regionales 
con las familias Cyp2 y CypJ que están involucradas en el metabolismo de drogas en los 
vertebrados (Daniclson et al .. 1997. 1998). por ello. 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 que no se puede 
exponer a compuestos químicos en número grande. Finalmente,. Saner et al. ( 1996) han comenzado 
a estudiar larvas de Ja cepa resistente Oregon-flure de Dro.Yophila melanoga.Yter utilizada en la 
prueba SMART para caracterizar la estructura genética .. el patrón de expresión y la capacidad de 
activar procanccrigenos del Cit P450-6A2. 

Pretratamientos con AcPb 

Los pretratamientos con AcPb en la"i concentraciones empleadas (0.01,. 0.1. 1.0 mM) arrojaron 
frecuencias no estadísticamente significativas en ambas cruzas. Para E la concentración 1 mM había 
arrojado un resultado indeciso {i) en el programa estadístico SMART y finalmenle negativo al 
realizar la prueba de U de Mann-Whitncy. 

Los dalos sobre la acción genotóxica del plon10 y sus sales. con10 el AcPh. son controvertidos 
(Hansen y Stcrn. 1984; Val verde et ul .. 2001 ). Aunque sus efectos tóxicos se han estudiado por 
muchos años. Jos resultados sobre sus propiedades genotóxicas (mutagénicas. clastogénicas y 
cancerígenas) son inconsistentes. Los resultados positivos se encuentran a concentraciones altas y 
exposiciones prolongadas (Coni et al .• 1985; Rodriguez-Amáiz et al .. 1986; Calabrese y Baldwin. 
1992; Johnson. 1998; Aboul-Ela. 2002). Al respecto. Morrison y Ashby (1994) scilalan la necesidad 
de considerar cuidadosamente la selección de la concentración y los niveles de exposición en los 
ensayos de gcnotoxicidad de corto plazo ;,, vivo porque los investigadores no estudian 
adecuadamente Ja toxicidad de los compuestos qufmicos. En su opinión. los datos de gcnotoxicidad 
positiva generados sólo a niveles de dosis letal no tienen valor toxicológico. 

Por otra pune. las diferencias especificas de las toxicidades de los iones. co1no el Pb 2
•. han sido 

relacionadas por Stohs y Bagchi (1995) con la solubilidad de sus compuestos. su absorción,. el 
transporte. la rcactividad química y los complejos que fonnan in vivo. Por su parte. Graf(J995) ha 
dcn1ostrado que d nlejor momento para la inducción de manchas por efecto de agentes genotóxicos 
en Ja prueba SMART es el tercer estadio larvario (72 h). 

Con todo. un analisis de las frecuencias de manchas (Tablas 6 y 7) y las gráficas de tipos de 
mancha y tamaño de clon (Figs. 29 a. b-Figs. 34 a .. b) para BE y E respectivamente permite 
observar que la cruza BE presenta frecuencias no estadísticamente significativas para las tres 
concentraciones empleadas y todos los tipos de manchas pero en la cruza E se observan frecuencias 
positivas con significancia estadística para las manchas pequeñas a las tres concentraciones 
estudiadas. 

Estos resultados. remiten a la diferencia entre las cruzas respecto a las concentraciones de los Cit 
P450. Aunque se requiere de las pruebas bioquímicas para comprobarlo. sugieren que este complejo 
metaboliz.a el AcPb. lo que concuerda con el efecto encontrado en las curvas de LCso para el AcPb 
en las lineas Oregon-flure yjle1re por Castañeda et al. (2001) (Figs. 22 y 23). 

Por tanto. Ja posible explicación es que la cruza BE con niveles altos del complejo Cit P450 
elimina la sal y por eso las frecuencias para manchas pequeñas no son estadísticamente 
significativas. La cruza E tiene síntesis regulada de Jos Cit P4SO y las frecuencias estadísticamente 
significativas para las tres concentraciones en manchas pequeftas se deben, de hecho. a un cfcclo 
genotóxico del AcPb antes de ser metabolizado por estas enzimas xenobióticas. Por tanto. el AcPb 
es un mutágcno directo con actividad clastogénica para Ja cruza E de la prueba SMART de 
Dro.wphi/a lo que concuerda con Beek y Obe. (1974); De la Rosa. (1984); Roy y Rossman. (1992) 
y Aboul-Ela. (2002) que también han encontrado este efecto en el AcPb. Así. aunque la frecuencia 
de manchas totales/ mosca arroja un valor no estadísticwncnte significativo para este tratamiento. 
no necesariamente indica ausencia de genotoxicidad. 
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Por último,. el que bajas concentraciones de AcPb muestren gcnotóxicidad subraya lo dicho por 
Morrison y Ashby (1994) y Ames y Gold (1999) en el sentido de que es necesario escoger las dosis 
y los niveles de exposición en los ensayos de genotoxicidad de corto plazo in \•ivo. Trabajar con 
dosis sublctales o tóxicas arroja datos fuera de Ja realidad. Los resultados de este tratamiento fueron 
generados dentro de un rango de concentraciones que permitió estudiar a la fracción normal. no 
susceptible o resistente. de Ja población cuya respuesta al AcPb es la que interesa conocer parJ 
alcan7..ar conclusiones con importancia toxicológica. 

Cotnl•mientos con AcPh+FB 

Cruza DE: los tres cotratamicntos con AcPb (0.01. 0.1 y 1.0 mM) + FB ( 12 n1M) presentaron 
frecuencias no estadísticamente significativas; tanto un compuesto como el otro no mostraron efecto 
gcnotóxico al administrarse por separado a larvas de 48 h de vida de la cruza BE. El analisis de las 
frecuencias de n1anchas (Tabla 6) y las gráficas de tipos de manchas y tamaño de clon (Figs. 30 a. 
b) muestran el efecto nulo del cotratamiento en esta cruza resistente. 

Por otro lado,. aunque se requieren pruebas bioquímicas,. los resultados de este cotratamiento con 
la prueba SMART sugieren indirectamente que el AcPb a (0.01. 0.1 y 1.0 mM) no inhibe In síntesis 
del grupo hemo (Harada et al.. 1990 y Jover el u/., 1996) y por tanto tampoco la de los Cit P450 
porque el FB es eficientemente eliminado por estos (Trcdger y Stoll. 2002) y aparentemente el 
AcPb también. según los resultados del trata.miento con AcPb en las cruzas de la prueba SMART. 
Aún n1ás, la interrupción de Ja síntesis del grupo hcmo que provoca el AcPb (Harada et al., 1990; 
Jover et al., 1996) puede ser revenida por el FO en cotratamicnto según han comprobado Hjellc et 
al, ( 1982) y Nakawaga ( 1992). 

Cruza •:: el cotrntamicnto con AcPb (0.01 mM) + FB (12 mM) tuvo efecto gcnotóxico en 
contrJste con los cotratamicntos de AcPb (0.1 y 1.0 rnM) + FB ( 12 mM) que no lo presentaron. 

Para el cotratamicnto AcPb (0.01 mM) + FB (12 mM) la explicación a la actividad genotóxica 
observada es que la concentración de AcPb sumó su efecto genotóxico al del FB que también lo 
ejerció aquí como en prctratamicnto solo. El analisis de las frecuencias de manchas (Tabla 7) y 
las gráficas de tipos de ntanchas y tamaño de clon (Figs. 35 a, b) para E muestran que en este 
cotratamiento hay una frecuencia de manchas pcqucilas estadísticamente signifcativa en 
consistencia con los tratrunicnto de AcPb y FB administrados por separado (Figs. 33 a. b-Figs. 
34 a. b) comprobándose que presentaron un efecto genotóxico clastogénico. 

En el cotratarnicnto AcPb (0.1 mM) + FB (12 rnM) la frecuencia no es estadísticamente 
significativa. a pesar de que los pretratanticntos de FB y AcPb por separado son genotóxicos 
en la cruza. Aquí. Ja explicación posible es que a esta concentración el AcPb se anuló y/ o 
inhibió con el FB y ambos compuestos no presentaron actividad genotóxica pues In frecuencia 
es casi la mitad de aquella del FB administrado por separado. 

En el cotratamicnto con AcPb ( 1 .O mM) + FB ( 12 mM) la frecuencia tampoco es 
estadísticamente significativa. De manera consistente. se observa que al aumentar Ja 
concentración de AcPb se inhibe la acción genotóxica de ambos compuestos. 
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Shinohara el al. ( 1997) estudiaron el blanco especifico al que se liga el FB para inducir la 
síntesis de los Cit P450 introduciendo grupos en la posición para- o meta- del anillo aromático. La 
ausencia de cualquiera de los sustituyentes en el anillo aromático del FO era n.ecesaria para alcanzar 
la máxima actividad inductora y la sustitución en Ja posición meta- del anillo aromático tendia a 
reducir la efectividad como induclor más que la sustitución en la posición para-. 

Sin embargo. lomando en cuenla que el colratamicnto de AcPb (0.01 mM) + FO (12 mM) es 
gcnolóxico. indicando que el FB no pierde su capacidad mutagénica. la explicación a la ausencia de 
aclividad en cotratamicnto con AcPb a concentraciones (O. t mM y 1.0 mM) puede estar en la unión 
del plomo (Pb2+) del AcPb con los álomos de hidrógeno de los dos grupos NH en el anillo no 
bencénico del FB (Fig. 6). enlazando dos moléculas de FO por una de plomo (Pb2 +) lo que genera 
un fenobarbilato plúmbico que se precipita (Com. Pers. Mtra. lnna Delfin); esto concuerda con 
Stohs y Bagchi. (1995) respecto a la reactividad química y Jos complejos que el plomo y sus sales 
forman in vivo. 

Además de esto. si el FB conserva su efecto inductor. aumentan los niveles de los Cit P450 que 
metabolizan y eliminan más moléculas de FB y AcPb y por eso las frecuencias son negativas. En el 
cotratarniento con AcPb (0.01 mM) la concentración parece ser baja para precipitar el FB (12 mM) 
y por ello hay actividad gcnotóxica. 

La formación de fenobarbitato plúmbico por precipitación también podría ser la razón por la que 
las frecuencias de manchas pequei\as en los tres tratamientos con AcPb administrado por separado 
ya no fueron estadísticamente significativas para las concentraciones (0.1 y 1 mM) en este 
cotratarniento (Tabla 7). 

Pretratamientos con AcPb y tratamienlo con DMN 

Cruza DE: los prctratamicntos con AcPb (O.O 1. 0.1 y 1.0 mM) y tratamiento con DMN (0.076 
mM) arrojaron valores es1adisticamcnte significativos ntuy parecidos a la frecuencia del tratamiento 
con DMN por separado. Las concentraciones de AcPb administradas por separado no mostraron 
actividad gcnotóxica para esta cruza resistente pues los Cit P4SO parecen ser Ja via de eliminación 
de esta sal (Tabla 6). El tratamiento AcPb/DMN con DMN como testigo en el programa SMART 
no resultó estadisticantente significativo (Tabla 8). Por tanto. este tratamiento experimental parece 
mostrar exclusivamente el efecto rccombinogénico y clastogénico de la DMN como se observa en 
las gráficas de tipos de manchas y tamaño de clon (Figs. 31 a~ b); además. sugiere indirectamente 
que el AcPb no intcrrun1pió la síntesis del grupo hen10 (en contraste a los resultados de Harada et 
al., 1990 y Jovcr el al.. 1996) pues los Cit P450 activaron eficientemente al agente alquilante y 
también metabolizaron el AcPb. 

Cruza E: los prctratamicntos de AcPb (0.01. 0.1 y 1.0 mM) y tratamiento con DMN (0.076 mM) 
presentaron frecuencias estadísticamente significativas muy cercanas a la frecuencia del tratantiento 
con DMN por separado. Las tres concentraciones de AcPb administradas por separado (0.01. 0.1 y 
1 .O n1M) no presentaron frecuencias totales de manchas/ mosca estadisticaJllenle significativas 
(Tabla 7) y los tres tratamientos AcPb/DMN para la prueba SMART con DMN como testigo no 
fueron estadísticamente significativos (Tabla 8). pero no debe olvidarse que el AcPb mostró un 
efecto genotóxico en E cuando se administró por separado (que no se refleja en Ja frecuencia de 
manchas pequei\as pero no en las totales/ mosca) y que tal vez se suma a las frecuencias de este 
tratamiento (Figs.36 ª~ b). Los resultados en esta cruza también sugieren indirectamente que no 
hubo interrupción del AcPb a la síntesis del grupo hcmo pues hubo niveles suficientes de los Cit 
P450 para activar a la DMN. 
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Si bien es cierto que la prueba SMART es un ensayo genotóxico de gran sensibilidad que 
revela eventos genéticos responsables de la pérdida de heterocigosis en los genes marcadores 
utilizados y es uno de los tres únicos ensayos genotóxicos existentes que valora la capacidad 
recombinogénica de compuestos puros o mezclas in vivo, no es posible sei\alar cuál de ellos 
(mutación puntual. deleción, no disyunción) es responsable de la pérdida de la condición de 
hctcrocigosis. 

Sin embargo .. la prueba SMARTrcvcló datos que pcnniten sugerir indirectamente que el AcPb 
no interrumpe la síntesis de grupo hemo.. como se observa en los tratamientos experimentales 
(AcPb/ DMN) y (AcPb+FB/ DMN). 

llioquimicarnentc hablando .. está comprobado que esta sal orgánica del plomo interrumpe la 
síntesis del grupo hemo (Uarada et al .• 1990; Jover et al .• 1996), el cual es necesario. entre otras 
cosas .. para la sfntcsis de los Cit P450 (Beri y Chandra .. 1993; Ponka. 1997). El AcPb no tuvo efecto 
gcnotóxico en la cruza BE y sí en la cru:r..a E de la prueba SMART a las concentraciones usadas en 
este trJbajo pero las consecuencias biológicas de que el AcPb no inhiba Ja síntesis del grupo hcmo 
en ninguna de ellas revela la complejidad de la regulación de estas imponantcs moléculas. En 
prin1er lugar significa que hay síntesis de los Cit P450 para metabolizar compuestos endógenos 
como csleroidcs.. ácidos grasos.. aminas biogénicas.. prostaglandinas y viuuninas. así como 
xenobióticos tales como mctabolitos de la dicta. drogas. pesticidas o contan1inantes ambientales 
(Gonzálcz et al .• 199 J ). metabolitos de plantas y cancerígenos (Gandhi et al.. 1992). además de 
conferir resistencia a insecticidas (Carii\o et al., 1993). Por otra pane. la honnona de la pupación 
(ccdisona) sintetizada por las glándulas protorácicas y liberada a la hemolinfa es convenida a su 
forma activa .. 20-hidroxiccdisona. mcdientc una hidroxilasa dependiente de Cit P450 en la grasa 
corporal, el midgut y enocitos de la epidermis de Dro.:i·opliila (Blum, 1985). Experimentos con 
discos imagalcs de Drosopliila en cultivo expuestos a 20-hidroxiecdisona demuestran que (10 ·11 

-

1 O -6 M) por 12-24 h son las concentraciones y tiempos efectivos para observar la capacidad de 
respuesta (co"1pete11cia) de las células imagales pues mientras progresa el último estadio lavario. los 
discos del ala responden más al estimulo de la hormona para pupar y sufrir metatnorfosis (Blum. 
1985). 

Colralamienlos con AcPb+FB y lratamiento con DMN 

El cotratarnicnto de AcPb (0.01. 0.1 y 1.0 mM) + FB (12 mM) más tratamiento con DMN 
(0.076) fue gcnotóxico para ambas cruzas de la prueba SMART. Para explicar estos datos se hace 
necesario analizar cada con1pucsto por separado y finalmente en conjunto. 

Cruza BE 

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

El FB no tuvo efecto gcnotóxico porque es eliminado eficientemente por los altos niveles de los 
Cit P450 que lo metabolizan. 

El pretratamiento de AcPb (0.01. 0.1 y 1.0 mM) no presentó actividad genotóxica a ninguna 
concentración porque la sal es aparentemente eliminada vía los Cit P450. 
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El prctratamicnto de FB con tratamiento de DMN fue genotóxico pero el efecto se debe sólo al 
agente alquilante activado por los Cit P450 (Tabla 8); el FB no induce rnás síntesis de estas 
enzimas en cepas resistentes como Ja DE y además es metabolizado por estos mediante 
hidroxilación. 

El cotratan1icnto AcPb (O.O 1. O. J y J .O mM) + FB no fue gcnotóxico a ninguna de las 
concentraciones. Esto es congruente con las frecuencias no cstadisticamcnte significativas al 
administrar los compuestos por separado. Este tratamiento sugiere indirectamente que el AcPb 
no interrumpe Ja síntesis del grupo hcmo ni Ja de los Cit P450 que eliminan eficientemente el 
FB y aparentemente también el AcPb. 

El pretratamiento de AcPb (O.O 1. 0.1 y 1.0 mM) con tratamiento de DMN fue genotóxico. El 
efecto se debe sólo a la DMN (Tabla 8). Lo anterior sugiere que no hubo inhibición del AcPb a 
en niguna de las concentraciones usadas a la síntesis del grupo hcmo de los Cit P450 porque la 
DMN fue activada y por tanto. siempre que se administran tratamientos con DMN (sola o 
combinada) Ja actividad genotóxica se presenta. Por otra parte. la evidencia sugiere que el AcPb 
es metabolizado y clin1inado vía los Cit P450 y por ello no sumo su efecto genotóxico. 

El pretratamiento AcPb (O.O 1. 0.1 y 1.0 mM) + FB con tratamiento de DMN fue genotóxico a 
todas las concentraciones pero el efecto se debe sólo al agente alquilante DMN (Tabla 8) porque 
el FB~ y posiblemente también el AcPb~ son eliminados por los altos niveles de Cit P450 de la 
cruza. Por otra parte. este tratamiento experimental sugiere que el AcPb no inhibe el grupo 
hcmo~ ni Ju de los Cit P450 pues la DMN es activada. 

Cruza E 

El tratamiento con DMN fue genotóxico para E pero con una frecuencia menor a la de BE 
porque sus niveles regulados de Cit P450 no activan tantas moléculas de esta nitrosarnina. 

El FB fue gcnotóxico porque aunque induce la sintesis del sistema Cit P450 en esta cruza 
susceptible y este lo mctaboliza. tiene efecto genotóxico clastogénico en tanto aumenta la 
concentración de los Cit P450 para mctaboli7..arlo y eliminarlo. 

El prctratamicnto de AcPb (O.O 1. 0.1 y 1.0 mM) generó frecuencias totales no cstadisticamente 
significativas Sin en1bargo. las frecuencias de manchas pequeñas revelan un efecto genotóxico 
consistente tipo clastogénico. Esta sal es probablemente metabolizada por los Cit P450; 
mientras son sintetizados. el AcPb dai\a el ADN. 

El prctratamicnto de FB con tratamiento de DMN fue genotóxico con efecto sinérgico (Tabla 8). 
El FB tiene efecto gcnotóxico clastogénico. induce la síntesis de los Cit P450 que activan las 
moléculas de DMN y es finalmente metabolizado y eliminado por estos. 

El cotratamiento AcPb (O.O 1. O. l y 1.0 mM) + FO presentó actividad genotóxica a la 
concentración más baja pero no a las dos mayores. Por un lado .. el resultado estadísticamente 
significativo del tratamiento a la concentración menor sugiere indirectamente que el AcPb no 
interrumpe la síntesis del grupo hcmo ni la de los Cit P4SO inducidos por el FB que también 
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resulta metabolizado por estos. Por otra parte. el tratamiento a las concentraciones mayores 
revela que el AcPb y el FB tienen una interacción química a partir de ciertas proporciones 
milimolares, que lleva a la fonnación de un complejo de fenobarbitato plúmbico que se 
precipita y por ello no se observa efecto genotóxico de los compuestos. 

El pretratarnicnto de AcPb (O.O 1. 0.1 y 1.0 mM) con tratamiento de DMN fue gcnotóxico. El 
efecto se debe en mayor proporción a la DMN (Tabla 8) pero Ja sal suma su efecto clastogénico. 
Los resultados sugieren que no hubo inhibición del AcPb en ninguna de las concentraciones 
usadas n la síntesis del grupo hemo de los Cit P450 porque Ja DMN fue activada y por tanto. 
siempre que se administran tratamientos con DMN (sola o combinada) el efecto genotóxico se 
observa. 

El pretratamicnto AcPb (O.O 1, 0.1 y 1.0 mM) + FB con tratamiento de DMN fue genotóxico a 
todas las concentraciones. 

a) Para el caso de la concentración (0.01 mM) de AcPb las frecuencias estadísticamente 
significativas se deben al efecto sinérgico entre el FB y la DMN (Tabla 8). El primero induce la 
síntesis de los Cit P450 que a su vez activan la nitrosamina. El FB también suma su actividad 
gcnotóxica porque el AcPb no se precipita con él a esta concentración y la sal también actúa 
como agente clastogénico. Eso explica la frecuencia observada (8.0) para este tratwniento 
especifico (Tabla 7). 

b) Para las concentraciones (0.1 y 1.0 mM) los resultados se deben a la acció11 de la DMN que fue 
activada por los Cit P450 que el FB pudo inducir. Sin embargo. tanto el FB como el AcPb ya 
no tivieron efecto genotóxico porque se anularon precipitándose .. y por eso las frecuencias son 
casi la mitad de la concentración más baja. 
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17. CONCLUSIONES 

l. La DMN (0.076 mM) es genotóxica. Su efecto es mayor en la cruza BE ¡x>rque tiene niveles 
constitutivos de los Cit P4SO. que la activan. y menor en E por los niveles regulados de este sistema 
en la cruza; lo anterior muestra las consecuencias del polin1orfismo enzimático y el doble papel 
(eliminación/ activación) del metabolismo xcnobiótico. en Drosophila melanogaster. 

2. El FB (12 mM) es gcnotóxico. En Ja cruza BE no induce más la síntesis del sistema Cit P450 
pues ya hay niveles constitutivos del complejo y no presenta actividad porque es eliminado por 
éste. En la cruza E. el FO induce la síntesis de los Cit P450 y también tiene etCcto gcnotóxico tipo 
clastogénico. Por las razones anteriores. el tratamiento con FB/DMN no es sinérgico en BE y sf en 
E. 

Las cruzas de la prueba SMART de Dro~·ophi/a melanogaster son excelentes modelos para 
estudiar el metabolismo xenobiótico y los inductores de enzimas de Fase 1 con10 los Cit P450. 

3. El AcPb (O.O 1. 0.1 y 1.0 mM) es genotóxico. Las frecuencias tolalcs de manchas/ mosca no 
reflejan efecto gcnotóxico en runbas cruzas pero las frecuencias de manchas pequeñas señalan un 
efecto clastogénico en la cruza E; en BE no son estadísticamente significativas. Es probable que la 
vía de eliminación de la sal sea el sistema Cit P450. Lo anterior explica la frecuencia del 
tratamiento AcPb+FB/ DMN en la cruza E a la concentración más baja de AcPb. 

4. El AcPb y el FB revelaron una interacción química, notoria en la cruza E pero no en BE, 
inhibiéndose y/ o anulándose (excepto en la concentración más baja) según aumenta el AcPb. 

S. Los resultados obtenidos para los tratan1icntos de AcPb (O.O 1. 0.1. 1.0 mM) sugieren 
indirectan1cntc que la sal no inhibe la síntesis del grupo hcmo ni la de los Cit P4SO, lo que se 
observa por la activación del promutágcno DMN en todos Jos tratamientos AcPb/DMN y 
Acf>b+FB/DMN. 
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