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RESUMEN

Uno de los organismos mas Utiles en ia toxicologia genética es la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster por su capacidad para detectar, en las células
somaticas, sustancias quimicas capaces de reaccionar con macromoléculas
celulares, provocando mutacion, recombinacion, delecion y pérdida cromatidica.
Recientemente -esta prueba se ha mejorado con el uso de diversas cepas
resistentes a pesticidas, las que han mostrado poseer una capacidad alta de
biotransformacién y peimiten evaluar el efecto del metabolismo en la induccién de
dafio genético. El ensayo w/w+ detecta en forma sencilla el cambio genético
inducido por genotoxinas en Drosophila melanogaster mediante €l analisis de
manchas blancas que se observan en un contexto de ojos rojos las que pueden
ser debidas en mayor medida a recombinacion mitética y en menor grado a
mutacion somatica. Los eventos se generan a partir del dafio inducido en una
célula de los discos imaginales de las larvas los que al dividirse se manifiestan
fenotipicamente en una etapa posterior como un clon. £l compuesto analizado fue
el alcaloide emetina. Los alcaloides son compuestos que la mayoria son toxicos
en los seres humanos. Asi mismo se tratdé de detectar sus posibles relaciones
entre dos tipos de cruza. La cruza tradicional entre hembras de ojos blancos y
machos de ojos rojos (cruza 1) que valora la induccion de recombinacion mitética
y, la cruza entre hembras heterocigotas que portan un cromosoma X en anillo y
machos con cromosoma en varilla (cruza 2) y que permite el analisis simultaneo
de la induccion tanto de recombinacion mitética como de aneuploidias. Se
emplearon dos cepas para la realizacion de la prueba: la estandar (ST) que es
silvestre, y la linea Haag (HG) que es resistente a pesticidas; la cepa ST contiene
niveles basales de citocromo P-450, sin embargo la cepa Haag sobreexpresa de

forma constitutiva altos niveles de P450. El compuesto se probé de manera aguda



por alimentacion a larvas de 72+3 hrs. durante 6 hrs. Los testigos concurrentes se
trataron con el solvente que consistid en etanol al 2%. Se analizaron los ojos de
las hembras F1 w/w+ . Se conté y clasificéd la presencia de clones blancos (w) er
el contexto de ojos silvestres (w+). Los resultados se evaluaron mediante la
prueba de X? para proporciones (Frei y Wirgler, 1988). Se compararon las
frecuencias inducidas y el tamafio de manchas por‘ 0jo. La emetina mosiré los
siguientes efectos:

(a) El alcaloide requiere ser metabolizado.

(b) Se propone que la biotransformacion genera un metabolito intermedio (la
cefalina) que es reactivo.

(c) La activacion metabdlica se lleva a cabo probablemente por las enzimas de la
subfamilia CYP6 que son similares a las de la subfamilia CYP3 de los seres
humanos.

(d) El alcaloide induce tanto recombinacién mitética en la cepa resistenie a
pesticidas (Hague-R) como pérdida del cromosoma X en ia cepa susceptible a
pesticidas (estandar).



INTRODUCCION

La toxicologia genética.

La toxicologia genética es una disciplina cientifica que trata de identificar y
analizar los mecanismos de accion y las propiedades de aquellos agentes fisicos,
quimicos o biologicos que sean capaces de producir efectos tdxicos en el material
genético de los seres vivos. Muchos agentes toxicos dafian el material genético a
niveles que producen muerte celular y toxicidad generalizada, por lo que el
objetivo primordial de la toxicologia genética es el de detectar aquellos agentes
(fisicos, quimicos o biolégicos) capaces de interactuar con los acidos nucleicos, en
especial con el acido desoxiribonucleico (DNA) que es el material genético de casi
todos los organismos. La toxicologia genética trata principalmente de identificar a
los agentes que son capaces de interactuar con el DNA, a niveles de exposicion

que no se consideran toxicos o a lo sumo subtoxicos (Brusick, 1987).

El término genotodxico fue usado por primera vez por Ehrenberg ef al.,
(1973), al establecer la relacion entre la induccion de cancer y dafio genético. En
1983 la Comisién Internacional para la proteccién corwra los mutagenos vy
Carcinégenos Ambientales (ICPEMC, 1983) establecié que el término genotdxico

se refiere a aquellos agentes que son capaces de interaccionar con el DNA.

Los agentes genotdxicos pueden inducir diferentes eventos genéticos, tales
como mutaciones puntuales, aberraciones cromosémicas, rompimientos
cromatidicos o cromosomicos, recombinacion mitética y apoptosis.

Un compuesto mutagénico es aquél que induce mutaciones en el DNA que
se heredan a los descendientes. Un compuesto carcinogénico es aquél que
produce mutaciones en las células somaticas, lo cual podria estar asociado con
los procesos de iniciacion o promocion del cancer (Beranek, 1990).

el



Un compuesto teratogénico es aquél que induce alteraciones genéticas y
epigenéticas durante el desarrollo y formacion del individuo (Moore, 1979), en
tanto que un compuesto recombinogénico es el qué es capaz de inducir
recombinacion mitotica en las células somaticas, lo que conduce a la pérdida de la
heterocigosis y a la expresion de genes recesivos (Vogel, 1990). Un compuesto
clastogénico es aquel que es capaz de romper a los cromosomas (Vogel y Nivard,
1999).

La induccién de dafo genético por genotoxinas es un proceso que se lleva
a cabo en las células mediante varios pasos: a) interaccion del compuesto con el
DNA, b) reparacion o no del dafio inducido y c) expresién del dafio a nivel
biolégico (Vogel, 1990, 1992).

(a) La interaccion quimica del compuesto con el DNA puede llevarse a cabo de
forma:

1. Directa cuando los compuestos son activos por si mismos, es decir, que no
requieren de activacion metabdlica para mostrar su genotoxicidad.

2. Indirecta cuando el agente requiere ‘ser modificado con el concurso de
diversas enzimas para poder luego unirse covalentemente a las
macromoléculas y provocar cambios en el DNA (Rodriguez-Arnaiz y Ramos
Morales, 1992).

Por lo que con base en las propiedades quimicas de los agentes genotoxicos,
éstos se clasifican en directos, cuando reaccionan con el DNA sin activacion
metabdlica; e indirectos 6 promutagenos que son aquelios que requieren ser
biotransformados.

La mayoria (cerca del 80%) de los compuestos genotoxicos son inertes, es
decir, son lipofilicos a pH fisiolégicos por lo que a través del metabolismo se

convierten en productos hidrofilicos mas facilmente excretables. La



biotransformacién de los compuestos exirafics al metabolismo (denominados
xenobidticos) se realiza en las células en dos fases: la fase | del metabolismo, o
fase de funcionalizacion, en la que el compuesto inerte es activado por reacciones
como la oxidacién, la reduccién o la hidrolisis, generandose asi un compuesto
electrofilico mas faciimente excretable, pero que también es capaz de
interaccionar con los sitios nucleofilicos del DNA. Esta fase del metabolismo se
lleva a cabo en las células con el concurso de diversas enzimas, tales como
aquellos dependientes de los citocromos P450 v las esterasas (Rodriguez-Arnaiz,
2002). La fase Il del metabolismo es la fase de conjugacién, en la que el
metabolito electrofilico es captado por diversas enzimas, tales como glutation-S
transferasas y las paraoxonasas, generandose un producto hidrosoluble
conjugado que sera mas facilmente excretado (Rodriguez-Arnaiz, 2002).

(b) Reparacién del dafio inducido.

La reparacion del DNA es un proceso enzimdtico que se presenta
naturalmente en las células. La interaccion inicial de una genotoxina con el DNA
produce un aducto, y éste podra o no podra ser removido de la macromolécula
mediante las enzimas que participan en la reparacion. La reparacion sera eficiente
cuando se restituya la secuencia original y sera deficiente o promotora de errores
cuando el mecanismo ue reparacion introduce errores en la secuencia de
nucleétidos (Vogel, 1990).

(c) Expresion biologica del dafio

Si el dafio genético inducido por una genotoxina no es reparado o si la
reparacion ha promovido errores, entonces el dafio se expresara a nivel biolégico.
Si el compuesto es muy toxico, el efecto biolégico se manifiesta a través de la
muerte de la célula o del individuo, considerandose letal. En dosis subtéxicas, la
genotoxina puede inducir cambios genéticos en las células y dependiendo de la
estirpe celular o del momento del desarrollo, la expresion bioldgica del dafio podra

ser mutagénica, carcinogénica o teratogénica.



Los citocromos P450

Las enzimas oxidasas de funcion mixta denominadas P450 se encuentran
en el reticulo endoplasmico y en las mitocondrias de casi todos los seres vivos.
Metabolizan tanto compuestos endogenos, tales como esteroides y acidos grasos,
asi como compuestos exogenos (xenobiéticos) tales como hidrocarburos
aromaticos policiclicos, drogas y pesticidas (Gonzalez y Gelbain, 1991). Ademas
estas enzimas confieren resistencia a insecticidas en los insectos (Gandhi et al.,
1992).

La modificacién enzimatica mediada por los citocromos P450 de los
sustratos endogenos y exdgenos se realiza mediante diversas reacciones de
oxidacion y reduccién que corresponden a la fase | del metabolismo. Cada
citocromo P450 es un sistema de multicomponentes que esta ligado a membranas
e involucra al menos tres .proteinas: citocromo P450, citocromo bs y NADPH-
citocromo P450 reductasa, asi como oxigeno molecular (Omura y Sato, 1964).

Los P450 se denominan oxidasas de funcién mixta porque en ellas un
atomo de la molécula de oxigeno es reducido a agua y el otro lo emplean para
oxidar al sustrato (Estabrook y Cohen, 1969). La incorporacion de oxigeno
molecular al sustrato lo hace mas hidrofilico, por lo cual las reacciones mediadas
por los citocromos P450 son basicamente de desintoxicacion. Sin embargo, en el
caso de diversos promutagenos y procancerigenos, la biotransformacion mediada
por P450 produce metabolitos intermedios electrofilicos que son capaces de
interactuar con los sitios nucleofilicos del DNA y provocar dafio genético

(Gonzalez y Kimura, 2001).
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Los citocromos P450 constituyen una superfamilia de genes que esta
presente en bacterias, algas, hongos, plantas y animales (Gonzalez y Gelbain,
1991). Su namero varia en las especies entre 50 y 200 genes (Nelson et al,
1996). Entre los individuos de una especie existen enormes diferencias en la
capacidad metabdlica en particular la que se refiere a la activacion de
procarcindégenos, hecho que podria explicar, al menos en parte, la susceptibilidad

individual frente a los agentes quimicos que producen cancer (Nebert, 1991).

La mayoria de los genes que codifican para los citocromos P450 estan
regulados, se expresan como una respuesta adaptativa al estrés ejercido por los
compuestos xenobioticos, de modo que, los fendmenos de induccién e inhibicion
de los P450 estan relacionados con la regulacién de su expresion génica. Los
mecanismos de induccién resultan por la activacion transcripcional, post-
transcripcional y post-traduccional, mientras que los de inhibicién implican la

detencién e inhibicién de la enzima correspondiente (Rodriguez-Arnaiz, 2002).

La emetina

La emetina es el alcaloide principal de la ipecacuana que se extrae de las
raices de la rubiacea Uragoga ipecacuanha (Fig. 1). En la medicina tradicional se
emplea como antiamebicida cuando cursan infecciones pulmonares y como
emético (vomitivo).

La ipecacuana ha mostrado ser un emético eficiente, ya que se ha
empleado con éxito en los procesos de desintoxicacién de los seres humanos
adultos (Gordon, 1985). El jarabe de ipecacuana induce la actividad del nervio
vago aferente (Endo et al., 2000) y mostré una alta afinidad por diversos
receptores neuronales como el receptor de la hidroxitriptamina (5-HTA)
(Hasegawa et al., 2002).



En un caso de ingestion cronica de emetina en un ser humano se
encontraron diversas anomalias en la cavidad oral: alteraciones estructurales en
las fibras bucales debidas a oxidacién, atrofia muscular y actividad incrementada
de los lisosomas (Kuntzer ef al, 1989). El abuso en el consumo de emetina
provoca disfunciones cardiacas, dafio al miocardio y, puede provocar la muerte
(Pan y Combs, 1995; Ho y Cohen, 1998). En exposiciones agudas puede reducir
la fuerza de contraccion del musculo cardiaco, por lo que la emetina es

cardiotoxica (Lemmens ef al., 1996).

= H
ay OCH,
HN
OCH,

Fig. 1. Formula molecular de la emetina (Merck-Index, 1989).

La emetina se ha empleado en pacientes con desdrdenes alimenticios, tales
como la anorexia y la bulimia (Ho y Cohen, 1998), y recientemente se ha utilizado
con exito en la terapia contra el alcoholismo, ya que se ha mostrado que inhibe a

las deshidrogenasas y suprime la adiccién al alcohol (Nikolaenko, 2001).

La emetina es un agente inmunosupresor, inhibe el desarrollo vy

diferenciacion celular del timo en ratones. Los eventos tempranos de



diferenciacion del.timo se analizaron mediante la expresion de los genes c-myc y
c-fos, encontrandose un decremento gradual a nivel del RNAm de estos
oncogenes y un aumento en la actividad de la tirosincinasa
(Schweighoffer et al., 1993). El tratamiento con emetina en ratones adultos indujo
en los timocitos, la fosforilacién en diversos fragmentos de RNAm naciente (Csuka
y Banfalvi, 1997), y en células de criceto chino inhibe la sintesis de proteinas
(Leatherman y Middlebrook, 1993; Rosenwald et al., 2001), asi como la actividad
enzimatica de los leucocitos leucémicos en células humanas in vitro (Rao et al.,
1899).

La emetina inhibe la sintesis de acidos grasos de-cadena larga, ya que
interfiere en la L-carnitina, que es el transportador esencial dentro de la
mitocondria involucrado en la biosintesis de los lipidos (Sengupta y Sengupta,
1995; Wagner et al., 2000).

En estudios de farmacocinética, llevados a cabo para evaluar el rango de
absorcion y el tiempo de eliminacion de la emetina en los seres humanos, se
detectd en sangre en los primeros 5 minutos, encontrandose su maxima
concentracion a los 20 minutos; a las 3 horas ya no se detectd en la sangre
circulante (Scharman et al., 2000; Matsuoka et al., 2001). La emetina es
metabolizada por la fraccién microsomal de higado humano, biotransformacion
que es mediada por dos isoformas del citocromo P450. La enzima CYP3A4
convierte a la emetina en cefalina (9-O-dimetilemetina) (Fig. 2) vy, la CYP2D6 en
otra reaccion de O-desmetilaciéon en 10-O-dimetilemetina (Asano et al., 2001).

El alcaloide ha sido empleado también para combatir las infecciones
producidas por diversas especies de Tripanosoma (brucei y congolense) y de
Amoeba proteus, estableciéndose que los mecanismos de accion pudieran ser la
inhibicién en la biosintesis de proteinas y/o la intercalacion de algunos de los
metabolitos en el DNA. En ambos organismos la emetina mostré ademas ser

citotoxica (Schenkel et al., 1996; Merschjohann et al, 2001). En cuanto a la

)



genotoxicidad, la dihidroemetina mostr6  ser mutagénica en Salmonella
typhimurium y en Escherichia coli (Espinosa-Aguirre et al., 1894).

CYP2D6

10-O-dimetilemetina

r

H,C0
H,CO '

H,CO
CYP3A4

Emetina Cefalina

Fig. 2. Metabolitos intermedios de la emetina en la fraccion microsomal del
higado humano (Index-Merck, 1989).

Drosophila melanogaster

Ciclo de vida

Después de la fertilizacion del 6vulo inicia el desarrollo del organismo a
partir del cigoto o huevo, el cual es depositado en el medio de cultivo. Las
siguientes divisiones mitéticas dan origen a una larva que pasa por 3 estadios, el
ultimo se transforma en una pupa. En esta etapa de desarrollo se diferencian los
organos y por Ultimo eclosiona el imago o adulto. Su ciclo de vida es
aproximadamente de 10 dias a 25 grados centigrados y con una humedad relativa
del 60% (Fig. 3) (Demerec, 1965).



El ciclo de vida depende de la temperatura; si ésta es mayor a 30°C, las
moscas pueden volverse estériles o morir; si las temperaturas son menores a
25°C, el ciclo se alarga: a 15°C el ciclo de vida dura 18 dias y a 10°C tiene una
duracion de 57 dias (Zimmering, 1976).

Las larvas presentén fenotipicamente 2 tipos de células; a) larvarias y, b)
imaginales las que alcanzan su diferenciacion al entrar a la metamorfosis en la
pupa. Su crecimiento es por divisiones mitéticas sucesivas en diferentes periodos

del desarrollo de la larva.
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Fig. 3. Ciclo de vida de Drosophila mefanogasfer (miﬁdiﬂcado de medio Carolina).
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Las células larvarias forman el cuerpo de la larva, se dividen continuamente
durante estos estadios (Demerec, 1965; Wrgler y Vogel, 1986). Las células de los
discos imaginales siguen un ritmo de division caracteristico y diferente al de las
células larvales. En la larva de tercer estadio se distinguen los siguientes discos:
labial (Ib), traquea (tr), disco de la antena (a), disco del ojo (e), disce del primer par
de patas (I), del segundo par de patas (12), del tercer par de patas (I3), disco del
halterio (h), testiculo (t), disco del ala (w), ovario (0) y disco genital (g) (Demerec,
1965). De todos los anteriores solo el disco imaginal que dara origen al ojo se
comienza a diferenciar tempranamente (Fig. 4).
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Fig. 4. Localizacidon e identificacién de los discos imaginales en una larva madura
de Drosophila melanogaster (Demerec, 1965).



Resistencia a plaguicidas y metabolismo de xenobioticos.

Existen cepas de Drosophila melanogaster que tienen la capacidad de
sobrevivir a toxinas que son letales a sus congéneres susceptibles. En virtud de
que el empleo de sustancias quimicas sintéticas ha generado resistencia a los
mismos por parte de los organismos, se considera que este aspecto puede ser
aplicado como un modelo para estudiar las bases moleculares del cambio
evolutivo, en particular, sobre la adquisicién cualitativa de fenotipos diferentes
(Wilson, 2001). Se ha calculado que existen alrededor de 450 especies de
insectos y acaros que han desarrollado resistencia a plaguicidas. Dicha resistencia
involucra un numero finito de reacciones bioquimicas y de opciones genéticas. Se
han encontrado tres tipos de adaptaciones bioquimicas que confieren resistencia a
productos quimicos utilizados como pesticidas:

1. Decremento en la absorcion. La participacion de los genes que controlan la
penetracion del insecticida y la retardan.

2. Modificacion del sitio blanco. El insecticida al haber ingresado al organismo
interactia con las moléculas blanco, usualmente proteinas y altera su funcion,
debido a cambios sutiles en la proteina.

3. Aumento en los mecanismos de desintoxicacion, mecanismo de resistencia que
es el mas importante en el reino animal. Esta mediado por los citocromos P450 en
la fase 1 del metabolismo o por las glutation S-transferasas (GST) en la fase Il del
metabolismo. La resistencia metabdlica a insecticidas y a productos quimicos en
general se debe principalmente a cambios en los mecanismos de expresién
génica ya sea por un aumento en la transcripcién del gen que confiere resistencia
(sobrexpresion) o por el incremento en el numero de copias geénicas
(amplificacion). La sobrexpresion constitutiva es el mecanismo mas importante de
resistencia en Drosophila (Rodriguez-Arnaiz, 2002) y se presenta tanto en losenes

que codifican para los citocromos P450 como en las que codifican para las GSTs.



Los citocromos P450 en Drosophila

Los citocromos P450 estan incluidos a nivel subcelular en la bicapa lipidica
del reticulo endoplasmico liso y en las mitocondrias. Se localizan a nivel tisular en
mayores concentraciones en el intestino medio, en los cuerpos grasos
pericuticulares y en los tibulos de Malpigio (Hodgson y Randy, 1991).

Los citocromos P450 en Drosophila estan involucrados en la sintesis de
diversas hormonas tales como las juveniles, que se expresan durante el desarrollo
larvario, y los ecdiesteroides que participan en la metamorfosis del insecto
(Rodriguez-Arnaiz, 2002). Se ha mostrado que las enzimas de' la familia 6, en
particular CYP6A2, participan en la biotransformacion de sustratos exdgenos

generandose dafio genético (Saner et al., 1996).

Los citocromos P450 de Drosophila pertenscen a las familias: 4,6,9,12,18 y
28. Sélo los genes de la familia 4 incluyen frecuencias que se encuentran en los
vertebrados, los genes de las otras cinco familias son especificos de Drosophila
(Nelson et al., 1996). Muchas de las secuencias génicas estan agrupadas, hecho

que revela su origen evolutivo por duplicacion (Rod-iguez-Arnaiz, 2003).

Con la secuenciacion completa del genoma de Drosophila melanogaster,
hecho que ocurrié en- el afo 2000, fue posible establecer por métodos
bioinformaticos (algoritmo BLAST) la presencia de 90 secuencias P450: de ellas
83 corresponden a genes funcionales y 7 a pseudogenes (Tijet et al., 2000),
solamente 5 de los 83 genes carecen de intrones. Mas de la mitad de los genes
pertenecen a las familias 4 y 6. La mayoria de los genes estan agrupados y se
localizan en los cromosomas 1, 2 y 3; el cromosoma 2 contiene mas de la mitad
de los genes que codifican para estas enzimas. De todos estos genes solamente
han sido caracterizados funcionalmente 2: CYP6A2 que participa en la



biotransformacién de sustratos exégenos (Saner et al., 1996) y el CYP6G1, Unico

gen que confiere resistencia a pesticidas en Drosophila (Daborn et al., 2002).

El empleo de cepas resistentes a pesticidas ha mostrado, para el caso de
numerosas progenotoxinas ambientales, que existe una correlacién entre la
biotransformacién de compuestos quimicos organicos ubicuos en el ambiente y la
resistencia a pesticidas, fenomeno mediado por los citocromos P450 (Rodriguez-
Arnaiz et al., 1993; Dunkov ef al., 1996; Rodriguez-Arnaiz y Ordaz, 2002).

El ensayo SMART

En general para evaluar los ‘efectos genotoxicos inducidos por diversos
tipos de compuestos quimicos se emplean en el bioensayo organismos con ciclo
de vida corto, cuyos aspectos genéticos sean bien conocidos y que dejen gran
numero de descendientes. Drosophila melanogaster es un organismo que se
considera un buen modelo biolégico de prueba ya que se conoce muy bien su
biologia, sus cromosomas se encuentran totalmente mapeados tanto a nivel
genético y citolégico como a nivel molecular. Ademas, es un organismo que ha
acompafado a los genetistas en el establecimiento de diversos conceptos,
mecanismos y procesos esenciales, asi como en la construccién del edificio
conceptual de la disciplina (Rodriguez-Arnaiz, 2003).

Para evaluar los efectos genéticos que producen los compuestos quimicos
se han desarrollado técnicas en lineas de Drosophila melanogaster, entre los que
destaca el ensayo SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) o prueba
de induccién de mutacién somatica y recombinacion mitética. La prueba SMART
inicia empleando los marcadores de células de los discos imaginales de las alas
en Drosophila y se valida con varios compuestos (Graf ef al., 1984 ). Después se
propusieron ensayos empleando los discos imaginales del ojo: white-coral, white-
zeste, white-ivory y la mas reciente white.
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El propdsito de la prueba SMART es el de detectar, de forma sencilla, el
cambio genético inducido por genotoxinas en Drosophila melanogaster mediante
el analisis de manchas que se observan en la superficie del adulto debidas a la
recombinacion mitética y a la mutacién somatica. Estos eventos se generan a
partir del dafio inducido en una célula de los discos imaginales de las larvas los
que al dividirse se manifiestan fenotipicamente en una etapa posterior como un
clon (Graf et al,, 1989).Los clones serdn de mayor tamaro (>64 células) si son
inducidos al inicio de la vida larvaria, mientras que los producidos en el segundo y

tercer estadio seran sucesivamente mas pequenios.

El ojo compuesto de la Drosophila melanogaster esta formado por cerca
de 800 unidades fundamentales llamadas omatidias, las cuales provienen de una
serie de divisiones en los discos imaginales de los ojos durante los tres estadios-
larvarios, encontrandose cerca de 20 células en el primer estadio, de 100 a 150 en
el segundo y de 780 a 800 en el tercero (Becker, 1976). El numero de divisiones
celulares se calcula con la formula 2", por lo que en el primer estadio se dan 4

divisiones celulares, en el segundo 3 y en el tercero 3.

El ensayo de mutacién somatica y recumbinacion mitética que emplea el
marcador white, que produce ojos color blanco, se basa en la obtencién de
hembras transheterocigotas (w/w+). Durante el desarrollo embrionario de éstas
pueden inducirse diversas alteraciones genéticas que produciran una mancha
blanca (clon) en el contexto de los ojos rojos. El clon mutante puede haberse
originado por mutacion somatica, recombinacion mitdtica y aberraciones
cromosémicas estructurales y numeéricas (no disyuncién) (Fig. 5). Estos eventos
genéticos pueden originarse por la unién de la genotoxina mediante enlaces
quimicos covalentes con el DNA, por la inhibicion de la sintesis del DNA, por la
inhibicion de la polimerizacion de las proteinas que forman el huso y por agentes
intercalantes (Wirgler y Vogel, 1986; Vogel y Nivard, 1993) por lo que se ha

mostrado que la mayoria de las manchas provienen de recombinacion mitética, ya



que al emplear lineas portadoras de una inversion que involucra a casi todo el
cromosoma X, el nimero de manchas recobradas se reduce considerablemente
Garcia-Bellido y Wandosell, 1978; Vogel y Szakmary, 1990; Ballering et al., 1993).

PP QQ w X agd w+
W o
W w+
Pérdida cromatidica W =
Mutacién puntual M . :
w* mutacion hacia adelante w+ — w
w
Delecion
w

Recombinacion mitotica w Eg

Fig. 5. Eventos genéticos que pueden producir un clon white (w) en Drosophila.

Desde un punto de vista cuantitativo, la recombinacion mitética constituye
el mayor evento mas frecuente (85%), medido por el sistema wiw+,
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El ensayo SMART-0jo puede combinarse con el empleo de diversas cepas
resistentes  (IR) y cepas susceptibles a insecticidas (IS), de las cuales las
primeras muestran mayor capacidad de biotransformacion (Vogel et al., 1991). De
estas cepas, la Hague-R ha mostrado que biotrasforma sustratos tales como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos y las aminas aromaticas (Rodriguez-Arnaiz
et al., 1993; Rodriguez Arnaiz y Ordaz, 2002). El ensayo w/w+ de Drosophila
permite detectar fundamentalmente la recombinacion mitética que causa pérdida
de la heterocigosis del alelo silvestre. Cuando se emplean cepas susceptibles y
cepas resistentes a pesticidas es posible estudiar el papel que desempefan los
citocromos P450 en la biotransformacién de progenotoxinas (Rodriguez Amaiz et
al., 1993). Con un sistema de cruzas apropiado sera posible detectar, ademas de
la recombinacion mitética inducida, aberraciones cromosémicas estructurales, las
cuales involucran también un rompimiento en el DNA y el rearreglo posterior. Para
esta prueba se requiere emplear lineas que porten un cromosoma en anillo para
seguir, en las células somaticas, su pérdida a través de la formacion de clones
visibles como pequefias manchas blancas en el contexto del ojo rojo (Fig. 6)
(Vogel y Nivard, 1999).

En este trabajo se evaluara el efecto genotdxico inducido por la emetina
en las células somaticas de Drosophila melanogaster mediante el ensayo w/w+,
empleando dos sistemas de cruzas: (1) estéandar, con cepas susceptibles (IS) y
resistentes (IR) a pesticidas; (2) recombinacién mitética y pérdida de los

cromosomas sexuales, en cepas susceptibles y resistentes a pesticidas.
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Fig. 6. Recombinacion mitética y pérdida del cromosoma X en el ensayo w/w+.



Planteamiento del problema

La emetina es un farmaco que se utiliza en tratamientos de diversos
trastornos de salud, sin embargo, existen algunas evidencias de que este alcaloide
podria ser genotoxico. Ante este problema, es necesario investigar sus efectos en
organismos modelo, tales como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y,

de esta manera contribuir al conocimiento de los efectos de dicho farmaco.
Hipotesis

Si la emetina es un compuesto genotoxico, entonces inducira
recombinacion mitética y pérdida dei cromosoma X en las células somaticas de
Drosophila melanogaster, teniendo como consecuencia que en el ensayo w/w+ la
frecuencia de manchas en las series tratadas es mayor que en los testigos
concurrentes.

Objetivo general

Evaluar el efecto genotoxico inducido por la emetina mediante el ensayo
somatico w/w+ de Drosophila melanogaster.

Objetivos particulares

- Obtener la LDsg para la emetina

-Obtener la curva dosis-respuesta



-Comparar la respuesta inducida por la emetina en cepas susceptibles vy
resistentes a pesticidas.

- Determinar el papel que desempefa el metabolismo en los distintos sistemas de
cruzas

-Analizar la frecuencia de pérdida del cromosoma X inducida por el alcaloide

-Deducir el mecanismo de accion de la emetina

o]
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MATERIALES Y METODOS

Compuesto quimico

La emetina (CAS 483-18-1) fue adquirida de la casa comercial SIGMA

(San Luis Missouri,EUA). El compuesto se disolvié en alcohol al 2%.

Pruebas de toxicidad

En experimentos preliminares se determind la toxicidad del alcaloide. Se
encontrd la dosis letal media (LDsp), parametro que se emplea para conocer cual
es la concentracion a la que muere el 50% de los organismos en un periédo de 48
hrs.

Se colocaron 10 individuos adultos en frascos homeopaticos (viales) en un
rango de concentraciones de emetina que iban de 0.5 mM a 50 mM, tomandose
las lecturas del niamero de individuos muertos cada 4 horas, durante 48 hrs. La
prueba se realizd por duplicado. La LDsg resultéd ser la concentracion de 0.5 mM.
Se probaron ademas 2 concentraciones adicionales por debajo de este parametro:
0.125 y 0.250 mM.

Tratamiento
El alcaloide fue probado mediante tratamientos agudos a larvas de 7243 horas de
edad durante 6 hrs (Fig. 7)

12
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Estadio larvario

Huevo 1ero 2do 3ero pupa

24h 48h 72h
Tratamiento

cronico

Subagudo

agudo

Fig. 7. Tipos de tratamientos a larvas de Drosophila melanogaster.
Lineas de Drosophila melanogaster y sistemas de cruza

Se emplearon las siguientes 4 lineas de Drosophila en el ensayo:
(a) una cepa susceptible a pesticidas (IS): 29 w/w (w-white, color de ojos
blanco)ST, 29 y/y (y-yellow, color de cuerpo amarillo) STy 43 y/Y ST.
(b) cepa resistente a pesticidas (IR): @9 wiw HG-R, 99y/y HG-Ry 4J y/Y HG-R
(c) y-f ( f-forked, cerdas acortadas) con cromosoma X en anillo (Xr) susceptible a
pesticidas.

(d) cepa ywf susceptible a pesticidas.
Las cruzas fueron de dos tipos:

(1)La cepa ST-w (%) se cruzd con (5J3) ST-y y la cepa HG-w (?9) se cruzé con
4& HG-y para obtener hembras transheterocigotas (w/w+) (Fig. 8).
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(2)Tanto para (I1S) como para (IR) @9 hembras silvestres se cruzaron con 3J& yf
(Xr) y las €9 de la F1, se cruzaron con 43 ywf para obtener los fenotipos:
QR++(XX), 22yf (XrX), 3&++(XY) y33¥f (XrY) (Fig. 9).

Los cultivos se mantuvieron a 25° C y 60% de humedad.

El marcador para la deteccion de mutacion y recombinacion somatica
empleado fue el que produce color de ojos blanco (w-white).Se encuentra en el
cromosoma X a 1.5 unidades de mapa (X-1.5) (Lindsley y Zimm, 1992).

En las cruzas 1y 2 se emplearon entre 100 hembras virgenes y 50 machos
en frascos lecheros, donde se dejaron durante 3 dias, se sincronizaron durante
6hrs para que ovipositaran las hembras y a las'72+3 hrs se retiraron las larvas,
empleando una solucién de sacarosa al 20% con ayuda de un embudo de
separacion. Después se tomaron aproximadamente 300 larvas para cada
concentracion de emetina y se colocaron en un vial sin fondo, sellado con tela en
un extremo y en el otro con un tapén de esponja. Ei vial se colocéd dentro de un
vaso de precipitado pequefio con la emetina disuelta en etanol al 2%, en las
concentraciones de 0.125 mM, 0.250 mM, 0.5 mM. Las larvas del testigo se
trataron con una solucion de etanol al (2%). Las larvas del testigo y de cada uno
de los tratamientos permanecieron en las soluciones respectivas durante 6 hrs,
pasadas las cuales se transfirieron a frascos lecheros con medio de cultivo hasta
terminar su desarrollo. El analisis de los ojos se realiz6 entre el primer y el 5° dia
despues de la emergencia de los adultos.

Ensayo SMART

Las hembras adultas w/w+ de la cruza 1 y las adultas provenientes de la
cruza 2 fueron anestesiadas con éter etilico. Posteriormente se colocaron en una

solucién de alcohol etilico al 96% (90 partes), Tween 80 (1 parte) y agua destilada



(9 partes). Sobre una platina y con un pincel delgado se detuvieron del abdomen
‘de manera que se fueran observando los diferentes angulos de los ojos. Las
manchas u omatidias afectadas se detectaron bajo un microscopio de diseccion a
120x. Si las manchas estaban separadas por cuatro omatidias entre si se
consider6 que provenian de dos eventos genéticos diferentes.

Para evaluar el efecto genotdxico del compuesto utilizado, se hizo una
distincion entre manchas chicas y grandes (Vogel, 1992; Vogel y Nivard, 1993).
Las chicas tienen de 1 a 2 omatidias afectadas, mientras que las grandes mas de

2. Las manchas totales se obtuvieron sumando las manchas chicas y las grandes.

El porcentaje de manchas por ojo se obtuvo dividiendo el niumero de
manchas (chicas, grandes y totales) entre el numero de ojos analizados
muitiplicado por 100, mientras que para la frecuencia inducida se restd el
porcentaje de manchas totales por ojo de los grupos tratados, del encontrado en
los testigos concurrentes.

Manchas (chicas, grandes y totales)

% manchas por ojo= X 100

# ojos analizados

Frecuencia inducida= % manchas totales - % manchas totales
por ojo de los grupos por ojo de los

tratados testigos concurrentes
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Fig. 8. Cruza 1:
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Fig.9.Cruza 2
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Tratamiento estadistico

Con el fin de evaluar y distinguir si los resultados son positivos, inconcluyentes,
débiles positivos o negativos en pruebas de mutagénesis para Drosophila los
resultados se analizaron mediante la prueba de decision multiple Selby y Olson de
acuerdo con Frei y Wiurgler (1988) en la cual se contrastaron las siguientes
hipotesis:

Hipétesis nula (Ho) que propone que no hay diferencias en las frecuencias de
mutacion entre el testigo concurrente y las series tratadas.

Hipotesis alternativa (HA) que postula que los resultados del tratamiento
incrementaran m veces la frecuencia esponianea.

De acuerdo a lo anterior se tienen las siguientes opciones:

Sila Ho es aceptada yla HA rechazada, el resultado sera negativo

Sila Ho es rechazada y HA aceptads, el resultado es positivo

Sl se rechazan la Ho y la HA, el resultado sera débil positivo

Si se aceptan tanto la. Ho como la HA, el resultado sera inconcluyente (Fig. 10)

Hipdtesis Ha
Aceptada Rechazada
1-p B

Ho Inconcluyente Negativo
aceptada P=(1-a) (1-8) P=(1-a) #

1-a =1-a-f +a = f-ap

Rechazada Positivo Débil positivo
o P=a(1-7) P=of
=o-a 8

Fig. 10. Probabilidad de error (P) para cada uno de los cuatro posibles
diagnosticos (positivo, negativo, débil positivo e inconcluyente) ( Frei y Wurgler
1988).



Los resultados del tratamiento estadistico se confirmaron con la prueba de X*

para proporciones (Kastenbaum y Bowman, 1970), considerando:

Nc = Nimero de ojos analizados en el testigo

Nt = Numero de ojos analizados en la serie tratada
n = numero total de mutaciones

p = proporcion de mutaciones en el testigo

q = proporcién de mutaciones en la serie tfratada

Bajo la Ho.
pc = Nc/Nc+nt) go =Nt/(Nc+Nt)

Donde po ¥ qo representaron los nimeros de mutaciones esperadas en el testigo
y la serie tratada respectivamente.

Bajo la Ha
p> = Nc/(Nc+mNt) g-=Nt/(Nc+mNt)

Donde p= y g= representaron los numeros de mutaciones esperadas bajo Hs: en el

testigo y la serie tratada respectivamente.

Regla de decisién para ambas hipotesis: Si ) experimental > X? (=0.05)(n=1) se

rechaza H, 6 H,, segun sea el caso.



RESULTADOS

Las concentraciones de emetina en los tratamientos agudos fueron 0.5mM,
0.250mM, 0.125mM, los testigo se trataron con el solvente (etanol al 2%).

Cada experimento se realizd con al menos una repeticién, se compararon
los resultados obtenidos en los tres experimentos mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis (paquete estadistico de cémputo, Statistica versién
6.0). No se observaron diferencias significativas entre las repeticiones de cada
experimento (p>0.05) por o cual se procedi6 a la suma de los resultados de los
experimentos respectivos. El analisis de datos se realizé6 mediante la prueba X2
para proporciones.

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos de la cruza1 al
exponer a larvas IS e IR de 7243 hrs de edad a diferentes concentraciones de

emetina.

En las tablas 2 y 3 se muestran los resultados obtenidos con la cruza 2 al
exponer a larvas HG-R y ST respectivamente de 7243 hrs de edad a diferentes’

concentraciones del compuesto.

Cruza 1

En la cepa estandar (IS) la frecuencia espontanea de manchas totales fue
de 6.3%. Las manchas chicas y grandes se presentaron en una proporcion un
poco mayor a 1 (1.18). El tamafo promedio del clon fue de 6.97. En la cepa

Hague-R (IR) la frecuencia espontanea de manchas totales fue de 13.3. Las



manchas chicas y grandes mostraron una relacion de 2 (8.9/4.4). El tamafo

promedio del clon mostré ser de 2.63 (Tabla 1).

El tratamiento agudo con emetina a las larvas de la cruza estandar indujo
una frecuencia total de manchas/ojo de 11.6 en la concentracidon mas baja
(0.125mM) y de 6.4 en la mas alta (0.50mM) resultados que mostraron no ser
estadisticamente significativos al compararlos con el testigo concurrente (Tabla 1).
El tamafo promedio del clon oscild entre 3.44 y 6.3 . La distribucién de manchas
por tamaifio se muestra en la grafica 1. Puede notarse que las manchas chicas (1
a 2 omatidias afectadas) se presentaron en un niumero mayor que las grandes. La
relacion entre manchas chicas y grandes fue de 1.5 en la concentracién mas baja

y de 1 en la mas aita.

El tratamisnto con emetina a las larvas de la cruza resistente a pesticidas
mostré inducir una frecuencia total de manchas (%) de 37 y 29.5 en las
concentraciones de 0.125 y 0.250 mM respectivamente y de 22 en la mas alta. Al
comparar estas frecuencias con el testigo concurrente mostraron ser
estadisticamente significativas las dos primeras (Tabla1). La distribucion de
manchas por tamano se muestra en la grafica 2. Las manchas chicas presentaron
una relacién de 3 veces mayor que las grandes. El tamafio promedio del clon en -

todas las concentraciones fue de alrededor de 3 omatidias afectadas.

La comparacién de la frecuencia de manchas chicas, grandes y totales en
las cepas ST y HG se muestra en la grafica 3. Puede notarse que la contribucion
mas importante al total de manchas se debe a la aportacion de las manchas
chicas.

La frecuencia inducida por la emetina de manchas totales en la cepa ST y
HG se muestra en la grafica 4. La relacion con respecto a la concentracion fue
similar en ambas cepas: mayor en las concentraciones mas bajas y menor en la

mas alta. Esta relacion indirectamente proporcional solo fue significativa en las



concentraciones mas bajas. Esta grafica representa el comportamiento neto de los
genotipos susceptibles y resistentes a pesticidas de la cruza 1, ya que a la
frecuencia total de las series tratadas en las tres concentraciones se le resto la
frecuencia espontanea.

Cruza 2

En la tabla 2 se muestra la distribucién de manchas en los genotipos
portadores de Xs lineal (ST) y de Xs en anillo.

Los genotipos de la cruza 2 ST son los siguientes: @2++XX, 99 yf rXX,
33 ++XY , 43 yf rXY.

En las @¢++XX la frecuencia espontanea de manchas totales para el testigo
concurrente fue de 5 y la proporcion de manchas chicas con respecto a las
grandes de 1.24, mientras que el tamafio promedio del clon resulté ser de 5.5.

La frecuencia de manchas totales fue de 12.49 en la concentracion mas baja y
de 8.03 y 7.89 en las concentraciones intermedias (0.25mM) y alta (0.50mM)
respectivaménie, El tamafno promedio-del clon oscild entre 3.29 y 5.85, mostrando
ser solo la concentracion mas baja significativa,desde el punto de vista estadistico
. La distribucion de manchas por tamafio muestra que la frecuencia de manchas
chicas (1-2 omatidias) es mayor que la frecuencia de manchas grandes (>2
omatidias) (Grafica 5). En la grafica 6 se muestra que el total de las manchas se
debe en mayor medida a las manchas chicas.

En las 2% yf rXX se encontré una frecuencia espontanea de manchas totales
de 18.33, mientras que la relacion de manchas chicas con respecto a las grandes

fue de 4.5 y el tamano de clon en promedio de 2.36 (Tabla 2).

En las series tratadas, la frecuencia total de manchas mas alta fue de 31.61

. en la concentracion de 0.50mM, mientras que para las concentraciones mas baja
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e intermedia fueron de 29.78 y 28.69 respectivamente. El tamafio promedio del
clon oscilé entre 1.18 y 2.65. Desde un punto de vista estadistico las
concentraciones baja y alta mostraron ser significativas (Tabla 2). La distribucion
de manchas en cuanto al tamario indica que las manchas chicas (1 a 2 omatidias)
son proporcionalmente mas frecuentes que las manchas grandes (>2 omatidias)
(Grafica 7).

La grafica 8 muestra que la frecuencia de manchas chicas al total de las
manchas es la contribucidon mas importante al efecto observado.

En el fenotipo & ++XY la frecuencia total espontanea de manchas fue de
5.42, la proporcion de manchas chicas en comparacion con las grandes es de 3.4
y el tamano promedio del clon fue de 2.45 (Tabla 2).

La frecuencia total de manchas mas alta resultd ser la de 0.125mM con
8.82% y de 7.82% y 6.45% para las concentraciones de 0.25 y 0.50mM
respectivamente. El tamafo promedio del clon varié entre 2.1 y 3.16. Desde el
punto de vista estadistico ninguna de las tres concentraciones resultd ser
significativa (Tabla 2). La distribucién de manchas por tamaro indica que la
frecuencia de manchas chicas (1-2 omatidias) es mayor que la de manchas
grandes (>2 omatidias) (Grafica 9).

En la grafica 10 las manchas chicas muestran una relacion inversamente
proporcional a la concentracion, al igual que el comportamiento de las manchas
totales . Por otro lado los valores mas altos son los de las manchas chicas.

Para el genotipo dd yf rXY la frecuencia espontanea de manchas totales
fue de 7.54, la relacion de manchas chicas con respecto a las manchas grandes

fue de 7.02, mientras que el tamano promedio del clon fue de 2.5 (Tabla 2).

El valor de la frecuencia total de manchas fue de 30 en la concentracion
mas baja, 12.67 en la intermedia 0.25mM y 14.04 en la concentracion mas alta.



Mientras que el valor para las 2 concentraciones del tamafo promedio del clon
fue de 2. Dos de las concentraciones fueron estadisticamente significativas (Tabla
2). La distribucion de manchas por tamafio muestra que la frecuencia de manchas
chicas (1 a 2 omatidias) es mayor en gran proporcion que las manchas grandes

(>2 omatidias), principalmente en la concentracion mas baja (Grafica 11).

En amplio rango podemos observar en la grafica 12 que los valores que

mas influyen en la frecuencia de manchas totales son los de las manchas chicas.

En la grafica 13 se observa la frecuencia inducida de manchas fotales
comparando los 4 fenotipos de la cruza 2ST. Se muestra que los portadores de
cromosoma circular presentan mayor respuesta que los genotipos con cromosoma
en varilla: 11.45 en hembras y 22.46 en machos en la concentracion de 0.125mM
respectivamente. La frecuencia de pérdida dei cromosoma X en anillo de 6.5%
encontrada en la concentracibn mas alta, es también estadisticamente
significativa. De igual manera las hembras muestran el mismo tipo de respuesta
estadisticamente significativa con porcentajes de 11.45% y 13.28% en la
concentracion mas baja y mas alta respectivamente. Por el contrario los genotipos
con cromosomas en varilla presentan las frecuencias mas bajas y solo una,
0.125mM en hembras, es estadisticamente significativa. Respecto a2 su
comportamiento, los dos genotipos presentan mayor frecuencia en la
concentracion de 0.125 mM y en la concentracion intermedia, mientras la mas alta
disminuye por lo que la frecuencia es inversamente proporcional a la
concentracion. Esta grafica nos proporciona el comportamiento neto de los 4
genotipos de la cruza 2, cepa ST, ya las a las frecuencias totales de mutacién para
cada concentracion se le restaron las frecuencias espontaneas de los testigos

correspondientes.

En la tabla 3 se concentran los resultados de la distribucién de manchas en

los genotipos portadores de Xs lineal (HG) y de Xs en anillo.
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Los genotipos de esta cruza son los mismos que los de la cruza 2 ST.

En las @ @++XX, la frecuencia espontanea de manchas totales fue de 6.46,
la proporcién de manchas chicas y grandes fue de 2.09 y el tamafio promedio del
clon de 3.2 omatidias afectadas (Tabla 3)

Para las series tratadas, el compuesto indujo una frecuencia total de
manchas de 21.56% para la concentracion de 0.50mM, mayor que las otras dos
concentraciones, de 15.8 y 9.09 en las concentraciones de 0.125 y 0.25mM
respectivamente. Las concentraciones de 0.125 y 0.50 mostraron ser
estadisticamente representativas. El tamafio promedio del clon no rebasé los
limites de 2.67 y 3.53 (Tabla 3). La distribucién de manchas por tamario revela que
la frecuencia de manchas chicas (1 a 2 omatidias) es mayor, especialmente en las
concentraciones de 0.125 y 0.50 mM que las manchas grandes (>2 omatidias)
(Gréfica 14). En la grafica 15, se muestra que la frecuencia que mas aporta al tota!
de ias manchas es la de (1 a 2 omatidias afectadas).

En las 99 yf rXX, la frecuencia espontanea de manchas totales es de
11.98, la proporcion de manchas chicas y grandes es de 8.66 y el tamafio
promedio del clon es de 2.06. (Tabla 3).

En cuanto a las concentraciones, de la que se tuvo mayor respuesta fue la
de 0.125mM con 14.48% en la mas alta 0.50 la respuesta fue de 9.19% y por
titimo la concentracién intermedia fue de 7.09%. Estos valores, desde el punto de
vista estadistico no indican que la emetina tenga actividad positiva en este
genotipo (Tabla 3). El tamafio promedio del clon oscilé entre 2.44 y 3.25. La
distribucion de manchas por tamafo indica que las manchas chicas (1 a 2
omatidias) son mucho mas frecuentes que la suma de las otras categorias de
manchas (Grafica 16). Las barras de frecuencias de manchas chicas son casi
igual a las de las manchas totales (Grafica 17).



En las series HG con genotipo 44 ++XY, la frecuencia espontanea de
manchas totaies fue de 8.52, la proporcion de manchas chicas y grandes fue un
poco mas de 3 veces (3.11) y los clones en promedio fueron de 2.37 omatidias
afectadas (Tabla 3).

Para las series tratadas, el porcentaje mas alto en cuanto a frecuencias fue
el de 15.41% de la concentracién intermedia, le sigui6 el de la concentracion baja
con 11.9% y por ultimo el de la concentracion de [0.50] con 9.74%. El valor mas
pequefo y mas grande de tamafio promedio del clon fue de 1.9 y 2.8 omatidias
afectadas, ninguna de las tres concentraciones es estadisticamente significativa
(Tabla 3).

La distribucion de manchas por tamaiio nos indica que las manchas chicas
. Son en gran proporcion mayores que las manchas grandes (Grafica 18). En cuanto
a la frecuencia de manchas chicas y grandes, las primeras juegan un papei
predominante en la produccion de las totales (Grafica 19).

Ei genotipo & yf rXY muestra una frecuencia espontanea de manchas
totales de 10.92, un tamano promedio del clon de 2.11 y la proporcién de manchas
chicas con respecto a las grandes es de 5.5 (Tabla 3).

La concentracion mas baja del tratamiento de la cruza 2HG, fue la que
indujo una respuesta mayor. Sin embargo ninguna de las tres concentraciones
mostré inducir de forma significativa pérdida de cromosoma X en anillo en los
machos. El tamafo promedio del clon oscilé entre 1.73 y 2.44 (Tabla 3). La
distribucion de manchas por tamafio muestra una diferencia muy grande vy la
mayoria son manchas chicas (1 a 2 omatidias) (Grafica 20).

La grafica 21 evidencia que ias manchas chicas contribuyen en gran
medida a la totalidad de las manchas. Aunque los resultados no son significativos

se observa una respuesta indirectamente proporcional a la concentracion.



La frecuencia inducida de manchas totales, cruza 2 HG se presenta en la
grafica 22.

De los 4 genotipos solamente uno de ellos (Hembras ++XX), en dos
concentraciones los resultados muestran ser estadisticamente significativas,
(0.125 con 9.34 % y 0.50mM con 15.13%).

Todas las demas concentraciones en los otros genotipos presentan una
respuesta negativa. Ninguno de los genotipos presenta el mismo tipo de
comportamiento. Asi, por ejemplo machos que portan cromosoma en varilla
presentan un pico de actividad en la concentracion intermedia respuesta que es
diferente al genotipo correspondiente en las hembras (XX). En los organismos
que portan un cromosoma en anillo disminuye la respuesta conforme aumenta la
concentracién, aunque los machos XrY mostraron ser mas susceptibles que las
hembras XrX. Sin embargo en ambos genotipos la respuesta llegd a cero en la
concentracion mas alta. Esta grafica nos muestra el comportamiento neto de cada
genotipo, ya que a cada frecuencia total de manchas por concentracion se le resté

la frecuencia espontanea.

En la grafica 23 se muestra la frecuencia inducida de manchas totales en
las hembras HG y ST de la cruza 2. Como se puede observar, éstas presentan un
comportamiento similar, la induccion de recombinacion mitotica (QQ XX) fue
significativa en la cruza ST y HG, pero solamente en la cepa HG resulté ser

positiva en la concentracion mas alta. La pérdida del cromosoma en anillo,

(R XrX) mostro ser solamente significativa en la cepa ST.

En la grafica 24 se muestran las frecuencias inducidas de manchas totales
en machos ST y HG-R. Puede notarse que en los machos que portan el
cromosoma en varilla (XY) en ambas cruzas (ST y HG) la respuesta es similar en
las concentraciones mas baja (0.125mM) y mas alta (0.50mM), con un ligero
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incremento en la cepa HG en la concentracion intermedia (0.250mM); sin
embargo, ninguna de ellas fue estadisticamente significativa. En los machos que
portan el cromosoma en anillo (XrY) la respuesta fue diferente: mientras que en la
cepa HG los resultados son estadisticamente no significativos, en la cepa ST la
respuesta fue positiva en las concentraciones mas baja y mas alta.



Discusion

El objetivo general de este trabajo fue el de evaluar el efecto genotdxico
inducido por la emetina, mediante el ensayo somatico w/w+, empleando tanto el
sistema convencional como de recombinacion mitética y de pérdida de un

cromosoma X en anillo (medida de clastogenicidad) (Vogel y Nivard, 1999).

Los estudios realizados en Salmonella typhimurium y en Escherichia coli,
mostraron que la emetina es mutagénica en estos organismos (Espinosa-Aguirre
et al. 1994) y ademas citotoxica en Amoeba proteus (Schenkel et al. 1996); sin
embargo, las conclusiones obtenidas con estos organismos de prueba deben ser
confirmadas en organismos pluricelulares, con metabolismo similar al del ser
humano y en este sentido Drosophila melanogaster cumple con diferentes
ventajas para ser empleada en dicha valoracion (Vogel y Sobels, 1976). Por ello
parecio una atractiva idea el estudiar los posibles efectos genotéxicos inducidos -
por la emetina en Drosophila y determinar si el alcaloide requiere ser
biotransformado, es decir, si es de accion directa o indirecta, objetivo particular
que se alcanza al comparar la respuesta en las cepas ST y HG (cruza 1). Asi
mismo, se valord con un sistema de cruzas apropiado (cruza 2) si la emetina es
capaz de inducir simultaneamente recombinacién mitética y pérdida del

cromosoma X en anillo.

Los resultados obtenidos en la cruza 1 muestran que la relacion entre la
dosis de la emetina y la induccion de dafio genético es inversamente proporcional
(Gréafica 4). En este ensayo, el alcaloide mostré ser activo solamente en la cepa
HG (Tabla 1).

Aunque la cepa ST expresa de manera basal a los citocromos P450 es

notable que la respuesta encontrada en la cepa HG se deba a la sobreexpresion
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constitutiva de los genes de la superfamilia CYP6 (Rodriguez-Arnaiz, 2003) que
participan tanto en la resistencia a pesticidas (Daborn et al., 2002) como en la
biotransformacion de compuestos xenobiéticos (Saner et al., 1996). La emetina es
metabolizada en el higado humano, reaccion que produce al metabolito intermedio
cefalina (Fig. 2) y que es mediada por CYP3A4 (Asano et al., 2001). Se ha
mostrado que los genes de la subfamilia CYP6 de Drosophila son semejantes a
los de la subfamilia CYP3 de los seres humanos (Aoyama et al., 1989) por lo que
la respuesta encontrada en la cepa HG podria deberse a la biotransformacién
mediada por CYPG6.

Los eventos genéticos que pueden producir una mancha blanca en el
ensayo w/w+ son: recombinacion mitética, mutacién puntual, delecién y pérdida
cromatidica (Fig. 5), sin embargo, se sabe que la mayoria de las manchas
blancas provienen de recombinacién mitética (Vogel y Szakmary, 1990) por lo que
el efecto positivo inducido por la emetina en la cepa HG puede deberse casi

exclusivamente a recombinacion (Grafica 4).

En células somaticas, |la pérdida del cromosoma en anillo puede resultar
tanto del rompimiento del mismo como de la induccién de Intercambio de
Cromatidas Hermanas (SCEs). Ademas en células XrX (cruza 2, Fig. 6), el
intercambio de informacion genética entre X y el cromosoma en varilla en la
heterocromatina, la pérdida del cromosoma dicéntrico y la muerte de las células
rX/O podria producir una mancha blanca; otra causa para la pérdida del
cromosoma X (rX) pudo ser la no disyuncion, resultando una aneuploidia (Vogel y
Nivard, 1999). Este veneno mitético débil (clones no mayores de tres veces a los
testigo concurrente) se asocia con citotoxicidad. Por ota parte, redujo la
sobrevivencia en larvas de 72 hrs de edad (3er estadio) después del tratamiento

en algunos genotipos en la cruza 2 ST.

Uno de los principales aspectos de este estudio ha sido el conocer si la

emetina es recombinogénica o si induce preferentemente la pérdida del
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cromosoma X en anillo lo cual puede ser analizado a través de la induccion de

manchas blancas en los 4 fenotipos que se obtienen en la cruza 2.

a) Hembras XX, recombinacion intergénica
b) Hembras XrX, pérdida de cromosoma circular
¢) Machos XY, recombinacion intragénica

d) Machos XrY, pérdida de cromosoma circular

Los experimentos en larvas de 72+3 hrs de edad fueron adecuados, ya que
en cualquiera de los genotipos (XrX, XrY), la pérdida del cromosoma X actla
como un letal, o sea que tales clones sucumben a la competencia celular, puesto
que la pérdida del cromosoma X en anillo (rX), si se induce en las células
preomatidiales del 3er estadio larval, generan clones viables en forma de

pequefias manchas blancas en el ojo adulto (Vogel y Nivard, 1999).

Los resultados obtenidos con la emetina en la cruza ST muestran que
induce preferentemente pérdida del cromosoma en anillo puesto que de los 4
genotipos la respuesta es significativa en los organismos que portan cromosoma
en anillc y, positiva solamente en las hembras que portan cromosoma en varilla
(XX) (Grafica 13).

Cuatro de los siete tamafios de clase se presentaron en nimeros muy bajos
y aproximadamente el 80% de todas las manchas afectadas fueron solo de 1 a 2
omatidias y cerca del 8% fueron manchas de 3 a 4 células. Este efecto era el
esperado, ya que no hay mas de 2 6 3 divisiones mitéticas entre la exposicién al
compuesto y la formacién de manchas visibles blancas (Becker, 1976).

La respuesta de la cepa ST en la cruza 2 con respecto a la induccion de
recombinacion mitética intergénica (XX) mostré nuevamente ser inversamente

proporcional a la dosis y solamente fue significativa en la dosis mas baja (Tabla 2)



activacion mediada por los citocromo P450 que se expresa de forma basal. La
emetina no indujo recombinacion intragénica en los machos que portan el

cromosoma X en varilla {XY) (Grafica 13).

En la cruza 2 con la cepa HG la respuesta fue claramente recombinogénica
(Tabla 3). Es probable que a concentraciones bajas el alcaloide fuese activado
hacia un metabolito intermedio (cefalina) reactivo. En la dosis intermedia,
probablemente se establecid una competencia entre la activacion y la
desintoxicacion y en la dosis mas alta la sobreexpresion constitutiva de CYP6 fue
la responsable de la respuesta encontrada (Grafica 22). La respuesta de esta
cruza en cuanto a la induccion de pérdida del cromosoma X en anillo fue negativa.

La deteccion simultanea de recombinacion mitotica y pérdida de
cromosoma X en anillo permite establecer los mecanismos de accion de los
compuestos xenobidticos.

El empleo de este ensayo para valorar la genotoxicidad inducida por la
emetina permitio establecer que el alcaloide induce tanto recombinacion
intergénica (¥ ¢ XX) en la cepa HG como pérdida del cromosoma X en anillo en la
cepa ST (¥ @ XrX) (Grafica 25). Asimismo, la recombinacién intragénica no fue
inducida (4 XY) en ninguna de las cepas (Grafica 24) y nuevamente la pérdida
del cromosoma X en anillo en los machos provenientes de la cruza ST fue

positiva.

Por lo tanto, el empleo de las dos cepas (estandar y resistente a pesticidas)
en los dos ensayos w/w+ (tradicional y el aqui reportado) que miden tanto la
recombinacion mitotica como las aneuploidias permitio establecer el mecanismo

de accion de la emetina y el espectro de efectos genéticos inducidos.



CONCLUSIONES

De acuerdo con los resuitados obtenidos se puede considerar que:
(1) La curva dosis-respuesta es inversamente proporcional.
(2) Es muy probable que la emetina sea de accion indirecta, ya que en la cruza 1
la cepa HG-R presenta una respuesta positiva en la frecuencia inducida de
manchas totales, respuesta que es negativa en la cepa ST. La biotransformacion
del compuesto es probablemente debida a la expresion constitutiva de los genes
que codifican para los citocromos P450 de la familia 6.
(3) En la cruza que valora simultaneamente la ipduccién de recombinacion mitética
y pérdida del cromosoma X en anillo (cruza 2), la respuesta depende del genotipo
del los progenitores.
(4) En la cepa heterocigota que porta un cromosoma X en anillo y cromosomas
estandar (ST) ia emetina indujo recombinacion mitoética (¢ ¢ XX) solamente en la
concentracion mas baja. La pérdida del cromosoma en anillo fue inducida de
forma consistente tanto en @9 XrX como en & XrY.
(5) En la cepa heterocigota XrX-HG el alcaloide solamente produjo recombinacion
mitotica en las @9 XX, efecto que es similar al observado en el ensayo tradicional
w/w+ (cruza 1).
(6) La emetina es probablemente biotransformada hacia un metabolito intermedio
muy reactivo que induce recombinacion mitética; la pérdida del cromosoma X en
anillo inducida solamente en la cruza ST probablemente se debe a un evento

clastogénico de accion directa.
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Tabla 1. Distribucion de manchas chicas (1-2 omatidias), grandes(>2 omatidias) v totales,
tamafio promedio del clon y clones por 10 células

inducidos por emetina en el ensayo wiw+ de Drosophila melanogaster. Cruza 1.
Genotipos I1S(ST) e IR(HG-R)

Geno- Concentra- N®de  Distribucion de las manchas (tamafio) Manchas por 100 Tamafo Clones Acti-
ojos
tipo cion (mM) Qjos 1-2 3-4 5-8 916 17-32 23364 >64 TOTAL Chicas  Grandes TOTAL promedic por 10" vidad
) >2 delclén  células
ST testigo 558 19 5 5 3 1 2 35 3.4 29 6.3 6.97 10.92
ST 0.125 500 35 13 9 1 58 I 46 11.6 3.56 10.32 =
ST 0.25 500 33 13 6 3 1 56 6.6 46 112 3.44 963 -
ST 0.5 424 14 6 3 2 1 1 27 3.3 34 6.4 6.3 10.02 =
HG testigo 526 47 19 4 70 8.9 4.4 133 2.63 8.75
HG 0.125 504 148 25 8 4 2 187 294 T arA 3.14 29.12 +++
HG 0.25 716 158 3 14 4 3 1 21 el 7.4 29.5 3.22 23.72 +++
HG 05 492 82 18 6 3 109 16.7 5.5 222 2.75 15.13 3
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Grafica 1. Distribucién del tamafio de manchas inducida por emetina en el ensayo w/w+ en
Drosophila melanogaster, Cruza 1. Cepa ST.
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Grafica 2. Distribucion del tamafo de manchas inducida por la emetina en el ensayo w/w+
en Drosophila melanogaster. Cruza 1. Cepa HG.
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Gréafica 3. Manchas chicas, grandes y totales/100 ojos, inducidas por la emetina en el
ensayo somatico w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 1.
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Grafica 4. Frecuencia inducida de manchas totales por emetina en el ensayo
w/w+ en Drosophila melanogaster. Cruza 1. Cepas ST y HG.
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Tabla 2. Distribucion de manchas en los genotipos
portadores de Xs lineal (ST+) y de Xs en anillo

Genotipo/ N°®de Distribucion Manchas por 100 Tamafo Clones
ojos de manchas ojos
Concentra 1-2 34 5-8 9-16 17-32 33-64 >64 TOTAL Chicas Grandes TOTAL promedio por 10*
cion
(mM) ) 1-2 >2 del cléon células
-4 ';’.""'.' XX
Testigo 306 10 2 2 2 2 18 3.27 2.63 5 5.55 8.16
0.125 384 34 10 3 1 48 8.85 3.64 12.49 3.43 10.71
0.25 386 23 4 1 2 1 3 5.96 2.07 8.03 3.29 6.6
0.5 342 21 2 2 1 1 27" 6.14 1.75 7.89 5.85 11.54
22 yf rXX
Testigo 180 27 5 1 33 15 3.33 18.33 2.36 10.81
0.125 356 989 6 1 106 27.81 1.97 29.78 2.24 16.67
0.25 134 141 8 1 1 39 27.94 0.75 28.69 1.18 8.59
0.5 310 89 7 1 1 98 28.71 29 31.61 2.65 20.94
38 ++ XY
Testigo 406 17 4 1 22 4.19 1.23 5.42 2.45 3.31
0.125 408 31 3 2 36 76 1.22 8.82 2.1 463
0.25 396 21 5 4 1 3 5.3 2.52 7.82 3.16 6.18
0.5 310 15 2 2 1 20 4.84 1.61 6.45 27 4.35
48 yf rXY
Testigo 106 7 1 8 6.6 0.94 7.54 25 4.71
0.125 326 8 9 4 1 99 26.07 4.29 30 2.35 17.84
0.25 142 113 11 5 1 18 11.97 0.7 12.67 2.1 6.87
0.5 292 36 4 1 41 1233 . 171 14.04 2.58 9.05

59

Actividad



Nimero de manchas

35

30

25

20

16—

10

Grafica 5. Distribucién de manchas por tamano inducida por emetina en el
ensayo w/w+ en Drosophila melanogaster. Cruza 2 ST. Hembras ++ XX,
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Grafica 6. Manchas chicas, grandes y totales/100 ojos, inducidas por la emetina en el
ensayo somatico w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2 ST. Hembras ++ XX.
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Grafica 7. Distribuciéon del tamafio de manchas inducida por la emetina en el
ensayo w/w+ en Drosophila melanogaster. Cruza 2 ST. Hembras yf rxX
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Grafica 8. Manchas chicas, grandes y totales/100 ojos, inducidas por la
emetina en el ensayo somatico w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2
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Grafica 9. Distribucion de manchas por tamaiio inducida por emetina en el
ensayo w/w+ en Drosophila melanogaster. Cruza 2 ST. Machos ++ XY.
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Grafica 10. Manchas chicas, grandes y totales/100 ojos, inducidas por la emetina en el
ensayo somatico wvA+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2 ST. Machos ++ XY.
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Grafica 11. Distribucion del tamafo de manchas inducida por la emetina en el
ensayo w/w+ en Drosophila melanogaster. Cruza 2 ST. Machos yf rXY.

90
80—
70—
60 -
50— o S
- Ocontrol
40 - m0.125
B W0.25
@05
30
20
10 &
0.5
0 0.25
0.125
5-8
9-16 T control
Tamaio de manchas S5:08 '

b ot Concentracion (mM)



Grafica 12. Manchas chicas, grandes y totales/100 ojos, inducidas por la emetina en el
ensayo somatico ww+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2 ST. Machos yf rXY.
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Grafica 13. Frecuencia inducida de manchas totales por la emetina en el
ensayo w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2 ST.
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Tabla 3. Distribuciéon de manchas en los genotipos pertadores
de Xs lineal (HG+) y de Xs en anillo

Genotipo/ Node Distribucion de Manchas por Tamano Clones
ojos manchas 100 ojos
Concentraci 1-2 3-4 5-8 916 17-32 33-64 TOTAL Chicas Grand TOTAL promedio por 10*
n es

?mM} 1-2 >2 del clén  células

S XX
Testigo 526 23 5 4 2 34 4.37 2.09 6.46 3.2 5.17
0.125 538 70 10 3 2 85 13 2.79 15.8 2.67 10.5
0.25 330 25 2 2 1 30 7.58 1.51 9.09 2.8 6.36
0.5 454 66 18 9 3 1 1 98 14.5 7.05 21.6 3.53 19.1

29 yf rXX
Testigo 242 26 3 29 10.7 1.24 12 2.06 6.17
0.125 214 25 4 1 1 31 1.7 28 14.5 3.25 1.8
025 254 15 2 1 18 5.9 1.19 7.09 27 4.78
0.5 272 23 1 1 25 8.46 0.73 9.19 2.44 5.6

A8 ++ XY
Testigo 434 28 6 3 37 6.45 2.07 8.52 2.37 5.05
0.125 462 49 5 1 55 10.6 1.3 11.9 1.9 5.65
0.25 292 38 5 1 1 45 13 24 15.4 2.8 10.8
0.5 462 40 3 2 45 9.26 1.16 9.74 2.06 5.01

44 yf rXY
Testigo 238 22 4 26 9.24 1.68 10.9 2.11 5.76
0.125 186 28 4 2 34 15 3.22 18.3 2.44 11.2
0.25 274 33 11 1 45 12 4.38 16.4 2.37 9.37
0.5 246 14 | | 15 5.69 0.41 6.1 1.73 2.65
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Grafica 14. Distribucion de manchas

por tamaio inducida por emetina en el

ensayo w/w+ en Drosophila melanogaster. Cruza 2 HG. Hembras ++ XX.
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Grafica 15. Manchas chicas, grandes y totales/100 ojos, inducidas por la emetina en el
ensayo somatico w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2 HG. Hembras ++ XX.
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Grafica 16. Distribucién del tamaiio de manchas inducida por emetina en el ensayo
w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2 HG. Hembras yf rXX.
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Gréafica 17. Manchas chicas, grandes, grandes y totales/100 ojos, inducidas por la emetina
en el ensayo somatico w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2 HG. Hembras yf rXX
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Gréfica 18. Distribucién de manchas por tamaiio inducida por emetina en el ensayo
w/w+ en Drosophila melanogaster. Cruza 2 HG. Machos ++ XY
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Grafica 19. Manchas chicas, grandes y totales/100 ojos, inducidas por la
emetina en el ensayo somatico w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2
HG. Machos ++ XY.
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Namerc de manchas

Gréfica 20. Distribucién del tamafo de manchas inducida por la emetina
en el ensayo w/w+ en Drosophila melanogaster. Cruza 2 HG. Machos yf
rXY.
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Grafica 21. Manchas chicas, grandes y totales/100 ojos, Inducidas por la
emetina en el ensayo somatico w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2
HG. Machos yf XrY.
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Grafica 22. Frecuencia inducida de manchas totales por la emetina en el

ensayo w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2 HG.
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Grafica 23. Frecuencia inducida de manchas totales por la emetina en el
ensayo w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2. Hembras HG y ST.
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Grafica 24. Frecuencia inducida de manchas totales por la emetina en el ensayo
w/w+ de Drosophila melanogaster. Cruza 2. Machos HG y ST.
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