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RESUMEN

La adaptacion de los organismos a su ambiente es el resultado de la diversificacién en la
capacidad para transformar moléculas complejas en otras mas simples que pueden ser
utilizadas o eliminadas de forma mas eficiente. La exposicién a sustancias extrafias al
metabolismo, implica un reto importante en el que la dotacién genética y la intensidad de la
exposicion son factores cruciales. En insectos, el estudio de la resistencia a algunos
insecticidas ha servido para comprender algunas estrategias involucradas en la respuesta de
toxicidad. La resistencia es la capacidad que presentan algunos organismos para sobrevivir
a niveles de concentracion que resultan letales para la fraccion susceptible de una poblacién
expuesta. Se han identificado numerosas enzimas que participan en la respuesta hacia
compuestos téxicos y la actividad de algunas ha sido relacionada con la exposicion a
compuestos particulares.

La Azida de Sodio (NaN3z), es ampliamente utilizada en la industria quimica para estabilizar
reacciones de sintesis de diversos compuestos. ES una sustancia que reacciona con
especies reactivas de oxigeno, especificamente se le ha clasificado como un atrapador de
oxigeno singulete. Existe controversia en el diagnéstico de la capacidad mutagénica de la
NaN; o mas propiamente del metabolito azidoalanina el cual es producido por la O-acetil
serina sulfidrilasa (OASS) ya que aungue induce rompimientos de cromosomas en sistemas
vegetales y es un potente mutdgeno para sistemas bacterianos (+S9), su actividad
genotdxica en cultivos animales es ambigua. Aunque en Drosophila melanogaster se ha
detectado la presencia de la OASS, el tratamiento con NaN; resulta en una débil induccién
de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo; pero en células somaticas de las alas
induce manchas mutantes por actividad recombinogénica (p < 0.05). En este organismo
también ha sido evidente que existe heterogeneidad en la respuesta a la exposicién a NaNs,

especialmente a concentraciones altas. La tolerancia a altas concentraciones de NaN; podria



estar asociada a incapacidad para producir al metabolito reactivo o a una mayor capacidad
de desintoxicacion.

El objetivo de esta tesis fue aislar organismos resistentes a la NaN; en cepas de Drosophila
melanogaster y comparar el indice de sobrevivencia de moscas seleccionadas y no
seleccionadas. Como objetivos particulares se plante6 comprobar si la seleccién modifica la
respuesta de genotoxicidad inducida por la NaN;z y por el promutageno N-nitrosodimetilamina
(NDMA) mediante el ensayo de mutacién y recombinacién somatica (SMART)

En la primera parte del trabajo se realizé la seleccion de dos cepas que se utilizan para la
evaluacion de mutacién y recombinacion somatica en células de las alas de Drosophila
(cepas flr y mwh). Los organismos se cultivaron en presencia de NaN;z; [0.001 mM,
concentracion inicial]. La seleccién progresiva se realiz6 incrementando la concentracion de
NaN; azida en el medio de cultivo. Actualmente los cultivos de las dos cepas (flr y mwh) se
mantienen a una concentracién de 0.1 mM para la generacién Fi5,. De forma paralela se
mantuvieron por separado a las dos cepas (fir y mwh) en medio sin azida como cepas
testigo. En una segunda etapa, se comparo el efecto de la exposicion subcrénica a la NaNs
[0.75 mM] o a agua destilada en organismos seleccionados (s) y no seleccionados (ns)
utilizando cuatro tipos de cruzas (el primer término corresponde a las hembras): a) ns x ns,
b) sxns, ¢) ns x sy d) s xs. No se observaron diferencias entre la progenie recobrada de los
lotes testigo pero la frecuencia de mutacién y recombinacién soméatica se incrementd, en el
siguiente orden: NS X S > NS X NS = S X S > S X NS. La respuesta mas homogénea se recobré
en la cruza s x s. En la F47 se realiz6 la misma prueba pero ahora utilizando NDMA [10 mM].
Nuevamente las moscas de la cruza s x s mostraron una respuesta mas homogénea. La
induccién de mutacién y recombinacion somatica en las cuatro cruzas fue: sxns >ns xns = s
X S > ns x s. Esta estrategia se repitié en la Fg;, pero utilizando una concentracién menor de

la NDMA [5 mM] para confirmar si las diferencias entre las cruzas se mantenian. La



frecuencia de mutacion y recombinacion sométicas siguié el orden: ns X s > ns x ns = s X NS
= s x s. En el tratamiento con NDMA en la F47, el nmero de manchas por mosca fue similar
en las cuatro cruzas pero en la Fg;, el nimero de manchas por mosca fue menor y mas
homogéneo en la progenie de la cruza s x s. En ambos tratamientos, el tamafio de las
manchas mutantes fue menor en las moscas de la cruza s x s. Si bien los tratamientos con
NaN; y NDMA se realizaron en generaciones diferentes, los resultados obtenidos apoyan la
propuesta de que la resistencia a la NaN; tiene una base genética. Esta resistencia se
manifiesta ademas en una capacidad metabdlica diferencial hacia el promutageno NDMA. Se
requiere avanzar en la determinacién de los niveles constitutivos e inducibles de las
principales enzimas que participan en la respuesta a la accion de genotéxicos. Por otra
parte, es necesario determinar la actividad de la O-acetil serina sulfidrilasa en las moscas
seleccionadas. De esta manera se avanzara en la comprension del mecanismo de accion de

la NaN; como mutageno o veneno metabdlico.



INTRODUCCION

La adaptacion de los organismos a su ambiente es el resultado, entre otros
factores, de la diversificacion en la capacidad para transformar moléculas
complejas en otras mas simples, ya sea para utilizarlas como fuente de energia o
para evitar efectos de toxicidad para el organismo. En mamiferos, la
biotransformacion o cambio en la estructura quimica de un compuesto ocurre en
tejidos y 6rganos especializados como el intestino, pulmones, rifiones, piel e
higado; en insectos, los cuerpos grasos tienen también participacién importante en
la formacion de moléculas mas simples (Klaassen, 1975; Goodman, 1990) (Fig. 1).
En términos generales, el proceso de biotransformacién de xenobidticos incluye
dos fases denominadas | y Il. En la |, reacciones como oxidacién, reduccion e
hidrdlisis modifican a las moléculas catalizando la formacién de grupos reactivos
como OH, NH,, COOH o SH en ellas. Por otra parte, las reacciones de la Il forman
conjugados entre el agente quimico ambiental y sustancias endégenas como
glicina, cisteina, glutation (GSH), acido glucorénico, sulfatos y otros compuestos
solubles en agua. Con frecuencia, los xenobiéticos sufren de manera sucesiva
reacciones de fase | y Il, aunque algunos soélo son modificados por reacciones de
una fase. Por ejemplo, un compuesto extrano lipofilico sera oxidado de manera
que un grupo funcional (hidroxilo) es formado en la molécula, posteriormente este
grupo funcional es acoplado por las enzimas de conjugacién a una molécula polar
facilitando su excrecion (Cuadro 1) (Bac, 1971; Timbrell, 1989; Manahan, 1991;

Feyereisen, 1993; Saner et al., 1996; Le Goff et al., 2006).



Exposicién del organismo a xenobiédticos
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Fig. 1 Mecanismos de desintoxicacion de agentes xenobioticos

(Vermeulen, 1996)



Cuadro 1 Principales reacciones de biotransformacion de algunos xenobidticos en
las diferentes fases del metabolismo (Chang et al., 1996)

Reaccion Enzima Sustrato
Fase |
Oxidacion Oxidasas de funcién mixta Alcanos, alquenos,
arenos, aminas
Oxidacién Alcohol deshidrogenasas Alcoholes
Reduccion Oxidasas de funcion mixta Grupos azo y nitro
Hidrélisis Esterasas Esteres

Fase II- Conjuacion con:

Agua Epoxico-hidrolasa Epoxidos

Glutation Glutation-transferasas Electrofilicos

Acido glucurénico Glucoronil-transferasas Fenoles, tioles,
aminas

Acido acético (Acetil- N-acetiltransferasas Aminas

CoA)

Generalmente, los niveles constitutivos de estas vias metabdlicas son suficientes
para eliminar pequefias cantidades de toxinas naturales y sintéticas relacionadas
con el ambiente en el que se desarrolla el organismo, pero pueden ser
insuficientes para enfrentar cambios drasticos en los niveles alcanzados,

constituyendo un riesgo para los seres vivos incluyendo a los seres humanos al



provocar efectos adversos (Cassaret, 1975; Albert, 1988; Scott, 2001; Wilson,
2001).

Los cambios drasticos en las condiciones ambientales o la introduccion de
sustancias extrafas (xenobidticos) producen efectos evaluables; por ejemplo, del
tipo de interaccidn que se establezca entre el xenobidtico y el ambiente dependera
la cantidad o la dosis de éste disponible para la biota. En otro enfoque, el sitio de
accién del xenobidtico, con las proteinas y el material genético, mostrara cambios
que desencadenaran efectos en niveles superiores de la organizacion bioldgica.
Asi, la exposicion de los organismos a sustancias extrafias a su metabolismo
implica un reto importante en el que la dotaciéon genética de éstos y la intensidad
de la exposicion son factores cruciales (Zijlstra, 1984, 1987; Lippmann, 1992;
Scott, 1995; PefAa et al, 2001).

Los componentes de cada uno de los principales sistemas enzimaticos:
monooxigenasas dependientes de Citocromo P450, esterasas no especificas y
glutation S-transferasas (GST) pueden sufrir diversos eventos mutagénicos, los
cuales resultan en alteraciones en la capacidad para desintoxicar xenobidticos.
Muchas poblaciones de insectos muestran una marcada habilidad metabdlica
debida a la sobreexpresion alcanzada por aumento en la tasa de trascripcion de
genes que confieren al organismo mayor capacidad de desintoxicacién (Cuadro 2).
Este incremento es comunmente alcanzado por la sobreexpresion transcripcional
de genes CYP450 y por otras enzimas como GST o por amplificacion de genes de
enzimas hidrofilicas (Undseth et al., 1990; Devonshire y Field 1991; Capdevila et
al., 1995; Feyereisen, 1999; Dunkov et al., 1996; Feyereisen, 1993, 1999; Bolt et

al., 2003; Caro y Cederbaum, 2005; Le Goff et al., 2006).



Las GST juegan un papel central en la desintoxicacion de compuestos enddgenos
y Xxenobioticos, ademas participan en el transporte intracelular, biosintesis de
hormonas y proteccion contra estrés oxidante. El interés en las GSTs de insectos
esta enfocado principalmente a la resistencia a insecticidas, aunque al igual que
en la enzimas dependientes de P450 ocurre la resistencia cruzada hacia varios
sustratos. La conjugacion neutraliza el sitio electrofilico del sustrato lipofilico y
protege a los componentes celulares. Por otra parte, la conjugaciéon produce
derivados mas solubles facilitando su excreciéon de la célula (Gonzalez et al., 1993;

Helvig et al., 2004; Enayati et al., 2005; Siddique et al., 2005; Le Goff et al., 2006).

Resistencia

La resistencia se define como la capacidad de un organismo para sobrevivir a la
exposicién a toxinas (sean naturales, como los alcaloides o sintéticos, como los
pesticidas) en niveles mucho mayores que aquellos que resultan letales para los
organismos susceptibles (Scott, 1995; Bourguet et al., 1996; Feyereisen, 1999;
Wilson, 2001; Cakir y Sarikaya, 2005). La susceptibilidad individual es de suma
importancia en la respuesta de genotoxicidad ya que puede reducir o acentuar el
impacto de un agente potencialmente dafino a los organismos dependiendo de la
carga genética de éstos. Asi, en las poblaciones algunos individuos mostraran
mayor capacidad para desintoxicar o activar compuestos, pero también se
encontraran otros que muestren una actividad menor al valor caracteristico de la
especie (Fig. 2). Si bien la mayor capacidad para desintoxicar podria significar que
el tiempo de permanencia de un genotéxico es menor en estos organismos,

también podria derivar en un aumento en la disponibilidad del compuesto reactivo.



Cuadro 2. Mutaciones genéticas asociadas a tipos de resistencia (Enayati et
al., 2005)

: : , Amplificacién Expresion Cambio
Tipo de resistencia .
geénica alterada estructural

Metabodlica
P450 oxidasas

ND + ND
Esterasas
GSTs ¥ ND ¥

ND +
Insensibilidad a sitio
blanco
Acetilcolinesterasa ND ND +
GABA receptor ND ND +
Canal de sodio ND ? ?
JH receptor ND ? ?
Otros
Penetracion reducida - - -
Cambios conductuales ) ) )

ND no detectado; + confirmado o fuertemente indicado; ? implicado pero no
confirmado; - datos no disponibles.

Aun otros determinantes propios de cada organismo podrian modular el impacto
de posibles genotéxicos, como son los genéticos: especie, sexo o fisiolégicos:
edad, estado nutricional, hormonal y salud (Ramos-Morales y Rodriguez-Arnaiz,
1994; Brusick, 1975; Feyereisen, 1999; Pena et al., 2001).

Dinamicamente, la composicidon de una poblacion constituida por organismos
susceptibles y resistentes expuesta a un factor de seleccion, por ejemplo, la
presencia de un genotéxico por un periodo prolongado se modifica gradualmente,

al favorecer la reproduccion de los organismos que son capaces de sobrevivir a la



exposicion. La respuesta puede ser temporal, cuando resulta de la induccion de
una o varias enzimas que degradan toxinas solo cuando el organismo es
expuesto; este efecto no se considera heredable, ya que al eliminarse el factor de
seleccion los organismos portadores de genes asociados con la susceptibilidad
pueden sobrevivir y reproducirse nuevamente. Por otra parte, la tolerancia puede
también ser heredable debido a cambios en un gen que confiere resistencia, estos
cambios persisten aun después de que se ha eliminado al estimulo téxico

(Mackenzie, 1993, 1994, 1996; Scott, 1995; Wilson, 2001; Herrero et al., 2001).

Frecuencia de dafio inducido

U U/

Sin dafio Dafio Z/Iu~cho
aparente > ano

Figura 2. Distribucién de la respuesta genotdxica ante la exposicion a
agentes xenobidticos

Para establecer si la resistencia a algun xenobi6tico tiene bases hereditarias, es
decir, si ésta se debe a un gen, a variantes alélicas presentes en la poblacion, o a
varios genes se han utilizado diversas estrategias, entre éstas, la seleccion de
organismos sometidos a un factor de seleccidén, como la presencia de un
xenobidtico (ffrench-Constant, et al., 1994, 1999; Berrada y Fournier, 1997;

Wilson, 2001).



Seleccion

La seleccion, natural o artificial, es un proceso por el que algunos fenotipos y por
ende algunos genotipos, dejan mas descendientes que otros (adecuacion >1). En
el campo de la toxicologia la seleccion artificial se ha enfocado al aislamiento de
organismos por exposicion a sustancias quimicas a largo plazo (presion quimica).
Los cambios heredables que se producen a través de las generaciones con
relacion al caracter seleccionado se observaran en la variabilidad genética de la

poblacién seleccionada (Berrigan et al., 1997; Wilson, 2001).

Tipos de seleccidn

La variabilidad inherente a las poblaciones bioldgicas adquiere la forma de una
distribucion en forma de campana. La seleccién puede actuar de diferentes
maneras en una poblacion (Fig. 3). La seleccion estabilizadora opera eliminando
continuamente individuos de ambos extremos de la distribucion fenotipica (Fig.

3a). Este tipo de estrategia produce menos diversidad de genotipos y aumenta la

a) Seleccion estabilizadora

Media




b) Seleccién direccional

Frecuencia

c¢) Seleccion disruptiva

<€

yd A

Fig. 3 Modelos que muestran la distribucion de los organismos después del
proceso de seleccion (Russell, 1998)

adecuacion de la poblacién. De esta forma, el valor promedio del caracter se
mantiene sin cambio a lo largo del tiempo. La estrategia direccional elimina
continuamente individuos de uno de los extremos de la distribucion, es decir en
direccidén hacia su mayor adecuacion. De esta forma el valor promedio del caracter
es desplazado constantemente hacia uno de los extremos de la distribucion
fenotipica (Fig. 3b). La evolucién de la resistencia a pesticidas o la resistencia a
antibiéticos en bacterias son ejemplos de este proceso. La tercera estrategia, es la

seleccion disruptiva, que favorece a los individuos de ambos extremos de la



distribucion fenotipica a expensas de los de fenotipo intermedio (Tamarin, 1982;

Russell, 1998; Klug y Cummings, 1999) (Fig. 3c)

Drosophila melanogaster como sistema de prueba

El sistema de Drosophila reune las caracteristicas de un organismo modelo en la
biologia experimental, debido a su numero cromosomico pequefio (n = 4), bajo
costo de mantenimiento, corta duracion en su ciclo de vida, produccién de
progenie numerosa y porque ha mostrado capacidad de biotransformacion similar
a la de la fraccion S9 del higado de mamiferos, ademas de ser sumamente
sensible a bajas concentraciones y de conocerse detalladamente su genoma (De
Serres, 1979; Baars et al.,1980; Zijlstra, 1984; Hallstrom et al., 1982, 1984, 1985;
Adams et al., 2000; Maitra et al., 2000; Herrera-Bazan, 2005).

Es un organismo holometabolo por lo que su desarrollo es completo y consta de
los estadios: huevo, larva, pupa e imago (Demerec, 1965; Lewis, 2004) (Fig. 4).

La larva eclosiona a las 24 h del ciclo de vida y presenta dos linajes celulares
diferentes; las células larvarias forman las estructuras de la larva mientras que las
células imagales, daran origen a las estructuras del adulto en la metamorfosis.
Una vez establecidas las células precusoras de los discos imagales, éstas siguen
un desarrollo paralelo al larvario (Demerec, 1965). Las células larvarias llevan al
cabo las funciones vitales de esta edad, han perdido su capacidad de division y
solamente aumentan de tamafo, por presentar cromosomas politénicos que se

forman mediante el fendmeno de endomitosis, son poliploides y estan

10



determinadas y diferenciadas genéticamente (Demerec, 1965; Wilkins y Vogel,

1986; Pomerai, 1990).

' ‘."Y.‘.‘m.wr ﬂ#‘
0 Wil
.il'.‘:.. -_“J'
Vo et

Fig. 4 Duracion de los estadios durante el ciclo de vida de Drosophila
melanogaster, @ 25° C y 65% de humedad relativa (Maldonado, 1994)

Las células precusoras de los discos imagales (no participan en funciones vitales
para el estadio larvario), se originan del ectodermo poco después del estado de

blastodermo celular, siendo evidentes al final de la embriogénesis en el estado 14

11



y 15. Las células imagales se multiplican mediante divisiones mit6ticas que
ocurren en momentos particulares durante el desarrollo larvario y empiezan a
organizarse como sacos epiteliales con un lumen central. Se unen por un tallo a
las estructuras larvarias y estan inervadas al sistema nervioso central. Las células
imagales son distinguibles de las larvales por su tamafio pequefo, constitucion
cromosomica diploide, retencidn de la capacidad de division celular y porque estan
determinadas genéticamente alcanzando su diferenciacion hasta que entran a la
etapa de metamorfosis (Demerec, 1965; Pearson, 1974). Los histoblastos que
forman la cubierta abdominal no se diferencian durante el desarrollo larvario; su
diferenciacién da inicio con divisiones celulares que ocurren alrededor de 3 horas
antes de la pupacion, doblando su numero cada 3.6 horas, de manera que
alrededor de 15 horas después de la pupacion, las células empiezan a migrar,
desplazando a las células epidérmicas larvarias las cuales son histolizadas
(Roseland y Scheneiderman, 1979; Clark, 1985).

En la ultima muda larvaria, la cuticula se endurece de manera paulatina y se torna
oscura, dando lugar al pupario. Durante la metamorfosis, que ocurre dentro del
pupario, la hormona ecdisona, encontrada al final del tercer estadio larvario y en
las prepupas desencadena una serie de cambios en el organismo, los cuales
involucran la destruccion de ciertos tejidos y érganos larvarios (histdlisis) y la
organizacion de las estructuras del adulto a partir de los discos imagales. Los
organos que son completamente histolizados durante la metamorfosis son:
glandulas salivales, intestino, cuerpos grasos y musculos larvarios (Demerec,

1965; Ramos-Morales et al, 1993; Rodriguez-Arnaiz, 2003).
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La mayor parte de los 6rganos del adulto se forman a partir de los discos imagales
ya presentes en la larva y por células larvarias que se diferencian al ocurrir la
reorganizacion del estado pupal; los tubos de Malpighi se alteran poco durante la
metamorfosis aunque si sufren algunos cambios en su composicion estructural. El
térax se forma por la combinacién de varios discos imagales. Las extremidades
locomotoras, los ojos, las antenas, las alas y el aparato genital se originan a partir
de sus discos imagales respectivos, que sufren histogénesis durante el desarrollo
pupal dando lugar a las distintas partes del cuerpo del adulto. El estadio pupal
termina cuando emerge adulto (Demerec, 1965; Rodriguez-Arnaiz y Ramos-

Morales, 1992).

Adulto

El imago o adulto rompe el extremo anterior del pupario, por donde sale al exterior.
Al principio, el cuerpo de la mosca es alargado, sin pigmentacion, tiene las alas
totalmente plegadas y al poco tiempo éstas se extienden. A medida que pasan las
horas el adulto adquiere su color caracteristico. Esta es la etapa reproductiva del
ciclo de vida; el imago alcanza la madurez sexual a las 4 6 5 horas de edad

(Demerec, 1965; Wilkins y Vogel, 1986; Ramos-Morales, et al., 1993).

Desarrollo de los discos imagales de las alas de D. melanogaster

Durante el primer estadio larvario, los discos imagales de las alas se observan
como un pequefio paquete constituido por 15 a 30 células epidérmicas. Durante el
curso del crecimiento larvario las células de los discos se dividen e incrementan su

numero de manera exponencial (alrededor de 15 a 16 veces) para dar un total de
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casi 50,000 células al final del tercer estadio larvario. Veinticuatro horas después
de la formacion del pupario, cesa la division de las células de los discos y éstos
adquieren la forma y tamano caracteristicos, siendo la de un balén aplanado y
plegado (Garcia-Bellido y Mirriam, 1971; Crick y Laurence, 1975). Posteriormente,
parte de las células del disco daran origen al notum y a las alas del adulto.
Durante la metamorfosis ocurren una serie de movimientos celulares que dan
como resultado que la superficie interna del disco se evierte, quedando ahora
como la superficie externa de la estructura correspondiente en el adulto.

Cuando el imago emerge del pupario presenta las alas plegadas, durante una hora
aproximadamente, la mosca inyecta linfa a la alas, que consisten en una especie
de sacos que se extienden de manera gradual hasta quedar turgentes, el contacto
con el aire seca y endurece la superficie de las alas que posteriormente son
vaciadas al excretar la mosca el exceso de linfa, entonces las alas de Drosophila
se observan como una estructura epitelial ancha y plana constituida por dos
monocapas celulares (dorsal y ventral) con desarrollo independiente. Cada ala
esta formada por 30,800 células hexagonales, cada una de las cuales da origen a

un tricoma (Garcia-Bellido y Merriam 1971; Crick y Laurence, 1975).

Prueba de mutacién y recombinacion somatica (SMART)

Las células somaticas de Drosophila proveen una técnica que permite detectar la
capacidad de los agentes genotoxicos quimicos, fisicos o biolégicos para inducir
mutacion y recombinacién a nivel somatico (Graf et al., 1983, Golic, 1991; Zordan
et al., 1991). Actualmente mas de 400 compuestos de diferentes clases quimicas

han sido analizados con este ensayo.
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Es una metodologia in vivo que sélo en 10 dias produce resultados (Fig. 5). La
variable de respuesta consiste en la induccion de clones celulares que se
observan como manchas mutantes en las alas de los adultos si se utilizan
marcadores fenotipicos para los tricomas de las alas. Cada ala esta constituida
por dos monocapas celulares (dorsal y ventral) con desarrollo independiente y una
dindmica de divisiones mitdticas basicamente exponencial (Garcia-Bellido y
Merriam 1971). Los tricomas son procesos cuticulares unicelulares y el tamafo
minimo de expresion es de una célula, de manera que las manchas grandes
evidencian la proliferacién celular que ocurre después de la induccién y reparacion
de la lesion (Garcia-Bellido y Merriam, 1971a; Garcia-Bellido y Dapena 1974; Graf
et al., 1983; Vogel et al., 1985; Wurgler et al., 1985; Clements et al., 1988).

El ensayo SMART detecta eventos genéticos como mutaciones puntuales,
pérdidas cromosomicas, recombinacion mitética y no disyuncion (Fig. 6). Aquellos
eventos provenientes de mutacion puntual, pérdida parcial, no disyuncion y
recombinacién (entre los marcadores utilizados flr y mwh), originaran una mancha
simple en las que las células involucradas expresaran solo uno de los marcadores
mutantes (flr o mwh). Mientras que los eventos de recombinacién entre el
marcador proximal flr y el centrobmero, daran origen a manchas gemelas, en las
que células de ambos fenotipos (mwh o flr) forman parte de una mancha. En este
ultimo caso el centromero funciona como un tercer marcador. Por su origen, las
manchas gemelas son indicadoras de recombinacién, proporcionando una
importante herramienta para detectar eventos recombinogénicos (Zimmering,

1976; Graf et al., 1984; Hernandez-Aranda, 1993; Ramos-Morales et al., 1993).
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A través del tamafio de una mancha puede estimarse la cantidad de divisiones
celulares que ocurrieron después de la induccion del cambio genético en el linaje
celular (clon) asumiendo que no se provoca retraso en la division celular ni muerte
de las células implicadas (Garcia-Bellido y Merriam, 1971; Graf et al., 1984). De
esta manera, la frecuencia de manchas por ala indica la cantidad de eventos
genéticos (espontaneos e inducidos) y se relaciona con la genotoxicidad del
compuesto; el tamafo promedio de las manchas estima el tiempo en el que fueron
producidas y, por otro lado, las manchas pueden distribuirse de diferente manera
entre organismos genéticamente similares, por lo que ante la misma exposicién,
algunas moscas mostraran una alta densidad de manchas, mientras que en otras
no se aprecian evidencias de efecto; la comparacion de la distribucion del nimero
de manchas por mosca informa de la susceptibilidad de los organismos expuestos

a un xenobiético (Garcia-Bellido y Dapena, 1974; Ramos-Morales et al., 2003).

Metabolismo

Las cepas de Drosophila con capacidad metabdlica diferencial que han sido
colectadas de zonas altamente contaminadas (zonas industriales o tratadas con
plaguicidas), o las generadas en el laboratorio por presion quimica a largo plazo
(exposicion cronica) han mostrado ser resistentes a diversos compuestos, esta
caracteristica es referida como resistencia cruzada (Dapkus y Merrell, 1977;
Zijlstra et al., 1984, 1987; Scott, 1995; Feyereisen, 1999; Wilson, 2001). Con
frecuencia, la resistencia es consecuencia de la sobreexpresion de los niveles

constitutivos de las enzimas dependientes de P450, aunque otras enzimas como
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las glutation S-transferasas (GSTs) también pueden mostrar altos niveles
constitutivos (Baars et al., 1980; Hallstrom et al., 1982; Zijlstra y Vogel, 1988;
Lagadic et al., 1993; Carino et al, 1994; Scott, 1998).

Las GST tienen amplia selectividad sin embargo, en ocasiones se sobreponen. La
superfamilia de genes que codifican para las GST consta de muchos genotipos
(polimorfismo). En el genoma de Drosophila melanogaster existen 42 genes que
codifican para la GST, estas enzimas son tan complejas y versatiles como las
P450. Algunos casos de resistencia se han atribuido al aumento en la cantidad de
una o mas enzimas GST, por amplificacidn génica, o mas comunmente, por
incremento en la tasa transcripcional, mas que por cambios cualitativos en las
enzimas (Grant y Hammock, 1992).

En Drosophila, la resistencia via P450 también puede ser debida a mas de una
mutacion en un gen regulador P450. Las cepas de Drosophila resistentes a
insecticidas presentan elevados niveles constitutivos de enzimas dependientes de
CYP450 (Hallstrom, 1984). Por ejemplo, la resistencia al diclorodifeniltricloroetano
(DDT) se relaciona con la expresion constitutiva de altos niveles enzimaticos
(P450 y GST) (Sobels y Vogel, 1976; Dapkus y Merrell, 1977; Zijlstra, 1987;
Wilson, 2001), mientras que la resistencia a insecticidas organofosforados se ha
asociado a cuatro genes localizados tanto en el cromosoma 2 como en el 3. Uno
de ellos el gen DDT-R se ubica en el cromosoma 2R en posicién 64.5 cM, se
encuentra en muchas poblaciones y parece estar involucrado en la resistencia
metabdlica mediada por P450. Es probable que este gen codifique para una
molécula represora de uno o varios P450, ya que se ha mostrado que en las

cepas susceptibles a pesticidas la sobreexpresion constitutiva puede ser el

19



resultado de que posean un represor no funcional, como resultado de mutaciones
en genes reguladores (Graf et al., 1991a, b; Maitra et al., 2000).

En Drosophila y otros insectos, se han reportado altos niveles de actividad de las
GST en los cuerpos grasos y en el intestino medio. Ambos tejidos son sitios
importantes para la desintoxicacion de xenobidticos (Franciosa y Berge, 1995). La
induccién de dafo genético heredable por xenotdxicos que requieren bioactivacion
muestra considerable dependencia del genotipo en las moscas. Otras enzimas
que pueden estar involucradas en la activacion de xenobidticos, incluyen acetil
transferasas y sulfoniltransferasas. (Wilkinson y Brattsten, 1972; Hallstrom, 1984;

Zijlstra 1987).

Azida de sodio (NaNs3)

Generalidades

La azida de sodio, es una sal altamente soluble en agua, ligeramente soluble en
alcohol y relativamente estable. Reacciona con electrofilos asi como con
nucledfilos. En la NaNs, el ion azida (N'3) es lineal y posee un centro de simetria,
es decir, tiene igual distancia N-N. Por su estructura, el grupo azida es excelente
para el inicio de la sintesis de una amplia variedad de compuestos como las
aminas y los triazoles (Index-Merck, 1989).

Se le ha usado para sintetizar derivados nucleosidicos de azida que se utilizan
como compuestos con fotoafinidad para estudiar la union de ligandos a las
proteinas (Kleinhofs et al., 1978; Beyer y Walter 1987; Cotton y Wilkinson,1988;
Braun et al.,, 1997). La exposicion de azidas inorganicas a acido sulfhidrico

concentrado produce acido hidrazoico (HNs), el cual es volatil, téxico y explosivo.
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Se considera que la toxicidad del acido hidrazoico es similar a la de cianida de
hidrogeno. Asi, todas las soluciones de NaN3; de sodio contienen algo de acido
hidrazoico y las soluciones acidas son ricas en acido hidrazoico no cargado, el
cual tiene un punto de ebullicién de 37° C, por lo que escapa rapidamente en el
aire a partir de soluciones acuosas (Kleinhofs et al., 1978). Los multiples usos de
la azida de sodio abarcan a la agricultura (funguicida en la conservacion de vinos,
estimulante de la germinacién, nematicida y desinfectante de granos); la medicina
(conservador en productos de diagndstico y tratamiento de hipertension), la
industria automotriz (para inflar bolsas de aire en automéviles). En promedio, cada
bolsa de aire (seguridad) de los vehiculos lleva 300 gramos de NaN3;. Cuando los
vehiculos salen fuera de uso las bolsas son removidas y almacenadas sin ninguna
norma de inspeccion (Gordon et al., 1990; Betterton, 2003). En investigaciéon se
utiliza como inhibidor respiratorio y bactericida selectivo ya que suprime a la
catalasa, a la peroxidasa y desacopla a la citocromo oxidasa (Smith y Wilcox,
1994). En los ultimos diez afios se ha demandado una produccién de mas de 5
millones de kg de azida por afo, lo que ha aumentado el riesgo de exposicion a
este agente toxico (Nilan et al.,, 1973; Tomlinson, 1980; Index Merck, 1989;
Betterton, 2003).

La toxicidad de la NaNj3 ha sido reportada en gran variedad de organismos:
bacterias, algas, ciliados, gusanos, crustaceos, insectos, plantas superiores y
vertebrados, aunque los resultados han sido contrastantes, aun entre las mismas
especies (Kleinhofs et al.,, 1978). En el ambiente laboral, la inhalacién accidental
de azida provoca inflamaciéon de las mucosas y disminucién de la presion

sanguinea (70/50) (Kleinhofs et al., 1975) y su ingesta accidental provoca
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alteraciones en el sistema nervioso central, dolor de cabeza, asfixia, pulso

acelerado, nausea, vomito y paro cardiaco (Gordon et al., 1990).

Efecto de la azida en las enzimas

La NaNs; inhibe a la catalasa y la oxidacién de la citocromo ¢ (como acido libre, -
HNs), la reaccion indofenol y la transferencia de electrones en la cadena
respiratoria. La reaccion de la azida con hemoproteinas se lleva a cabo como i6n
disociado (Kleinhofs et al.,, 1978; Stryer, 1995). En células musculares de
mamifero la NaN3 bloquea la actividad de la citocromo oxidasa (COX) al unirse al
metal de la enzima, lo que ocasiona la disociacion de la enzima y la concomitante
pérdida de su funcién (Nicholls y Ferguson, 1992; Berndt et al., 2001) (Cuadro 3).
En general, la inhibicion enzimatica provocada por la NaN3 resulta en acumulacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Leary et al., 2002). En levaduras, inhibe
la sintesis de ADN, ARN y proteinas y en S. typhimurium, suprime la sintesis de
ADN en presencia de ATP exdgeno, por lo que se ha sugerido que esta inhibicion
de la sintesis de ADN no se debe al desacoplamiento de la fosforilacion oxidante o
de la respiracion (Kleinhofs et al., 1978). En general, el bloqueo de la actividad
enzimatica se potencia a valores bajos de pH (Nilan et al., 1973; Kleinhofs et al.,
1978; Tomlinson, 1980). En la cebada, retarda el crecimiento de semillas
germinadas e inhibe la actividad de la catalasa y peroxidasa de extractos de
semillas (NaNj;, 12.5 mM, pH 3) (Veleminsky et al., 1977). En fracciones
mitocondriales de higado de rata, la azida provoca la acumulacién de un
intermediario no identificado de la fosforilacion oxidante (De Flora et al., 1979). Los

resultados positivos obtenidos en Drosophila empleando pH de 6.5 en el ensayo
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somatico de SMART muestran que en este organismo no es necesario un pH
acido en la solucion administrada para detectar la mutagénesis de azida, porque
en el tracto intestinal de la mosca el pH es cercano a 2 de forma natural

(Gonzalez-César, 1994; Guzman-Rincén et al., 1998).

Cuadro 3. Efecto de la azida de sodio (NaN3) sobre algunas enzimas

Enzima mM pH Efecto Referencia

Kleinhofs et al.,

Uricasa 5 6.8 Inhibida 40% 1978
Aminoxidasa 10 - Inhibida 8%
Anhidrasa Inhibida 8%
- 3 7
carbodnica
Aldehido oxidasa 1 6 Inhibida 80%
Mieloperoxidasa 1 - Inhibicion total
Fosforibuloquinasa 1 - No inhibida
Kleinhofs et al.,
Superoxido 1 ) Inhibida 1978
dismutasa (SOD) Leary et al., 2002
Kleinhofs et al.,
Carboxilpeptidasa i ) No inhibida 1978
Kleinhofs et al.,
Citocromo oxidasa i ) Inhibida 1978
(COX) Leary et al., 2002

Mutagénesis
La mutagenicidad de la NaN3 se asocia con el metabolito L-azidoalanina (Fig. 7),

compuesto fuertemente polar, soluble en agua, alcohol y dimetil-formamida. La
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enzima O-acetilserina sulfidrilasa (OASS) dimérica esta involucrada en su
transformacién. La L-cisteina inhibe especificamente la sintesis del metabolito
mientras que la OASS revierte esta inhibicion al acetilar a la L-cisteina (Owais et
al., 1978, 1981a, b; Wael et al., 2004; Ohkama-Ohtsu et al., 2004; Rabeh et al.,
2005; Bonner et al., 2005; Bommarus y Polizzi, 2006).

Los efectos mutagénicos de la azida de sodio se han reportado en diferentes
organismos (Cuadro 4). En S. aureus, la NaNs incrementd la frecuencia de
mutantes resistentes a penicilina y estreptomicina (Nilan et al., 1973). En B.
subtilis, la azida (1 mM) no indujo mutaciones, entrecruzamiento o mal
apareamiento de bases (Kleinhofs et al., 1975); en contraste, en cepas deficientes
en reparacion por escision (uvrB) de S. typhimurium produjo revertantes his+ y
sustitucién de pares de bases, pero su efecto fue disminuido por enzimas de
fracciones post-mitocondriales de higado de rata dependientes del sistema de
generacion de NADPH. La preincubacion con jugo gastrico de seres humanos
también disminuy6 la mutagenicidad de la azida (De Flora et al., 1979).

En semillas de cebada remojadas con NaN;s (1-50 mM, pH 3), se inhibid la
germinacién e incrementd, de acuerdo con la concentracion, la frecuencia de
rompimientos sencillos de cadenas de ADN de embriones no germinados; en
dosis subletales (10 y 12.5 mM) indujo una baja frecuencia de rompimientos de

cromatidas y traslocaciones en células de la raiz (Veleminsky et al., 1977).
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Fig. 7 Biotransformacion de la azida a su metabolito azidoalanina mediado por la enzima
acetilserinasulfidrilasa (Owais y Gharaibeh, 1990)

Owais et al., (1978) fueron los primeros en reportar evidencia experimental de la
presencia de un metabolito mutagénico formado in vivo en embriones de cebada
expuestos a NaNs;. Trataron semillas Himalaya de cebada con azida (1 mM) en un
amortiguador de fosfato 100 mM por 2 horas. Los extractos de embriones tratados
con azida fueron altamente mutagénicos para la cepa bacteriana TA1530.
Ademas, la mutagenicidad se incremento en semillas germinadas, en comparacion
con las no germinadas (Sander et al., 1978). En células rad2-5 de S. cerevisiae
induce mutantes resistentes a ciclohexamida (Veleminsky et al., 1979), pero en
concentraciones de 3.5 a 100 mM, no incremento la frecuencia de mutaciones en
la regiéon adeneina-3 (ad3) en restos de conidios y en conidios completos que
crecen en cultivos de heterocariontes 12 y 59 de N. crassa (Tomlinson, 1980). En
semillas de Brachypodium distachyon la azida de sodio indujo 10 % de mutantes a
10 mM mientras que a 100 mM se obtuvo el 45 % (Engvild, 2005). Algunos
reportes sugieren que el PH podria participa en el efecto de la NaNs;. En lineas
celulares de mamiferos, fibroblastos humanos EUE y de criceto chino V79, es
citostatica y citotoxica a 30, 100 y 300 pg/ml, en medio acido (Slamenova y
Gabelova, 1980). En otro reporte, utilizando dos lineas celulares V79 (una

epiteloide derivada de pulmon de criceto chino) y V7979 (sublinea de V79

25



deficiente en reparaciéon del ADN), la azida fue menos citotdxica e indujo mas

mutantes en la linea celular V7979 que en la progenitora V79 (James et al., 1980).

Cuadro 4. Resumen de los resultados obtenidos en pruebas de mutagénesis con
tratamientos de azida de sodio.

Organismo pH | Prueba/Evento Concentraci | Resul | Referencia
terminal 6n [Mm] tado
- Entrecruzamiento 1 - Kleinhofs et al.,
Bacillus subtilis 1975
Staphylococcus | - Resistentes a - + Nilan et al., 1973
aureus penicilina y
estreptomicina
Salmonella 3 Cepa TA 1530 1 ++ Kleinhofs y Smith,
typhimurium Revertantes his+ 1976
3
5-8 | Pretratamiento con | 100 De Flora et al.,
S-9 y jugo gastrico | microgr/plac | + 1979
a
Neurospora 3-8 | Regién ad-3 3.5 - Tomlinson, 1980
crassa
Cebada 3 Rompimientos 1 + Veleminsky et al.,
cromatidicos 1979
3-7 | Replicacion 1 + Sander et al.,
1978
Maiz 3 Locus yg 2 1 - Conger y Carabia,
1977
- 0.5-1 + Dotson, 1989
Tradescantia Micronuclos + Ma et al., 1994
Vicia faba - Rompimientos - + Kanaya et al.,
cromosomicos 1994
Drosophila 3-4 | SLRLT 5-0.1 - Kamray
melanogaster Gollapudi, 1979
SMART 7-14.7 + Delgado, 1990
+ Gonzalez-César y
Ramos-Morales,
1997
Criceto chino 7.1 | Células V79 - + Jones et al., 1980
7.1
Células V7979 - ++
Linfocitos 7.1 |ICH 5-50 + Arenaz y Nilan,

1981

-, hegativo ; +, positivo ; ++, mayor respuesta
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La azida a 5 y 50 mM en tratamientos de 1 hora incrementd (p<0.05) la frecuencia
de ICH en linfocitos (Arenaz y Nilan, 1981). También produjo micronucleos en
Tradescantia; pero no en Arabidopsis thaliana (Kanaya et al., 1994; Grant y
Salamone, 1994).

En Drosophila, la inyeccion de soluciones amortiguadas de azida (0.1, 1.0 y 5 mM,
pH= 4.6) no provocé mutaciones letales recesivas ligadas al sexo (Kamra y
Gollapudi, 1979), pero la exposicion aguda por 6 h a NaN;3 [7.3-14.7 mM] por
alimentacion causo una respuesta débil positivo en el incremento de la frecuencia
de mutacion y recombinacion somatica (Delgado, 1990). El tratamiento subcrénico
utilizando cepas estandar y con alta bioactivacion (con altos niveles constitutivos
de CYPG6A2a) y a menores concentraciones confirmé que la azida indujo
exclusivamente recombinacion mitoética en células de las alas de Drosphila
melanogaster por exposicion crénica. La respuesta de genotoxicidad se redujo
considerablemente en las cepas con alta capacidad de bioactivacion (Gonzalez-
César, 1994; Gonzalez-César y Ramos-Morales, 1997). En otro reporte con
Drosophila, la azida no fue mutagénica en la prueba de letales recesivos ligados al

sexo, mientras que su metabolito dio resultados positivos (Sadiq y Owais, 2000).

Antimutagénesis

La mutagenicidad de azida de sodio para sistemas eucariontes se reconocié
inicialmente en plantas (Nilan et al., 1973), especialmente utilizando valores bajos
de pH (alrededor de 3). En contraste, varios reportes muestran que a pH neutro la

azida presenta actividad antimutagénica del dafo inducido por compuestos N-
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nitrosos en plantas superiores debido a su actividad como atrapador del oxigeno
excitado (oxigeno singulete), lo que disminuye la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) implicadas en dafio oxidante al ADN (Cuadro 5) (Gichner y

Veleminsky, 1988; Verna et al., 1998).

Cuadro 5. Efectos antimutagénicos de la azida de sodio sobre compuestos N-
nitrosos observados en diferentes sistemas (Gichner y Velemnisky, 1988)

Organismo Tratamiento | pH Efecto

Evita la inhibicion de la sintesis de ADN y su degradacion

E. coli No indicado - | producida por N-metil-N-nitrosourea (MNUA) y N-metil-N-
nitrosouretano (MNUA)
Cebada Postratamiento ; Disminuye la frecuencia de mutaciones inducidas por N-metil-
(3 hrs) N-nitrosourea (MNU)
Arabidopsis Reduce la frecuencia de mutaciones inducidas por N-etil-N-

thaliana Simultaneo ! nitrosourea (ENU) y N-metil-N-nitrosourea (MNU)

Reduce el efecto clastogénico provocado por N-metil-N-nitro-
Vicia faba | Pretratamiento | 7 | N-nitrosoguanidina (MNNG), y N-nitrosometil-fenilamina
(NMFA)

En E. coli la azida previno la accion letal, la inhibicion de la sintesis y la
degradacion de ADN producida por N-metil-Nitrosourea (MNU) y N-metil-n-
nitrosouretano (MNUA). Sin embargo, no tuvo efecto en la actividad mutagénica
de metilmetanosulfonato (MMS). La accion de MNU no pudo ser prevenida por
algunos inhibidores especificos de la sintesis del ADN (hidroxiurea), ARN
(azouracil) y proteinas (cloranfenicol), mientras que el efecto de MNUA fue
revocado con hidroxiurea, probablemente por su influencia en la descomposicién

del MNUA. Por el contrario, la acciéon protectora de la azida de sodio no fue el
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resultado de una reaccion entre este inhibidor respiratorio y la MNU o el MNUA

(Gichner y Velemnisky, 1988).
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HIPOTESIS

La heterogeneidad en la respuesta a la exposicion a NaNsj, especialmente a
concentraciones altas observada en diferentes organismos esta asociada a menor
eficiencia en la produccion del metabolito reactivo (azidoalanina) o a una mayor

capacidad de desintoxicacion.

OBJETIVO GENERAL

Aislar dos subpoblaciones de cepas de Drosophila melanogaster empleadas en la
prueba de mutacién y recombinacién somatica (SMART) para resistencia a la

azida de sodio (NaNs3).

OBJETIVOS PARTICULARES

e Comparar el indice de sobrevivencia de moscas seleccionadas y no
seleccionadas expuestas a altas concentraciones de azida de sodio.

e Comparar la respuesta de genotoxicidad de moscas seleccionadas y no
seleccionadas expuestas a azida de sodio.

e Comparar la respuesta de genotoxicidad de moscas seleccionadas y no

seleccionadas expuestas a N-Nitrosodimetilamina (NDMA).

30



MATERIALES Y METODOS

Cepas de Drosophila melanogaster

Se usaron dos cepas de D. melanogaster que se utilizan para la evaluacion de
mutacion y recombinacion somaticas:

a) Hembras fIr¥/In(3LR)TM3, ri p° sep bx3* e° Bd® (en breve, fir/TM3, Bd®). El gen
flr’, que modifica el aspecto de los tricomas (pelos) de las alas de las moscas, tiene
expresividad variable por lo que el tricoma puede aparecer como un depdésito de
quitina en la superficie del ala o verse como una flama; es letal en condicion
homocigética, pero viable a nivel celular. Para mantener a la mutacién fIr®, se utiliza
el cromosoma balanceador TM3, Bd®, que porta multiples inversiones y al marcador
letal dominante Bd®( Beaded Serrate) que produce una indentacién en el borde de
las alas de las moscas portadoras; asi, en cada generacién sélo se recuperan

moscas heterocigéticas para las mutaciones fIr’ y Bd®.

Sistema de letales balanceados de la cepa firP/TM3, Bd®
Gametos masculinos
flr® TM3, Bd®

8
£ fIr’/ flr® fr® ;TM3, Bd®
& fir®
E Letal hembras y machos viables
n
(@)
D fr* ;TM3, Bd® TM3, Bd® /TM3, Bd®
= TM3, Bd®
O hembras y machos viables Letal
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b) Machos mwh/mwh. La mutacion mwh (multiple wing hair) produce la formacién

de multiples tricomas en lugar de so6lo uno, como en las moscas de tipo silvestre.

Se localiza distalmente en el brazo izquierdo del cromosoma 3 a 0.03 unidades de

mapa (u.m.) (Lindsley y Grell, 1968; Lindsley y Zimm, 1985, 1992)

Ensayo somaético

Se utilizé la Prueba de Mutacién y Recombinacion Somaticas (SMART, Somatic

Mutation and Recombination Test), la cual se basa en el uso de dos marcadores

fenotipicos para los tricomas (pelos) de las alas de las moscas. A partir de la cruza

de hembras fIr/TM3, Bd® x machos mwh/mwh se obtienen dos tipos de progenie:

moscas libres de inversiones y moscas portadoras de inversiones:

Progenie de la cruza flr¥/ TM3, Bd® x mwh/ mwh

Gametos masculinos

mwh

Fenotipo

fir®

fir}/ mwh

(libres de inversion)

Hembras y machos con

alas de tipo silvestre

Gametos femeninos

TM3, Bd® / mwh

TM3, Bd® | (portadoras de inversiones

multiples)

Hembras y machos con
alas con muescas en el

borde (aserradas)
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Las larvas de los dos tipos de progenie no se distinguen fenotipicamente y son
tratadas simultaneamente pero cuando adultas pueden diferenciarse por la forma
de sus alas: tipo silvestre en las libres de inversion y con muescas en el borde en
las portadoras de inversiones multiples. Durante el desarrollo larvario pueden
ocurrir eventos genéticos como: mutacion puntual, no disyuncién, pérdida parcial
de cromosomas y recombinacién entre los dos marcadores (mwh y flIr); estos
eventos pueden derivar en la formacién de una mancha simple, mwh o fIr. Si la
recombinacion ocurre entre el marcador flr* y el centrdmero se produciria una
mancha gemela; por su origen, éstas son indicadoras confiables de que ha
ocurrido recombinacion mitética. La figura 6 muestra los eventos genéticos que
forman manchas en las alas de las moscas. Como las moscas portadoras del
cromosoma balanceador no pueden evidenciar la ocurrencia de eventos de
recombinacién, en esta tesis solo se utilizaron las moscas libres de inversiones
para el ensayo somatico. Por su tamafo, las manchas pueden ser pequenas (1 a
2 células) o grandes (= 3 células), las primeras son mucho mas frecuentes; pero
las manchas grandes son indicadores confiables de que el evento que conduce a
la formacion de una mancha implica un cambio en el material genético y que es
heredable a nivel mitético. Dos manchas se consideran eventos independientes si

estan separadas por tres hileras de tricomas con aspecto regular.

Pruebas preliminares con azida de sodio

En la primera parte del trabajo se realiz6 la seleccion de dos cepas que se utilizan

para la evaluacién de mutacién y recombinacion somatica en células de las alas
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de Drosophila (cepas flr y mwh). El disefio experimental realizado se muestra en la

figura 8.

Lineas seleccionadas por
tratamiento crénico con
NaN,
fIr3/TM3,Ser y mwh/mwh

Cruzas realizadas para el
ensayo somatico:

2% 33
1flbns x mwhns
2fls  x mwhns

3flbns x mwhs
4flrPs x mwhs

Ensayo somatico
(SMART) NaN, 0.75 mM
F,; (72x48); DMN (72
x 6) 10 mM, F,,; y DMN
5mM Fg,

Concentraciones de Etapas del proceso de
azida toleradas para la seleccion
seleccion
n
Q
Pruebas a
preliminares [mM] g
v -1
Inicial 0.001
n
Q
n
Q
S
AN
v ~
F,; 0.03
n
(]
n
(]
S
w©
F,; 0.04
n
(]
n
(]
S
w©
Fg; 0.06
Fi61 0.1 Mm

Fig. 8 Esquema que muestra el proceso de seleccidn realizada asi como las
pruebas de genotoxicidad con NaN; y NDMA: s = seleccionadas; ns = no

seleccionadas.
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Los organismos se cultivaron en presencia de NaNs3, a una concentracion inicial de
0.001 mM para la generacién 1 (F4). La seleccion progresiva se realizé conforme
las moscas fueron tolerando mayores cantidades en la concentracion de la NaN3
en el medio de cultivo (Fig. 9a). Asi los organismos permanecieron en estas
condiciones hasta que el indice de sobrevivencia de las moscas cultivadas en
presencia de NaNs; y el indice de sobrevivencia de las moscas testigo (sin azida)
fueran similares. Entonces se iniciaba una nueva fase de seleccién por aumento
de la cantidad el compuesto, repitiendo el procedimiento (Fig. 9b). Actualmente los
cultivos de las dos cepas (flr y mwh) se mantienen a una concentracion de 0.1 mM
para la Fq1. De forma paralela se cultivaron por separado a las dos cepas (flr y
mwh) en medio sin azida como cepas testigo.

a) F, 0.001 mM

S —_—
100% 100% 100%

Sobrevivencia
(2]
[=]
Sobrevivencia
(2]
[=]
Sobrevivencia

(2]
(=]

(=)
o
o

b) F47 [0.04mM]

_‘
o
o
N

100% 009

Sobrevivencia
(2]

o
Sobrevivencia —
(2]

o
Sobrevivencia
(2]
o

o
o
o

- Testigo
[] Azida

Fig. 9 Proceso ciclico de la seleccion con la NaN,



Cruzas experimentales

Hembras virgenes de la cepa flr/TM3, Bd® se cruzaron con machos mwh/mwh. Los
cultivos se mantuvieron a 25°C y a 60% de humedad relativa.

Para evaluar el efecto de la seleccion en las cepas materna y paterna se
realizaron cuatro tipos de cruzas con moscas resistentes a la NaN; (s) y moscas

estandar (ns). Se indica primero el genotipo de la hembra y después el del macho:

1) fIr® s X MWhns 3) firlex mwhs

2) fr*s x mwhps 4) flrs x mwhs

Sincronizacion de cultivos y obtencién de larvas

Tres dias después de realizadas la cruzas en frascos con medio de cultivo
estandar, los progenitores se transfirieron a frascos independientes con medio
fresco (Ramos et al., 1993) para recobrar huevos por un periodo de 8 horas. Se
retiraron los progenitores y tres dias después las larvas de 72 14 horas de edad
de cada tipo de cruza se extrajeron por flotacién con una solucién de sacarosa al
20% (Nothiger, 1970). Las larvas se vierten en un embudo de separacién de 4 mm
de diametro y se enjuagan para retirar residuos de medio de cultivo.

Posteriormente se colectan en una malla de nylon.
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Tratamientos para evaluar la resistencia

a) Subcrénico

Grupos de 100 a 150 larvas de 72+4 horas de edad se introdujeron en tubos
homeopaticos que contenian 1.5 g de medio de cultivo instantaneo y 7.5 ml de una
solucion recién preparada de NaN3 a 0.75 mM o de agua destilada (testigo
negativo); las larvas permanecieron en los tubos hasta completar su desarrollo

para obtener una exposicion de 72 x 48 h (Fig. 10).

Medio con azida

Medio normal
Ve A ~ - — TN
| - - |
120
huevo 72-. pupacién
‘?J‘ i3 bt
' il )
¢ =
b ¥ ¥

metamorfosis

Medio con azida 6
agua destilada

Fig. 10 Protocolo utilizado en el tratamiento subcrénico con NaN,
[0.75 mM] con moscas seleccionadas (F,;) y no seleccionadas.

b) Agudo

Grupos de 100 a 150 larvas de 7214 horas de edad se transfirieron a tubos
homeopaticos, con una gasa de nylon en uno de los extremos y un tapéon de
poliuretano en el otro; cada tubo se introdujo en vasos de precipitado de 10 ml de
capacidad que contenian 50 mg de celulosa en polvo (Merck) y 0.3 ml de la

solucion de NDMA. Después de 6 horas de tratamiento, las larvas se enjuagaron

37



con agua corriente y se colocaron en tubos homeopaticos con medio de cultivo
fresco, donde permanecieron hasta completar su desarrollo (Fig. 11). Como
disolvente y testigo negativo se utilizé sacarosa al 5%.

Tanto del tratamiento agudo con la NDMA como del subcrénico con la NaN3 se
hicieron al menos tres repeticiones de cada experimento y se compararon los

resultados obtenidos en las series experimentales y su testigo correspondiente.

a)
Tratamiento agudo
Medi | Medio normal
edio norma
A
worems L N
I I |
0 48 72 | 120 240
—gjh“e‘m " pupacion aduto,
' b i ¥
( ! 8 2%
5 E%&‘
¥ AN
DMN 10 mM o sacarosa metamorfosis
con moscas de la F,,
b)
Tratamiento agudo :
Medio normal Medio normal
A
~ A —
| |
g 8 2 | 120
'-‘j, uevo f 1 pupacion
l T X
9 S
¥
DMN 5 mM o sacarosa metamorfosis

con moscas de la Fg,

Fig. 11 Protocolos utilizados para los tratamientos con la N-
nitrosodimetilamina con moscas seleccionadas (F,; y conla Fg,)y
no seleccionadas
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Procesamiento del material

Los adultos recobrados de cada experimento se cuantificaron por sexo y por
fenotipo: las moscas libres de inversidn (mwh+/+flr’) tienen las alas de tipo
silvestre, mientras que las portadoras del cromosoma balanceador (mwh+/TM3,
Bd®) presentan muescas en el borde de las alas debido a la presencia del gen
marcador Serrate (aserrado).

Las moscas se sacrificaron por exceso de anestesia y se fijaron en etanol al 70%,
posteriormente se elaboraron preparaciones utilizando 20 alas de hembras y 20
alas de machos por laminilla (Graf et al., 1984). El tamafio de muestra se marco
en 40 alas por cada experimento para el analisis de SMART, para hacer un total

de 120 alas registradas por lote experimental.

Analisis de resultados

i) La frecuencia de manchas de las moscas tratadas con NaN3 o con NDMA [5 6
10 mM] se compararon por separado con la de manchas en las alas de su lotes
testigo correspondiente mediante el programa de computo SMART (Frei y
Wurgler, no publicado). Se prueban dos hipotesis: La hipotesis nula establece que
la frecuencia de manchas en el lote testigo es igual a la del lote experimental Ho: f.
= f.. La hipotesis alternativa implica que la frecuencia de manchas en el lote
experimental es igual a m veces la frecuencia del lote testigo Hq: mf; = fo, donde m
es un multiplo que se selecciona de acuerdo con el tipo de manchas a comparar.
Para manchas chicas y grandes que son relativamente frecuentes, m = 2; para

manchas grandes y gemelas, que constituyen eventos mas raros, m = 5.
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La combinacion de resultados puede llevar a:

Rechazo de H;

Rechazo No (1- B) Si (B)
de Ho No (1- a) Inconcluyente Negativo
Sia Positivo Débil positivo

En un resultado negativo no se aprecia incremento en la frecuencia de manchas
del lote experimental con respecto al lote testigo (p>0.05). Un resultado positivo
indica que el aumento en la frecuencia de manchas es significativo (p<0.05). El
incremento en la frecuencia de manchas puede ser mayor al del testigo negativo
pero no ser igual al multiplo m establecido. Un resultado inconcluyente implica que
las frecuencias del lote testigo y experimental son iguales y, al mismo tiempo, que
la frecuencia experimental es m veces la del lote testigo, por lo que no es posible
tomar alguna decision.

i) Se comparé cualitativamente la distribucion del tamafio de manchas recobradas
en cada experimento, con respecto a su testigo correspondiente, bajo la
suposicién de que si no existe actividad genotodxica, el tamafo de mancha debe
ser similar.

iii) Un tercer andlisis consistié en la comparacion de la distribucién del numero de
manchas por mosca. Normalmente, las moscas no tratadas no muestran manchas
en sus alas, pero ocasionalmente pueden presentar una mancha; un evento mas
raro es que se observen dos 0 mas manchas en las alas. La mediana de la
distribucion del numero de manchas en las alas se comparé mediante la U-de

Mann-Whitney, con correccion para empates (a = 0.05).
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RESULTADOS

La figura 12 muestra la sobrevivencia recobrada en la primera generacién
cultivada con NaN3 [0.001 mM]. Como se esperaba, de las dos cepas sometidas a
seleccidon, se recobré una cantidad claramente menor de moscas de la linea
flr’/TM3, Bd® debido a las multiples inversiones en el cromosoma balanceador,
comparada con su testigo correspondiente. Las lineas se mantuvieron en esta
concentracion hasta que la progenie de las moscas seleccionadas y no
seleccionadas se obtenia en numero similar.

Fig. 12 Sobrevivencia de las cepas fIr¥/TM3, Ser y mwh cultivadas en presencia de NaN;
[0.001 mM] en la generacion F1

800

700 -

600

500 -

400 +

Nimero de moscas

300 -

200 -

100 +

1
Genotipo

@fIr3/TM3, Ser 0 OfIr3/TM3, Ser 0.001 Bmwh 0 B mwh 0.001

La figura 13 compara la proporcion de moscas recobradas en ambas lineas

seleccionadas, corregida con respecto a sus respectivas lineas no seleccionadas.
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Fig. 13 Proporcion de moscas recobradas en la F1y la F8 de las cepas fIr/TM3, Ser y mwh
cultivadas en presencia de NaN; [0.001 y 0.02 mM]

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

Proporcién de moscas

0.2

0.1 4

Generacion
Bflr F1 @mwh F1 Oflr F8 Bmwh F8

En la Fg las moscas se cultivaron en una concentraciéon mayor [0.02 mM]. Sin
embargo, como puede apreciarse, con respecto a lo obtenido en la generacién F4,
la proporcion de moscas en la F8 es mayor. El proceso de seleccion continud
aumentandose gradualmente la concentracion de NaNs en el medio de cultivo. En
las generaciones en las que se realizaron ensayos somaticos la concentracion de

NaN3 en la que se mantenia a los cultivos fue:

Generaciones de Concentracion de
seleccién NaN; [mM]
17 0.03
47 0.04
87 0.06
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Azida de Sodio [mM]

La seleccion de las lineas se ha mantenido, de manera que actualmente se han
conservado 161 generaciones y la concentracion de NaN3; que se adiciona a los

cultivos es 0.1 mM (Fig. 14).

Fig. 14 Concentraciéon de azida de sodio vs generacion de moscas seleccionadas
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0.1 4 . %01
0.08 - .0
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0.06 47006
- - i i
0.04 - © 0602
- s -
€003 -~
- -

0.02 4 €002

[¢ 0.001

0 -6 : : : : : ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Generacién

Ensayo somético con NaN3 (F17)

En una segunda etapa, se comparo el efecto de la exposicidbn semicrénica a la
NaNs; [0.76 mM] o a agua destilada en organismos seleccionados (s) y no
seleccionados (ns) utilizando cuatro tipos de cruzas (el primer término
corresponde a las hembras): a) ns x ns, b) s x ns, c) ns xsyd)s x s (Tabla I, Fig.

15).
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Tabla I. Frecuencia de manchas inducidas con la concentracién de 0.75 mM
de NaNs en larvas de 72 + 4 horas de edad. Exposicidon: 72 X 48 horas (F17)

Manchas por ala

Numero de | Simples Simples Gemelas Totales
Cruza alas Chicas Grandes
analizadas | (1 -2 (> 2 células) m=>5 m=2
células) m=2
H,O destilada
; 25 0 0 25
Jir "X mwh 120 0.21) (0.0) 0) 0.21)
; 30 2 0 32
Jir's Xmwh 120 (0.25) (0.02) 0) 0.27)
: 3 2 0 35
Jir "X mwhs 120 (0.28) (0.02) 0) (0.29)
; 24 0 24
Jir's Xmwhs 120 (0.20) (0.0) 0) (0.20)
NaN3
; 46+ 1+ 9+ 66 +
Sir "X mwh 120 (0.38) (0.09) (0.08) (0.55)
; 421 6 0 48 +
Jir's X mwh 120 (0.35) (0.05) 0) (0.40)
: 64+ 12+ 0 76 +
Jir "X mwhs 120 (0.53) (0.10) 0) (0.63)
61+
; 38+ 23+ 0
fIr's X mwhs 120 (0.32) (0.19) 0) (0.51)

Analisis estadistico de acuerdo a Frei y Wurgler (1988).+, positivo; w, débil
positivo; i, indeterminado. P= 0.05.

No se observaron diferencias entre la progenie recobrada de los lotes testigo (p >

0.05) pero la frecuencia de mutacion y recombinacion somatica se incrementd en

las cuatro cruzas experimentales con respecto a sus correspondientes testigos. El

aumento en la frecuencia siguio la tendencia: ns x s >nNs xns =s x s> s xns.
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Fig. 15 Frecuencia de manchas por ala en moscas seleccionadas (s) y no seleccionadas
(ns) expuestas a NaN;comparadas con el testigo [0.75 mM] (F17)
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ns x ns sXxns nsxs SXS
Tipo de cruza

Al agrupar el tipo de manchas como pequefias (1 -2 células), grandes (23 células)
y gemelas (con los dos marcadores fenotipicos formando parte de la misma
mancha) (figura 16) se observo que sélo se recobraron manchas gemelas en la
cruza con moscas no seleccionadas (figura 16a); en la cruza donde los machos
son seleccionados (ns x s) predominaron las manchas chicas (figura 16c),
mientras que en la cruza donde ambos progenitores son seleccionados (s X s)
(figura 16d) hay una mayor proporcion de manchas grandes, comparado con el
resto de las cruzas; la menor respuesta se obtuvo en la cruza con hembras

seleccionadas (figura 16b) .
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Frecuencia corregida

Frecuencia corregida
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Fig. 16 Frecuencia corregida por tipo de mancha en moscas seleccionadas y no seleccionadas con NaNj (F17)

tratadas semicronicamente con NaN; [0.75 mM]
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En la figura 17 se presenta la distribucion del tamano de mancha recobrado en
moscas de las cuatro cruzas experimentales, expuestas a agua destilada o a la
NaN3 [0.75 mM].

En general, la exposicion a la NaN3 aumenté el tamafio de mancha en las cuatro
cruzas. En la cruza ns x ns, se obtuvieron manchas de hasta 8 células; pero en las
cruzas donde al menos una de las lineas progenitoras habia estado bajo
seleccién, se recobraron manchas en un rango de 32 a 64 células. Al comparar las
distribucion del numero de manchas por mosca (Fig. 18), s6lo se encontraron
diferencias en las cruzas donde se selecciond la linea de machos (ns x s) y donde
ambas lineas fueron seleccionadas (s x s) (p < 0.05), en los dos casos, la
proporcion de moscas sin manchas fue menor y se incrementd la proporcion de

moscas con y fue mayor la de 1 y 2 manchas.
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Fig. 17 Distribucion del tamafio de mancha de moscas seleccionadas y no seleccionadas

tratadas con NaN; [0.75 mM] (F17)
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moscas s

del niumero de manchas por mosca en

Fig. 18 Distribucién
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Ensayo somatico con NDMA (F47)

En la F47 se realizé la misma prueba pero ahora utilizando NDMA [10 mM] (Tabla Il

y figura 19). La tabla Il muestra la frecuencia de manchas obtenida en las cruzas

testigo y expuestas a la NDMA.

Tabla Il. Frecuencia de manchas inducidas con la concentracion de 10 mM
de la NDMA en larvas de 72 *+ 4 horas de edad. Exposicién: 72 X 6 horas

(Fa7)

Sacarosa 5%

Manchas por ala

Numero de | Simples Simples Gemelas Totales
Cruza alas Chicas Grandes
analizadas | (1 -2 (> 2 células) m =5 m=2
células) m=2
flr "X mwh 120 (0.23) (0.0) (0) (0.23)
fir's X mwh 120 (0.22) (0.0) (0) (0.22)
; 26 0 0 26
SIr °X mwhs 118 (0.22) (0.00) (0) (0.22)
. 24 1 0 25
SIr's X mwhs 120 (0.20) (0.01) (0) (0.21)
NDMA 10 mM
S 431+ 657 + 52+ 1140 +
SfIr "X mwh 120 (3.59) (5.48) (0.43) (9.50)
. 685 + 689 + 60 + 1434 +
fIr's X mwh 120 (5.71) (5.74) (0.50) (11.95)
X 260 + 202 + 35+ 497 +
SfIr "X mwhs 120 (2.17) (1.68) (0.29) 4.14)
1060 +
] 430 + 501 + 129 +
fIr's X mwhs 120 (3.58) (4.18) (1.08) (8.83)

Analisis estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988).+, positivo; w, débil positivo; i,

indeterminado. P= 0.05.

50



Frecuencia

Fig. 19 Frecuencia de manchas por ala en moscas seleccionadas (s) y no seleccionadas
(ns) expuestas a NDMA comparadas con el testigo [10 mM] (F47)

ns xns s Xns ns Xs S XS

Tipo de cruza

La frecuencia de manchas en las progenies de los cuatro tipos de cruza se
incrementdé de manera significativa (p < 0.05), de acuerdo al siguiente orden: s x
ns >ns X NS = s X S > ns x s. La menor frecuencia de manchas inducidas por la
NDMA se encontro en las moscas de la cruza ns x s, siendo ésta diferente de las
frecuencias del resto de las cruzas tratadas (p < 0.05). La figura 20 muestra que
en las moscas no seleccionadas (ns x ns) hay mayor proporcidon de manchas
grandes (que indican capacidad de proliferacion de la célula después de la
induccién de la lesion) que de manchas chicas (figura 20 a); en la progenie donde
las hembras progenitoras o los machos progenitores han sido seleccionados (s x

NS y ns X s) se presento igual proporcidn de manchas chicas y grandes, pero en la
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Fig. 20 Frecuencia corregida por tipo de mancha en moscas seleccionadas y no seleccionadas con NaN3 (F47)

tratadas con NDMA [10 mM]
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Fig. 21 Distribuciéon del tamafio de mancha de moscas seleccionadas y no seleccionadas

tratadas con NDMA [10 mM] (F47)
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ultima, la respuesta genotéxica observada fue menor (figura 20b y c); finalmente,
cuando ambos progenitores han sido seleccionados se recobrdé un poco mas de
manchas grandes que de chicas, ademas de que en esta categoria se encontré la
mayor frecuencia de manchas gemelas (figura 20 d).

La figura 21 muestra que el tamano de mancha recobrado en las cuatro cruzas
experimentales se incrementdé con el tratamiento de NDMA. Se generaron
manchas de hasta 256 células, con excepciéon de la cruza en la que ambas lineas
progenitoras habian sido seleccionadas con NaNs;, en las que las manchas mas
grandes fueron de 32 células. Por otra parte, en la cruza donde sélo las hembras
habian sido seleccionadas y en las que se obtuvo la mayor induccion de manchas
(11.95), también se recobré una proporcién considerable de manchas de una
célula.

El tratamiento con la NDMA modificé significativamente la distribucién del numero
de manchas por mosca en todas las cruzas con respecto a sus correspondientes
testigos (p < 0.05). En las cuatro cruzas experimentales tratadas con NDMA, se
recobraron moscas con mas de 20 manchas (Fig. 22). Sin embargo, en la cruza
(ns x s) donde sélo los machos habian estado bajo seleccion con NaN3; y en la que
se obtuvo la menor frecuencia de manchas, la distribucion del numero de manchas
por mosca se ubica a la izquierda de las otras distribuciones, lo que indica que el

numero de manchas por mosca en estos organismos fue menor (p < 0.05).

Ensayo somatico con NDMA (Fsg7)
En la Fg7, se repitid el ensayo anterior pero utilizando una concentracién menor de

la NDMA [5 mM] para confirmar si las diferencias en la respuesta de genotoxicidad
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detectadas entre las cruzas se mantenian a una concentracion menor de este
promutageno (Tabla Ill y Fig. 23). Con esta concentracion la frecuencia de
mutacion y recombinacion somaticas se incrementé en forma similar en todas las
cruzas experimentales tratadas con la NDMA, con respecto a sus cruzas testigo,
que recibieron sacarosa al 5 %. So6lo se observd una frecuencia ligeramente

mayor en las moscas de la cruza ns x s (p > 0.05).

Tabla Ill. Frecuencia de manchas inducidas con la concentracion de 5 mM de
la NDMA en larvas de 72 £ 4 horas de edad. Exposicion: 72 X 6 horas (Fs7)

Manchas por ala
Numero de | Simples Simples Gemelas Totales
Cruza alas Chicas Grandes
analizadas 1-2 (> 2 células) m=35 m=2
células) m=2
Sacarosa 5 %
; 45 8 0 53
Jir X mwh 120 (0.38) 0.7) (0) (0.44)
; 27 2 0 29
Jir's Xmwh 120 (0.23) (0.02) 0) (0.24)
; 34 6 0 40
Jir "X mwhs 120 (0.28) (0.05) 0) (0.33)
; 36 9 0 45
Jir's X mwhs 120 (0.30) (0.08) 0) (0.38)
DNMA 5 mM
; 238 + 322+ 37+ 597 +
Jlr X mwh 120 (1.98) (2.68) 0.31) (4.98)
s 152 + 294 + 48 494 +
Ji's X mwh 120 (1.27) (2.45) (0.40) (4.12)
; 204 + 371 + 63 + 638 +
Jir X mwhs 18 (1.73) (3.14) (0.53) (5.41)
458 +
5 224 + 193 + 41 +
flIr's X mwhs 120 (1.87) (1.61) (0.34) (3.82)

Analisis estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988).+, positivo; w, débil positivo; i,
indeterminado. P= 0.05.
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Fig. 23 Frecuencia de manchas por ala en moscas seleccionadas (s) y no seleccionadas
(ns) expuestas a NDMA comparadas con el testigo [5 mM] (F87)

Frecuencia

0 [ e I [

ns xns s Xns ns X s S XS

Tipo de cruza

Al agrupar las manchas obtenidas por su tipo: chicas, grandes y gemelas se noto
que la proporcién de manchas grandes, fue ligeramente mayor en la cruza donde
el macho ha sido seleccionado (ns x s) y menor cuando los dos progenitores han
sido seleccionados (s x s) (Fig. 24 a - d).

La figura 25 muestra la distribucion del tamafio de mancha por mosca recobrado.
El tratamiento con NDMA increment6 el tamafio de mancha (manchas de hasta
256 células) en todas las series experimentales y nuevamente en la cruza donde
ambas lineas progenitoras habian sido seleccionadas (s x s), se obtuvieron las

manchas de menor tamano (hasta 32 células).
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NDMA [5 mM]
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Fig. 25 Distribucion del tamafio de mancha de moscas seleccionadas y no seleccionadas

tratadas con NDMA [5 mM] (F87)

59



[NDMA 5mM]

Q
o W w8
— [\
| J
NI, —\B
L —
- M N pl

N |

ion del nUmero de manchas por mosca

Fig. 26 Distribucion

o

60



En la Fg7, el numero de manchas por mosca fue menor y mas homogéneo en la
progenie de la cruza s x s, hasta 13 manchas por mosca, mientras que en las
otras cruzas la respuesta fue mas heterogénea y se recobraron moscas con 18
manchas o mas. En la cruza donde el macho o ambos progenitores habian sido
seleccionados con NaNs;, se obtuvieron algunas moscas sin manchas en sus alas,

a pesar de haber sido expuestas a la NDMA [5 mM] (Fig. 26).

Fig. 27 Frecuencia de manchas por ala en moscas seleccionadas (s) y no seleccionadas
(ns) expuestas a NDMA (F47 y F87)

14

ns xns s Xns ns Xxs SXS

EH20 ENDMA [5 mM] BNDMA [10 mM]

En la figura 27 se compara la frecuencia de manchas obtenida en el tratamiento
con NDMA [10 mM] en la F47 de seleccién con NaN3 [0.04 mM] y en el tratamiento
con NDMA [5 mM] en la Fg; de seleccion con NaN; [0.06 mM]. Aunque las

condiciones entre los dos tratamientos son diferentes, se observa que la cruza
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experimental, en la que solo la linea de machos ha sido seleccionada, muestra
una respuesta similar.

Cabe mencionar que en el primer ensayo somatico en el que las moscas se
retaron con NaN;3; [0.75 mM], en esta cruza se observd la mayor frecuencia de
manchas (Fig. 15).

Por otra parte, la cruza en la que las hembras habian sido seleccionadas mostré
una respuesta ligeramente mayor en el tratamiento con NDMA [10 mM] y menor

en el tratamiento con NaN3; [0.75 mM] (Figs. 15y 27).
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DISCUSION

La seleccidn de organismos con base en la resistencia o sensibilidad ante algun
factor de presion es una estrategia para establecer la existencia de bases
genéticas que expliquen dicha respuesta.

Por sus diversas aplicaciones, la NaN3 ha sido objeto de multiples estudios, sin
embargo los reportes de investigaciones realizadas con diversos organismos y
metodologias muestran gran heterogeneidad en el efecto de este compuesto. Su
biotransformaciéon al metabolito azidoalanina mediado por la OASS aportd
elementos para explicar parcialmente los resultados contradictorios obtenidos en
diversos sistemas. Asi, este compuesto debe mostrar actividad en aquellos
organismos que presenten a la OASS, ya sea como parte de su propio
metabolismo o adicionada a través de fracciones microsémicas como la S9 del
higado de mamiferos. Se ha establecido la presencia de esta enzima en cebada
en la que la NaN3; es claramente mutagénica (Veleminsky et al., 1977; Owais et
al., 1978). Sin embargo, también se ha encontrado que los fluidos de seres
humanos en los que también esta presente, reducen la actividad de la NaN3 en
cultivos bacterianos (De Flora et al., 1979).

Aunque en Drosophila melanogaster se ha determinado la presencia de la OASS,
s6lo se ha reportado un ligero incremento en la frecuencia de mutaciones letales
recesivas ligadas al sexo al emplear soluciones de NaN3 con pH ligeramente acido
(Karma y Gollapudi, 1979). Sin embargo, Delgado (1990) usando la prueba de
mutacion y recombinacién somatica con la cruza: hembras mwh/mwh x machos
flr’/TM3, Bd® reportd efecto positivo en la induccién de manchas en las alas de

moscas que recibieron tratamientos agudos con NaNj [7.3-14.7 mM]; aunque la
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comparacién entre el tamafno de las manchas recobradas mostré un efecto
citotdxico en algunas de las concentraciones probadas. Posteriormente, Gonzalez-
César y Ramos-Morales (1997) en el mismo sistema y esquema de cruza aplicado
en el presente trabajo, a través de una exposicion semicronica y a
concentraciones menores que las probadas por Delgado (1990), mostraron que la
NaN3 [0.5 - 1 mM] induce manchas por recombinacion mitética dependiente de
homologia ya que el efecto sélo se report6 en moscas libres de inversién y fue
negativo en moscas portadoras de inversiones multiples en las que no se recobran
manchas mutantes por este mecanismo; también en ese estudio se reporta que la
actividad de la azida de sodio es menor cuando se utilizan moscas que muestran
altos niveles constitutivos de CYP6A2a. A través de la SMART, la actividad de la
NaN3; se manifiesta in vivo induciendo recombinaciéon mitdtica, lo cual implica un
tipo de interaccién con el ADN por rompimiento y reunién de la molécula y sélo es
evidente en las moscas libres de inversion en las que aumenté la frecuencia de
recombinacién somatica de manera significativa y no tuvo efecto en las moscas
portadoras del cromosoma balanceador (el cual impide recuperar eventos viables
por recombinacion). Estos resultados indican que la actividad de la NaNj3 es
principalmente recombinogénica (Gonzalez-César y Ramos-Morales, 1997). En
otro reporte, Ramos-Morales (2006) confirmé que en la versién de SMART de los
ojos la NaN3 es dependiente de homologia, ya que en las hembras que presentan
dos cromosomas sexuales (XX) libres de inversidén, induce manchas de manera
significativa, mientras que en las hembras portadoras de un cromosoma

balanceador y en los machos (hemicigéticos), no se observaron manchas
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mutantes, pero si pérdida de omatidias, ademas de disminuir el indice de
sobrevivencia de los organismos tratados con el compuesto.

En otro reporte de 1999, Rivas-Martinez empleando cepas deficientes en
reparacion del ADN observé que las moscas portadoras de inversiones multiples
en el cromosoma X, eficientes en reparacion de dafio al ADN alimentadas
semicronicamente con NaN3 [0.06 — 1 mM] presentaron indices de sobrevivencia
tan bajos como los de las moscas deficientes en reparacion, o que mostrd, que en
este sistema, la NaN3 o mas propiamente el metabolito azidoalanina si interactua
directamente con el ADN e induce lesiones que se reparan por recombinacion. La
no homologia entre los cromosomas XX de estas cepas explica la disminucién del
indice de sobrevivencia de las moscas tratadas.

En Drosophila se ha identificado la activacion al metabolito via la enzima OASS y
actualmente se dispone de reportes en los que se ha evidenciado actividad
genotodxica para este compuesto en este sistema (Sadig y Owais, 2000). Por otra
parte, se ha propuesto que el metabolito azidoalanina puede sufrir modificaciones
adicionales mediadas por enzimas dependientes de CYP450 (La Velle y Mangold,
1987). En la cepa bacteriana TA100 de S. thyphimurium, el bloqueo del grupo
amino en la molécula de la azidoalanina reduce marcadamente el potencial
mutagénico de ésta, lo que sugiere que se requiere de la forma libre del grupo
amino para la actividad mutagénica y se ha sugerido que este paso podria estar
mediado por activacion enzimatica (La Velle y Mangold, 1987).

Se ha mostrado que en Drosophila los elementos transponibles pueden estar
involucrados en los eventos iniciales que producen rearreglos cromosémicos como

translocaciones, inversiones y deleciones. Estos rearreglos pueden afectar el

65



patron de expresion de los genes o0 en su caso, la herencia de grupos completos
de genes, lo que llevaria a modificar los niveles constitutivos de las enzimas que
participan en la biotransformacion de substancias genotéxicas (Engels y Preston,
1979; Darbon et al., 2002; Kidwell, 1983; Gilbert, 2004).

Los resultados obtenidos en la presente tesis aportan elementos a favor de una
base genética para la resistencia a la exposicion a la NaN3, como es el incremento
en la tolerancia que se ha logrado en las cepas seleccionadas, de 0.001 mM en la
Fi1y 0.1 mM, para la F, l0o que implica un aumento de 100 veces en la
concentracion de NaNj3 a partir del inicio de la exposicion cronica al compuesto. La
resistencia alcanzada por los organismos ha sido gradual debido a que se requiere
tiempo para que las moscas sometidas al estrés quimico que ejerce la exposicion
a la NaNs, se adapten a la concentracion administrada del compuesto, es decir,
las moscas seleccionadas deben mantener su capacidad reproductiva. Asi,
comparada con la poblacién original, la proporcién de organismos resistentes es
cada vez mayor.

Para evaluar el efecto que la seleccidon confiere a las moscas expuestas a la NaN3
por exposicion cronica, se disefid una estrategia en la que se compard la
respuesta de genotoxicidad entre cruzas, empleando moscas cultivadas en
presencia de este compuesto (seleccionadas, s) y moscas testigo (no
seleccionadas, ns): s X s vs ns x ns; adicionalmente se realizaron cruzas en las
gue solo una de las lineas progenitoras habia sido seleccionada: s x nsy ns x s.
La primera evaluacion del efecto de la seleccidon se realizé utilizando al mismo
compuesto NaNsz, en una concentracibn mayor pero en una exposicion

semicronica. No se encontraron diferencias entre la actividad genotdxica obtenida
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en las moscas de cada cruza de los respectivos lotes testigo (sin compuesto), sin
embargo, en las moscas seleccionadas y no seleccionadas tratadas con el
compuesto se observo diferencia en la actividad ya que las moscas donde los dos
progenitores han estado bajo seleccion, se recobraron manchas de mayor tamanio.
Este aspecto es importante porque las manchas grandes implican que la célula
que sufridé la lesion logré repararla y mantuvo su capacidad proliferativa,
generando una mancha mutante grande. Por otra parte, la respuesta obtenida con
este compuesto indica que la seleccion ha favorecido la capacidad de activacion
de la NaNs, pero no necesariamente una mayor capacidad de desintoxicacién, por
lo que elementos adicionales podrian estar involucrados en ésta, como reportaron
Gonzalez- César y Ramos-Morales (1997) en lineas de moscas resistentes a
insecticidas (ORR) en las que el efecto de la NaN3; es menor, comparado con las
cepas estandar.

Al progresar la seleccion (0.04 mM para la F47) se contrastd la respuesta ante un
promutdgeno que requiere ser biotransformado (NDMA). Las moscas con
progenitores seleccionados mostraron manchas que se formaron a través de mas
de dos ciclos celulares. En la cruza donde sélo los machos han sido seleccionados
se recuperaron moscas con menor numero de manchas cuando se trataron con la
NDMA a 10 mM. Al continuar la seleccién (0.06 mM para la Fg7) y retar a las
moscas con una concentracion menor de NDMA [5 mM], la mayor actividad se
presentd en esta cruza (ns x s). Sin embargo, al comparar la respuesta obtenida
en los dos tratamientos con NDMA, la frecuencia de manchas por ala en la

progenie de esta cruza es muy similar. En el resto de las cruzas empleadas, el
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aumento en la frecuencia de manchas por ala estad relacionado con la
concentracion.

Si bien los tratamientos con NaN; y NDMA se realizaron en generaciones
diferentes, los resultados obtenidos apoyan la propuesta de que la resistencia a la
NaN; tiene una base genética. Esta resistencia se manifiesta ademas en una
capacidad metabdlica diferencial hacia el promutageno NDMA. Se ha reportado
que la administracion de NaNs, un atrapador de radicales de oxigeno exitado,
reduce el efecto de algunas nitrosaminas que se caracterizan por inducir la
formacion de especies reactivas de oxigeno como parte de su biotransformacion,
pero no de compuestos de accion directa como el metil metanosulfonato (Gichner
y Velemnisky, 1988), lo que sugiere que en la actividad de las nitrosaminas y de la
NaN; podrian haber elementos comunes, como algunos citocromos que han sido

asociados con la biotransformacion de nitrosaminas y aminas aromaticas:

Familia/ Sustrato Reaccion Especie Referencia
subfamilia catalizada
CYP2E1 NDMA Hidroxilacion Humano Rodriguez-Arnaiz et al., 1993
CYP2a4 Maitra et al., 2000
CYP2a5 Estabrook, 1996
CYP2BI
CYP6A2
CYP2a5 Isoniazida Acetilacion Rata Islas-Guzman, 1996
CYP2A6 N-metilacion Estabrook, 1996
CYP2E1 Humano
CYP2BI
CYP2E1 Procarbazina Acetilacion Humano Islas-Guzman, 1996
CYP2BI (Pirazinamida) Estabrook, 1996
CYP2Bl1 Aminas Hidroxilacion D. melanogaster Ramos-Morales, 2006
CYP6A2a (NaNj3) Desaminaciéon
CYP2EI
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La comparacion entre los resultados obtenidos en el presente trabajo y los
reportados para Drosophila utilizando metodologias similares sugiere que
probablemente algunas actividades enzimaticas relacionadas con |la
biotransformacion y desintoxicacion de la NaNj (azidoalanina) y la NDMA podrian
tener elementos comunes.

El efecto de la continua seleccién de las moscas con la azida de sodio parece
modificar ligeramente la respuesta de genotoxicidad, como se aprecia al comparar
la respuesta obtenida en los tratamientos con NaN3 [0.75 mM] y la NDMA con las
cruzas ns x ns y s x s, sin embargo, los resultados logrados en las cruzas donde
s6lo uno de los progenitores ha sido seleccionado muestran que el efecto de la
seleccion impacta de diferente manera a la linea de hembras (flr¥/TM3, Bd®) y a la
linea de machos (mwh/mwh). Una posibilidad que es necesario explorar es la
actividad de las enzimas asociadas con la biotransformacion de la NDMA, ya que,
como se ha mostrado en otros estudios, las moscas que tienen la capacidad de
biotransformar mas eficientemente a la NDMA tienen una actividad mas débil
cuando son expuestas a la NaN3, que la de las moscas con metabolismo estandar.
La transformacion enzimatica adicional del metabolito azidoalanina ha sido
propuesta por La Velle y Mongold (1987) al comparar la genotoxicidad de

analogos de este compuesto en Salmonella.
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Respuesta de genotoxicidad de la azida de sodio (NaN3) y de la NDMA en
cepas de D. melanogaster (Gonzalez-César y Ramos-Morales, 1997)

Cepa Compuesto
P NaN; NDMA
Estandar + +
ORR/OR; flr3/In(3LR)TM3,
ri’se 1(3)89A4a bx’*e Bd® x - ++

mwh/mwh

Efecto genotdxico obtenido en las cruzas experimentales (b — d) comparado con
el obtenido en la cruza con moscas no seleccionadas (a)

QR fr/TM3,Bd° x 33 [0.75 mM] S5SmM  10mM
mwh/mwh
a) ns X ns + + +
b) s x ns +, | + +
c)nsxs + + +|
d)sxs + +, | +
+ = efecto genotdxico: moscas expuestas al compuesto vs tratadas con el
disolvente
|, actividad recobrada en la cruza experimental vs la actividad de la cruza no
seleccionada

Otro aspecto interesante que confirma el efecto de la seleccion es la distribucion
del dafio en los organismos derivados de cada cruza. En los tratamientos con
NDMA se recobran moscas con mayor variabilidad en el numero de manchas por
mosca en la cruza con moscas no seleccionadas (ns x ns), mientras que cuando
ambos progenitores son seleccionados, la respuesta se reparte entre los
individuos (Fig. 26) de manera mas homogénea.

Se requiere profundizar en la caracterizacion enzimatica de las cepas utilizadas en
este estudio y establecer si el efecto de la seleccion ha favorecido a organismos

con una actividad metabdlica diferencial para la activacion o bien para la
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desintoxicacion de genotdxicos, lo cual a su vez podria tener diversas
implicaciones como: acelerar o retardar la disponibilidad de un agente genotdxico
en el organismo o mas particularmente, en el sitio de actividad; modificar la vida
media de los compuestos, ya sea acortando o retardando su eliminacion y
excrecion o bien, afectar de manera indirecta a otros procesos dependientes de

actividad enzimatica como por ejemplo, la reparacion de lesiones al DNA.
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CONCLUSIONES

1. En Drosophila melanogaster la tolerancia a la NaNj3 tiene una base heredable.

2. Las moscas seleccionadas muestran capacidad para activar a la azida de sodio.

3. La seleccion de las dos lineas de moscas progenitoras produce progenie que

estabiliza eficientemente lesiones inducidas por la NaNs.

4. Las moscas seleccionadas responden de manera diferencial ante la exposicion

al promutageno NDMA.

5. La actividad genotéxica inducida por la NDMA es mas homogénea en las

moscas donde ambos progenitores han sido seleccionados.

6. Drosophila melanogaster es un sistema in vivo que permite analizar el efecto

heredable de la seleccidén a largo plazo.
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