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RESUMEN

La taurina interfiere en numerosas funciones bioldgicas y fisioldgicas.
Actualmente su efectividad en diversas patologias se esta probando clinicamente;
ademas se considera inocua y no se ha reportado algun efecto negativo asociado al
consumo de taurina. En este trabajo se evalu6 el efecto de la taurina sobre la toxicidad y
genotoxicidad inducida por la N-nitrosodimetilamina (NDMA) en Drososphila
melanogaster mediante la prueba de mutacion somatica y recombinacion mitética en las
alas (SMART). Se utilizaron dos tipos de larvas: de tipo silvestre y portadoras de
marcadores para evaluar la induccion de mutacion somética y recombinacion mitotica
en ala. La taurina fue administrada a las larvas de 72 + 4h de edad mediante contacto-
alimentacion, las concentraciones utilizadas fueron 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 y
50.0 mM, las cuales fueron preparadas mediante disoluciones sucesivas, a partir de
50mM. Se utilizaron dos protocolos: en el primero se explord si la taurina mostraba
actividad genotdxica por lo que las larvas fueron pre-tratadas durante 6h con sacarosa
5% vy posteriormente se trataron con diluciones sucesivas de taurina hasta completar su
desarrollo; en el segundo se determind si la taurina tenia efecto sobre la genotoxicidad
inducida por la NDMA, en este caso las larvas se pre-trataron durante 6h con NDMA
5mM vy después se trataron con soluciones sucesivas de taurina hasta completar su
desarrollo. Se compar6 la frecuencia de manchas obtenidas en las diferentes
disoluciones de taurina para cada protocolo mediante el programa de computo SMART.
Se compararon los indices de sobrevivencia (IS), indices Sexuales (ISex) para las
moscas silvestres y moscas portadoras de marcadores recobradas de la cruza SMART;
ademas se evaluo la actividad reproductiva de los machos silvestres tratados recobrados
de ambos protocolos. Se concluye que la taurina en concentraciones altas muestra
genotoxicidad. Por otro lado no mostro reducir la genotoxicidad de la NDMA en
Drosophila melanogaster. Aunque los indicadores de genotoxicidad no muestran
diferencias significativas entre las moscas expuestas a taurina y las moscas testigo se
asume que la taurina no es inocua. Se sugiere la implementacion del mismo protocolo a
concentraciones inferiores a 5.0 mM para discernir mejor la toxicidad, genotoxicidad y

reprotoxicidad de la taurina.



I. INTRODUCCION

Todos los organismos estamos expuestos constante e inevitablemente a
sustancias, tanto naturales de origen vegetal o animal (toxinas, bacterias, venenos de
animales) como las fabricadas por el hombre (farmacos, compuestos quimicos
industriales, plaguicidas) y las derivadas de actividad humana (productos de pirdlisis de
la coccion de alimentos y derivados domeésticos).

El estudio de los efectos nocivos de las sustancias en los organismos es el
objetivo de la toxicologia (Eaton y Klaassen, 2005). Un téxico se puede definir como
cualquier sustancia capaz de provocar una respuesta nociva en un biosistema (Hayes,
2001).

De acuerdo a Klaassen y Watkins (2005) el que tenga lugar o no la respuesta
toxica dependera de las caracteristicas quimicas y fisicas del compuesto, del lugar y la
duracién de la exposicion, de la metabolizacion del agente por parte del sistema y de la
sensibilidad del propio biosistema o individuo.

Las principales vias de exposicion a sustancias toxicas son oral, inhalatoria,
dérmica y otras vias parenterales ( intramuscular, intraperitoneal, intravenoso) (Gregus
y Klaassen, 2005).

La toxicologia genética estudia los efectos que ejercen los agentes quimicos y
fisicos en la integridad, expresion y regulacion del material genético de los organismos
(Preston y Hoffmann, 2005). En la evaluacion de las sustancias se busca reconocer
aquellas con actividad genotoxica, con el fin de identificar el riesgo de exposicion a
éstas, asi como caracterizar la relacion dosis-respuesta y los mecanismos implicados en
el efecto.

Los compuestos quimicos que no son constituyentes propios del organismo son

denominados xenobidticos y pueden clasificarse basicamente en dos tipos dependiendo



de la forma en la que funcionan: 1) de manera directa (genotdxicos), si son reactivos por
si mismos, es decir no requieren ser activados mediante el metabolismo del organismo
expuesto y 2) de manera indirecta (pro-genotdxicos), requieren ser activados por las
enzimas presentes en los organismos a derivados reactivos electrofilicos (VVogel, 1992).
La biotransformacion es la conversion metabdlica de las sustancias quimicas endégenas
y Xxenobidticas en compuestos mas hidrosolubles. En la biotransformacion de los
xenobioticos participan enzimas que tienen amplia especificidad por el sustrato.

Las reacciones de fase I: hidrolisis, reduccion y oxidacion, exponen o introducen
un grupo funcional (-OH, -NH, -SH, o COOH) a la sustancia y habitualmente
aumentan la hidrofilia. Las reacciones de fase Il: glucuronidacion, sulfatacion,
acetilacion, metilacion y conjugacion con glutation pueden aumentar la hidrofilia y la
eliminacion (Parkinson, 2005). Las enzimas que biotransforman los xenobidticos se
distribuyen ampliamente por los tejidos del cuerpo y estan presentes en diversos
compartimentos subcelulares. En los vertebrados, el higado es la fuente mas abundante
de enzimas que catalizan las reacciones de biotransformacion. Los microsomas
hepéticos contienen numerosas enzimas que dependen del sistema de citocromos P-450
(CYP-450); estas enzimas tienen la capacidad de catalizar diversas reacciones (Klaassen
y Watkins, 2005). Los sistemas microsomales de la mono-oxigenasa que contienen
numerosas enzimas dependientes de CYP-450 tienen un papel importante en el
metabolismo de substratos enddgenos asi como en la desintoxicacion de muchas drogas
y de xenobidticos y en la activacion de agentes ambientales a formas biolégicamente
inactivas.

Un concepto importante que surge de la relacion entre la dosis y la respuesta
cuando las dosis son bajas, es el de valor umbral o bien, dosis por debajo de la cual la

probabilidad de que una célula o un individuo resulte afectado por efecto del



tratamiento es baja. En el caso de la relacion entre dosis y respuesta se ha mostrado que
existen umbrales para la mayoria de los efectos toxicos; aunque la variabilidad
interindividual de la respuesta que provoca la dosis hace dificil establecer una verdadera
dosis carente de efectos (Klaassen y Watkins, 2005).

La pendiente de la relacion de dosis-respuesta con dosis altas puede ser
considerablemente distinta de la obtenida con dosis bajas. La saturacion de las vias de
biotransformacién, de los puntos de unién de las proteinas o de los receptores y la
disminucion de los cofactores intracelulares son algunos de los mecanismos que
influyen en la aparicion de inflexiones bruscas en la relacion entre la dosis y la
respuesta (Klaassen y Watkins, 2005).

Debido a que los efectos de los mutagenos pueden variar entre especies e
individuos, asi como en diferentes tipos y estados celulares en los mismos organismos,
la evaluacion del dafio que un agente genotdxico puede causar en el material genético
debe estar basada en estrategias que involucren el uso de diferentes organismos,
siguiendo una serie de etapas y cubriendo un amplio espectro de tipos de dafio genético
(Brusick, 1987).

El uso de metodologias experimentales para estudiar genotoxicidad contribuye a
la identificacion de compuestos con actividad potencialmente peligrosa para los seres
vivos; sus efectos se estudian en células germinales y somaticas, asi como in vivo e in
vitro. En la genotoxicidad de un compuesto participan factores como: metabolismo,
edad, sexo y constitucién genética de los organismos, aspectos relacionados con la
naturaleza quimica de los compuestos, el tipo de interaccion que se establezca entre el
compuesto o sus metabolitos con el ADN o la maquinaria celular y la capacidad del

organismo para reparar el dafio inducido, entre otros.



Un grupo de compuestos pro-genotoxicos considerados de gran interés y en
consecuencia ampliamente estudiados, lo constituyen las nitrosaminas. Estas se
encuentran frecuentemente en nuestra dieta y medio ambiente, y pueden ser también
sintetizadas enddgenamente (Scanlan, 1983). Las moléculas de este grupo quimico
pueden tener actividad carcinogénica al ser activadas metabolicamente (Hong y Yang,
1985).

Una de las nitrosaminas mas estudiada, la N-Nitrosodimetilamina (Sindnimos:
Dimetilnitrosamina, N-metil-N-nitrosometamina; (NDMA) (Index Merck 1989) [CAS
62-75-9]; es un liquido amarillo de baja viscosidad, miscible en agua, soluble en la
mayoria de los disolventes organicos y en lipidos, muy volatil, su formula quimica es
(CH3)2 NNO, esta formada por C(32.42 %), H(8.16%), N(37.82%) y O(21.60%), peso
molecular de 74.08 g., densidad= 1.0048 (Index Merck, 1989). Es usada como
disolvente en la industria del plastico y la fibra, como antioxidante, aditivo para
lubricantes y en condensadores para incrementar la constante dieléctrica, también se usa
como nematicida. Se ha encontrado en pequefias cantidades en muestras de humo
condensado de tabaco, en carnes curadas como el tocino, el pescado salado y ahumado.
Asimismo se utiliza como disolvente y en la sintesis del combustible 1-1
dimetilhidrazina (Index Merck, 1989).

Es un agente alquilante y carcin6geno potente (EMS, 1976), por lo que se usa
como control positivo en estudios de mutagénesis (Williams, 1989). En células
germinales de Drosophila melanogaster induce mutaciones letales recesivas ligadas al
sexo y pérdida de cromosomas sexuales y, en menor grado no-disyuncion, siendo mayor
el efecto cuando se administra por alimentacion (Vogel y Natarajan, 1979). En células

somaticas de las alas y de los ojos de Drosophila melanogaster, induce mutacion y



recombinacion cuando se trata (contacto-alimentacion) a larvas de diferentes edades y

concentraciones que van desde 0.5 a 50 mM (Delgado, 1990; Mufioz, 1998).

Drosophila melanogaster

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, ha sido empleada como
organismo para el estudio de la genética, desde el nacimiento de esta disciplina en 1856
con los estudios de Mendel. A lo largo de casi 90 afios de intensa investigacion se ha
logrado obtener una gran cantidad de informacion sobre diversos procesos biol6gicos
fundamentales, tanto en el &mbito celular como en el del desarrollo, que son comunes a
muchos eucariontes (Botas, 2007).

Drosophila melanogaster retne las caracteristicas de un organismo modelo,
debido a su numero cromosémico pequefio (n=4), bajo costo de mantenimiento en
espacios reducidos, produccion de progenie numerosa, corta duracion en su ciclo de
vida (10 dias a 25°C) (el cual permite distinguir entre el efecto de dosis cronicas, agudas
y fraccionadas), ademas de ser sumamente sensible a bajas concentraciones y de
conocerse detalladamente su genoma (Adams et al., 2000).

Drosophila cuenta con enzimas de desintoxicacion similares a las contenidas en
la fraccion S9 del higado de mamiferos. Estas enzimas P-450 participan de manera
importante en la reduccion-activacién de promutagenos y en el metabolismo de
xenobidticos, en particular en el de moléculas que contienen atomos de nitrégeno, como
en el caso de aminas metiladas, aminas, nitrosaminas, hidracinas, y aminas aromaticas
(Zijlstra, 1988).

Las larvas tienen dos linajes celulares: larvario e imagal, el primero esta
implicado exclusivamente con el desarrollo y funcionamiento de la larva, mientras que

el imagal esta formado por paquetes de células contenidas en estructuras similares a



sacos y denominadas discos imagales; a partir de las células de los discos imagales se
diferencian las estructuras particulares del cuerpo del adulto, por ejemplo: antenas, 0jos,
halterios, patas, genitales externos y alas (Russell, 1998). Desde el punto de vista
genético, los discos imagales constituyen un excelente material de estudio. Cada disco,
aparece como primordio desde el primer estado larvario, en el que consiste de 20 a 50
células. A partir de ese momento, el nimero de células por cada disco se amplifica por
mitosis hasta el final de la fase larvaria. Al final del tercer estadio, 4 dias después de la
eclosion, la larva inicia el periodo de pupacién en el que ocurre histélisis de la mayor
parte de su tejido (los tubos de Malphigi permanecen); las células forman tejidos y las
estructuras del adulto de los discos imagales; durante este estado la cuticula se
obscurece y 5 dias después, emerge la mosca adulta. Una vez que el adulto despliega
sus alas (4-6 h después), puede ingerir alimento y tener actividad reproductiva (Ramos
etal., 1993).

En Drosophila melanogaster existen metodologias que se basan en el desarrollo
de las células somaticas para evaluar efectos genotdxicos.

En la version para ala se utilizan marcadores recesivos de la superficie de las
alas de las moscas adultas en condicién heterocigota. La induccion de la pérdida de
heterocigosis de los marcadores en las células de los discos imagales de las larvas
mediante tratamientos con compuestos genotoxicos, conduce a la formacion de un clon
de células mutantes; que después de la metamorfosis forman un grupo de células con
fenotipo mutante (denominado mancha) en el contexto silvestre de las alas. La principal
ventaja de este sistema de prueba somatica reside en el hecho de que detecta varios tipos
de eventos que inducen mutacion, ademéas de la recombinacion mitotica; es posible
determinar la contribucion de la recombinacion mitotica en la respuesta total obtenida.

También se tiene gran versatilidad de eleccion de protocolos en cuanto a la edad de las



larvas y al tipo de administracion, lo que permite suministrar diferentes tratamientos con
base en las caracteristicas de los compuestos a probar (Graf et al., 1984). El tiempo de
ensayo es de una generacion (10 dias) y el material biolégico se puede almacenar para
posibles verificaciones de resultados. En un tamafio de muestra de 40 alas se analizan
aproximadamente 1,000,000 de células (Garcia Bellido y Dapena, 1974). Se recomienda
un total de 120 alas por lote experimental, de tal forma que los resultados sean
estadisticamente significativos (Graf et al., 1984).

Los ensayos somaticos de genotoxicidad se encuentran validados con un gran
nimero de agentes quimicos y mezclas complejas (méas de 400) (Graf et al 1984); se ha
empleado con éxito en estudios para la deteccion de genotoxicidad en plaguicidas (Kaya
et al., 2000); y en estudios comparativos entre compuestos analogos (genotoxicos y
antigenotoxicos); se ha demostrado su utilidad en la deteccién de genotoxinas de

diferentes fuentes de contaminacion (Amaral et al., 2006).

Taurina

El &cido B-aminoetanosulfonico (sindnimos: acido etanosulfonico, acido b-
aminoetil sulfonico, &cido sulfénico, acido amino-etano-sulfénico, acido 2-amino-
etano-sulfénico (IUPAC) es un compuesto incoloro y cristalino, con un peso molecular
(PM) de 125.15 g/mol, soluble en agua hasta 0.84 g/L, insoluble en metanol y éter. Su

formula condensada es CoH;NO3S.
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Figura 1. Estructura quimica de la taurina.



Fue aislada de la bilis de buey, Bos taurus del cual se deriva su nombre. Fue
descrita por primera vez en 1827 por los cientificos alemanes Friedrich Tiedman y
Leopold Gmelin. La taurina se considerd un producto final e inerte del metabolismo de
los amino&cidos azufrados.

La taurina se encuentra en alimentos consumidos por los humanos (Glass y
Czarnecki-Maulden, 1990). Aunque también es un ingrediente en los productos de base
animal (Baker, 2006) y se encuentra en minimas concentraciones en los vegetales

(Tabla 1) (Loureco y Camilo, 2002).

Tabla 1. Contenido de taurina en algunos alimentos (Tomada de Loureco y Camilo,

2002)

Alimento Taurina
(mg/100 g)

Carnes
Res cruda 43
Cerdo crudo 61
Pollo crudo/ parte oscura 169
Pavo crudo/ parte oscura 306
Cordero crudo/ parte oscura 47
Jamon horneado 50
Mariscos
Atln enlatado 42
Pescado blanco/ crudo 151
Mejillén/ crudo 655
Ostras/ frescas 70
Bacalao/ congelado 31
Almeja fresca 240
Almeja enlatada 152
Leche y derivados
Leche pasteurizada 6
Queso cheddar No detectable
Yogurt bajo en grasa 3.3
Helado de vainilla 1.9
Frutas, vegetales, granos cereales, frijoles | No detectable
Y NUECES.




Sintesis exdgena
La dieta es la principal fuente de taurina en sujetos sanos. Se sintetiza a partir de
la metionina y cisteina con la vitamina Bg (Jacobsen y Smith, 1968; Fontana, 2006).
Tanto la metionina como la cisteina son precursoras de la taurina; sin embargo,
la capacidad de sintesis varia ampliamente entre las especies; aun se desconoce la
velocidad maxima de sintesis en el humano. La sintesis promedio en los adultos varia

entre 0.4 y 1.0 mmol/dia (de 50 a 125 mg) (Stapleton et al., 1997).

Sintesis enddgena

La sintesis enddgena de taurina ocurre principalmente en el higado y en el
cerebro. Esta requiere varios pasos, como la oxidacion enzimatica y conversion de
cisteina, directamente o después de la conversion de metionina a cisteina (Lambert,
2004).

Las tres enzimas implicadas en esta conversion son la cistationina sintetasa,
cistationasa y la descarboxilasa del acido cisteinsulfinico; todas ellas requieren vitamina

Bg como cofactor.

POsH - NADH I SOM (¢ g iifinato | |

|
t|:H2 AN <|:HQ - CH, CH

CH CH, Descarboxilasa CH C

| | 7\ 7\

NH, NH, HOOC NH, HOOC NH,
Taurina Hipotaurina (CIS) Sulfinato Cisteina

Figura 2. Metabolismo de la taurina a partir de la cisteina.



Distribucion

La taurina se encuentra presente en la mayoria de los tejidos de todas las
especies animales. Se ha descrito su presencia en todos los Phyla de la escala zooldgica,
siendo los moluscos los organismos que presentan las concentraciones mas elevadas
(Jacobsen y Smith, 1968).

La taurina es el aminoacido intracelular mas abundante en el cuerpo humano, la
mayor parte se encuentra libre y practicamente no se incorpora a las proteinas; sélo una
pequefia cantidad se manifiesta como pequefios péptidos en el cerebro (Jacobsen y
Smith, 1968; Stapleton et al., 1997). Un ser humano de aproximadamente 70 kg
contiene cerca de 560 mM de taurina (70 g), con concentraciones intracelulares que
varian entre 5 y 50 mM, mientras que la concentracién plasmatica es de casi 100-114
umol (Jacobsen y Smith, 1968; Engel et al., 2005). Los tejidos que son excitables y que
generan radicales libres como la retina, leucocitos, plaquetas, sistema nervioso central,
corazén, musculo, médula espinal, cuerpo estriado, pulmon, rifién, vesicula seminal e

higado tienen concentraciones elevadas (Tabla 2) (Jacobsen y Smith, 1968).

Tabla 2. Distribucion de taurina en seres humanos (Loureco y Camilo, 2002).

Tejidos Peso humedo Fluidos Concentracion
(umol/g) (umol/L)
Cerebro 0.8-5.3 Bilis 200
Eritrocitos 0.05-0.07 Lig. Intersticial 5-36
Corazon 6 Leche 337
Rifion 1.4-1.8 Saliva 16-65
Higado 0.3-1.8
Pulmén 1-5
Musculo 2.2-5.4
Plaquetas 16-24
Retina 30-40
Bazo 11.4
Leucocitos 20-35
Células 20-35




Las concentraciones plasmaticas se mantienen por control homeostatico; El
plasma es un indicador poco sensible de las concentraciones tisulares individuales; no
obstante, refleja el consumo dietario y la excrecion urinaria que es rapidamente miscible
e intercambiable con una vida media de 0.1 h lo mismo ocurre con la bilis, el sistema
nervioso central y otros tejidos, los cuales consumen taurina de forma activa contra un
gradiente de concentracion. Los almacenes de taurina tienen una baja velocidad de
recambio y una vida media de 70 h; sin embargo, todavia no estéa claro si los almacenes
hepéticos actlan como donadores rapidos para el intercambio con otros tejidos. Por
ende, el papel primario de la taurina en el higado es la sintesis de &cidos biliares
(Sturman et al., 1975). La taurina viaja activamente hacia todos los tejidos por una
proteina transportadora que esta acoplada al transporte de iones de sodio y cloro y que
estd regulada por la activacion de dos enzimas sensibles al calcio. La proteincinasa C
actia como inhibidor del transportador y la calmodulina como estimulador del mismo

(Honsen, 2001).

Excrecion

La taurina se excreta a través de la orina y la bilis; sin embargo, es el rifion el
que regula el “pool” corporal total, puesto que controla la reabsorcion tubular. La
taurina se filtra en los glomérulos y se reabsorbe principalmente en los tubulos de un
sistema de transporte especifico para aminoacidos de alta afinidad como la metionina
que dependen del sodio. La cantidad de taurina que se excreta a diario varia de un
individuo a otro, e incluso los niveles de ésta en un individuo pueden cambiar dia con
dia. El intervalo de excrecion es de 0.22 a 1.85 mmol y esta influido por varios factores
como la genética, edad, sexo, consumo dietario, funcién renal y ciertas condiciones

clinicas (Silencio y Montafio, 2004).



Funciones de la taurina

Aunque la taurina no es componente de alguna proteina estructural de
mamiferos, desempefia varios papeles fisiolégicos importantes incluyendo la
osmoregulacién, la formacion de sales biliares conjugadas (Fontana, 2006) y para la
funcién leucocitaria, la modulacion y excitacion del sistema nervioso central y el
masculo, la proliferacion celular, la viabilidad, y la prevencion a la oxidacion dafiina en
tejidos (Huxtable, 1992) y como tal, esta sujeta al ciclo enterohepético (\VVan der Hulst et
al., 1997).

Los efectos benéficos de la taurina como antioxidante en sistemas biol6gicos se
han atribuido a su capacidad de estabilizar los biomembranas (Wright et al., 1986), de
neutralizar especies reactivas del oxigeno (Wright et al., 1985), y de reducir la
produccion de productos finales de la peroxidacion del lipido (Huxtable, 1992).

Los niveles intracelulares de la taurina son mantenidos 50 a 100 veces mas altos
gue las concentraciones extracelulares por transporte activo de la membrana a través del
transportador de la taurina (Lambert, 2004). Este gradiente osmdtico contribuye al
mantenimiento del estado celular de la hidracion y actia como un regulador de la sal y

del equilibrio del agua dentro de las células.

Nutricién e Importancia Clinica

Aunque la taurina no se considera esencial en la nutricion humana, se sugiere
que personas estrictamente vegetarianas corren el riesgo de ser deficientes en taurina
porque ésta sélo se encuentra en la proteina animal (Mc Carty, 2004).

Ademas ha sido usada en muchos estudios clinicos para tratar varias condiciones

patologicas aunque su mecanismo de accién aun no ha sido comprendido (Cafias, 2002).



La taurina como suplemento en alimentos y bebidas energetizantes.

El valor metabdlico de la taurina suplemental en sujetos adultos es dudoso
porque se ha demostrado que el 70% de taurina suplemental es desechado en la orina sin
cambiar y otro 25% es degradado por las bacterias intestinales (Sturman et al., 1975).
Debido a sus efectos inotropicos positivos supuestos, la taurina se ha agregado a las
bebidas energetizantes (1000 mg/l) sin efectos secundarios aparentes. Se presume que la
taurina esté implicada en la estabilizacién del potencial de la membrana celular y la
regulacion del transporte a través de varios canales del ion calcio y en el control de la
contraccion miocardiocelular, razén por la que se afiade taurina a las bebidas
energetizantes (McCarty, 2004).

A pesar de los muchos estudios clinicos; ain no se establece la ingestion diaria
recomendada (IDR) y se puede consumir a cualquier hora del dia. Actualmente la dosis

Optima de taurina no se conoce.



Il. JUSTIFICACION

La taurina interfiere en numerosas funciones bioldgicas y fisiologicas. Su
efectividad en diversas patologias se esta probando clinicamente; ademas se considera
inocua y no se ha reportado algin efecto negativo asociado a su consumo.

Sin embargo el creciente e indiscriminado consumo por medio de suplementos
alimenticios, bebidas energetizantes y otros se ha convertido en un problema de salud.

Para evaluar la actividad de una sustancia es conveniente utilizar mas de una
herramienta de tal manera que el diagndstico del impacto de la sustancia sea solido
evaluado a través de mdltiples variables de respuesta que complementan las
caracterizacion del efecto en diferentes niveles, estructuras o funciones de los

organismos expuestos.

OBJETIVO
En este trabajo el objetivo es evaluar el efecto de la taurina sobre la toxicidad,

genotoxicidad y reprotoxicidad inducida por la NDMA en Drososphila melanogaster.

HIPOTESIS
La Frecuencia de dafio inducido por la NDMA serd menor en las moscas tratadas

con taurina.



I1l. MATERIALES Y METODOS
Compuestos:

La N-Nitrosodimetilamina, se obtuvo de Sigma (CAS 62-75-9). La
concentracion de la NDMA se selecciond con base en su potencial mutagénico y
recombinogénico en Drosophila, en la cual se ha establecido que en larvas expuestas
por alimentacion a 5 mM en tratamientos agudos se provoca un incremento significativo
en la frecuencia de mutacion y recombinacion somaética de los adultos recobrados

(Mufioz, 1998). Como testigo se utiliz6 una solucion de sacarosa al 5%.

La taurina fue proporcionada amablemente por la Dra. Herminia Pasantes
Morales del Instituto de Fisiologia Celular. La concentracion de taurina se selecciond
con base en el estudio realizado por Ordaz (1998) en el cual se determind la
concentracion letal 50 (que produce la muerte del 50% de las moscas tratadas), LCso en
50 mM. A partir de esta concentracién se prepararon soluciones por diluciones
sucesivas, hasta obtener las concentraciones finales 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05 y 0.01 mM.

Como testigo negativo se utilizé agua destilada.

Sistema de cruza
Se utilizaron larvas de 72 + 4 horas, obtenidas de dos cruzas entre diferentes cepas
de Drosophila melanogaster:
e Canton-S (Cs) larvas de tipo silvestre que provienen de la cruza de machos (Cs)
y hembras (Cs); éstas no poseen alteraciones en su constitucion genética
(marcadores fenotipicos o cromosomas con multiples inversiones) por lo que
son utilizadas como testigo de linea y para la evaluacion de la actividad

reproductiva de machos tratados.



e larvas transheterécigas flr¥/mwh e y larvas TM3, Bd°e que provienen de la cruza
de machos mwh e /mwh e y hembras fIr¥TM3, Bd®, éstas presentan un
cromosoma balanceador que hace viable a los organismos y al contener el
marcador Bd® se pueden distinguir entre las moscas libres y las portadoras del
balanceador (moscas con muesca en el borde de las alas y el cuerpo color
ébano). En estado larvario ambos tipos de progenie son indistinguibles, por lo

que se les trata simultaneamente (Mufioz, 1997).

Durante la metamorfosis las células que constituyen la hoja del ala forman un
proceso unicelular (pelo o tricoma), de manera que la cuantificacion de pelos o tricomas

es equivalente con las células que les dieron origen.

Las alteraciones genéticas causan fenotipos reconocibles en las células de las alas,
de manera que en un contexto de tricomas silvestres, pueden observarse manchas con
tricomas que expresen el fenotipo flr¥, mwh o ambos. La recombinacion entre los
marcadores mwh y flr* genera manchas sencillas mwh. Las manchas mwh también
pueden originarse por otros eventos genéticos, tales como pérdida, mutacion puntual y
no disyuncion (Graf et al., 1984; Becker, 1976). Por otro lado, la recombinacion
mitdtica entre flr* y el centrémero produce manchas gemelas mwh-flr®, por su origen,
este tipo de manchas son indicadoras de recombinacion. En general, el tamafio de un
clon es mayor cuando se induce en larvas jovenes (24 a 48 h), y de menor tamafio si se
producen en larvas de mayor edad (72 o mas h); ya que mientras mas avanza la edad de
la larva se tienen mas células blanco que participaran en menos divisiones mitéticas
(Garcia Bellido y Merriam, 1971).

El marcador mwh (multiple wing hair) se localiza a 0.03 unidades de mapa en el

cromosoma 3 y también es autosémico recesivo. Se expresa produciendo numerosos



tricomas en lugar de uno por célula, como en el fenotipo silvestre (Lindsley y Zimm,
1992; Ramos et al., 1993).

El marcador flr® es un marcador fenotipico recesivo localizado a 38.8 unidades
de mapa en el brazo izquierdo del cromosoma 3, es codificado por un gen autosémico
recesivo, letal en condicion homocigética, pero resulta viable en mutantes somaticos.
Para su mantenimiento se requiere del cromosoma balanceador TM3 Bd°® e.
Fenotipicamente produce tricomas en forma de flama (amorfa) sobre la superficie del
ala (Lindsley y Zimm, 1992).

El cromosoma balanceador TM3, Bd® e, es un cromosoma especialmente
construido que tiene multiples inversiones que generan arreglos sinapticos complejos
que por recombinacién provocan fragmentos acéntricos, dicéntricos y anillos acéntricos
entre otras figuras, por lo que este cromosoma se utiliza para evitar la recuperacion de
arreglos producidos por recombinacion; A un arreglo como el descrito se le denomina
sistema de letales balanceados. La presencia del cromosoma balanceador se confirma
por la expresion del marcador fenotipico: Beaded-Serrate (Bd®) (Lindsley y Zimm,
1992).

Beaded-Serrate (Bd®) se localiza en el cromosoma tres. Es un gen letal
dominante que en las moscas heterocig6ticas viables produce muescas en el borde de
las alas y hace evidente la presencia del cromosoma balanceador (Lindsley y Zimm,
1992).

ebony (e) se localiza a 70.7 unidades de mapa en el cromosoma 3, es un
marcador fenotipico recesivo. Las moscas portadoras muestran color ébano y no pardo

como en el tipo silvestre (Lindsley y Zimm, 1992).



Elaboracién del medio de cultivo para los tratamientos.

El medio de cultivo fue elaborado con base en lo sugerido en Ramos et al
(1993), el cual contiene agua (82.56%), carragenina (0.99%), azlcar (4.62%), harina de
maiz (6.94%), levadura (4.36%), acido propionico (0.26%) y nipagin (0.26%).

Las moscas fueron mantenidas a una temperatura de 25°C y 60% de humedad relativa.

Sincronizacién de cultivos y obtencion de larvas.

Al tercer dia de realizada la cruza, los progenitores fueron transferidos a frascos
con medio de cultivo fresco para que ovopositaran por un periodo de 8 h
(sincronizacion). Terminado este periodo fueron retirados los progenitores dejando los

huevos en el medio hasta desarrollar larvas de 72+-4h de edad.

Tratamiento

Las larvas son colectadas mediante una solucion concentrada de sacarosa (20%)
siguiendo el procedimiento propuesto por Nothinger, 1970. En esta solucion, las larvas
flotan por tener menor densidad y son vertidas en un embudo de separacion de 3 mm de
diametro. Se retird el exceso de la solucién de sacarosa, las larvas se enjuagaron
gentilmente con agua corriente a temperatura ambiente y se recibieron en una malla de
nylon.
Después de colectadas, se colocaron aproximadamente 100 larvas con una espatula en
tubos homeopaticos que tenian una malla de nylon por un extremo y un tapén de hule
espuma en el extremo opuesto. Los tubos que contenian a las larvas se introdujeron en
un vaso de pp de 10 ml conteniendo 60 mg de celulosa y 5 ml de sacarosa al 5% o de
NDMA 5mM por seis horas (tratamiento agudo). La celulosa se utilizd para evitar la

evaporacion de la solucion y al adherirse al cuerpo de la larva contribuye a que la larva



entre en contacto con el compuesto. Posteriormente las larvas se trataron con una
solucion de taurina (tratamiento cronico).

Para la evaluacion del efecto de la taurina sobre la genotoxicidad inducida por la
NDMA se desarrollaron dos protocolos. En el primero se explord si la taurina mostraba
actividad genotoxica y en el segundo se determind si la taurina inhibia la genotoxicidad

inducida por la NDMA (Cuadro 3).

Cuadro 3. Lotes experimentales utilizados en el protocolo de evaluacion

Tratamiento con Sacarosa al 5% | Agua Destilada = T. Negativo

Protocolo A Taurina a # [ ] = Experimental

Tratamiento con DMNA a 5mM | Agua Destilada = T. Positivo

Protocolo B Taurina a # [ ] = Experimental

Se realizaron tres experimentos independientes, cada uno con dos tubos por
concentracion, mas el testigo correspondiente por protocolo; de cada disolucion se
registraron un total de 40 alas.

Una vez que emergieron los adultos fueron sacrificados por exceso de éter y
fijados en alcohol al 70%, se guardaron en tubos de plastico etiquetados para su

identificacion.

Determinacion del indice de sobrevivencia

Para cada uno de los lotes experimentales, las moscas CS y SMART se
cuantificaron de manera independiente por sexo. Sélo las moscas de la cruza SMART se
cuantificaron por fenotipo: de tipo silvestre, las moscas libres del balanceador (flr*/mwh

e) y con muescas en las alas y color de cuerpo ébano, las moscas portadoras del



balanceador (TM3, Bd® e). A partir de la cuantificacion realizada se calculé el indice de
sobrevivencia, con ayuda de la siguiente férmula:
indice de sobrevivencia (I1S) = X adultos experimental / = adultos testigo
Con el IS de los lotes experimentales se obtuvo, para cada concentracion, un
Unico valor promedio, con su respectivo error estdndar. Finalmente el 1S promedio
obtenido para cada tipo de mosca fue comparado con un analisis de varianza (ANOVA)
para determinar diferencias significativas entre los grupos experimentales y el testigo.
Después de obtener el indice de sobrevivencia de todos los experimentos se
procedié a separar las alas de las moscas de la cruza SMART que presentaban el
fenotipo silvestre, con la ayuda de unas pinzas de relojero y se colocaron 10 parejas de
alas de hembras y 10 de machos en un portaobjetos con ayuda de solucion Fauré (30gr
de goma arabiga, 20ml de glicerol, 50gr de hidrato de cloral y 50ml de agua) (Graf et al,

1984).

Revision de las alas y criterios de registro

Las alas fueron analizadas con un microscopio Optico a 40X, cada mancha se
registré de acuerdo a la seccién del ala en la que se encontr6: A, B, C, C’, D, D’, 0 E,
las cuales estan delimitadas por la venacién natural de las alas; el nimero de células

que la formaban y el fenotipo de la mancha: mwh, flr® o gemela mwh-flr®.

Criterios de lectura

El marcador mwh tiene expresividad variable por lo que es posible encontrar en
las moscas homocigo6ticas para esta mutacion células que forman 2, 3 o mas pelos. Se ha
mostrado que los tratamientos con temperatura pueden inducir la formacion de

fenocopias en las que se observan expresiones con dos tricomas pero no con tres 0 mas



(Katz, 1985), por esta razon s6lo se cuantifican como manchas mwh aquellas que
contengan al menos una célula o con tres 0 méas pelos.

Se considera que dos manchas son independientes si se separan entre si por 3 0
mas hileras de tricomas silvestres. Por el plano de division de las células que forman el
ala (paralelo con respecto al eje longitudinal de la misma), las manchas ubicadas en la
region dorsal son independientes de las observadas en la region ventral del ala (Graf et

al., 1984).

Analisis estadistico

Se utilizé el procedimiento de decision multiple de Frei y Wurgler, (1988) para
determinar si existian diferencias significativas entre la frecuencia de mutacion y
recombinacion somatica en los lotes experimentales y el testigo. Los datos fueron
analizados con la ayuda del programa de computo SMART y se basan en la prueba no
paramétrica de X°. El nivel de ensayo se fija en 0=0.05. Este analisis permite decidir si
la frecuencia de manchas inducidas en los tratamientos tiene un diagnostico positivo,
débil positivo, negativo o indeterminado con base en las siguientes dos hipoétesis: la
hipotesis nula (Ho) que indica que la frecuencia de las mutaciones inducidas vy
espontaneas no es significativamente mayor a la frecuencia del testigo negativo y la
hipotesis (Ha) sefiala que la frecuencia de manchas inducidas sea m veces mayor que la
frecuencia del testigo negativo (Graf et a.l 1984), donde m, es el factor de
multiplicacion utilizado para realizar este analisis estadistico, indicando cuantas veces
debe incrementarse el nimero de eventos de los tratamientos con respecto al testigo
para considerar una respuesta positiva. Las manchas chicas (de 1 a 2 células) son méas
comunes, por lo que predominan en relacion con la frecuencia de manchas grandes (>3

células) y la de manchas gemelas, por lo que deben analizarse por separado para evitar



una sobreestimacion de la induccién de las manchas menos comunes. De esta manera
para considerar un incremento significativo en la frecuencia de manchas chicas y totales
(se obtiene de la suma de todas las manchas, por lo que la contribucién de las manchas
chicas es predominante) se utiliza m=2, mientras que para las manchas grandes y las
gemelas m=>5. Las siguientes cuatro decisiones son posibles (Frei y Wurgler, 1988):

1. No rechazar la Ho y rechazar Ha: negativo

2. Rechazar Ho y no rechazar Ha: positivo

3. Rechazar Ho y rechazar Ha: debil positivo

4. No rechazar Ho y no rechazar ha : indeterminado

Determinacion de la actividad reproductiva

Se utilizaron larvas de 72 * 4 horas, obtenidas a partir de la cruza entre hembras
y machos tipo silvestre. Estas moscas no poseen alteraciones en su constitucion genética
(marcadores fenotipicos 0 cromosomas con multiples inversiones).

Las larvas se expusieron al tratamiento descrito anteriormente; posteriormente se
seleccionaron 40 machos de ambos experimentos (protocolo A 20 y protocolo B 20) por
cada dilucién de taurina mas el testigo correspondiente por protocolo.

Cada macho tratado se cruzd con 2 hembras virgenes silvestres en tubos
homeopéticos con medio de cultivo fresco. Después de cinco dias se eliminaron los
progenitores del frasco y se esperd a que la progenie emergiera.

Finalmente se contaron por sexo todas las moscas que emergieron de los dos
experimentos realizados con repeticion independiente. Con la informacion obtenida se

obtuvieron el indice de fertilidad y el promedio de la progenie por macho. Se graficaron



los promedios de la progenie producida por cada grupo de 20 machos tratados, por
concentracion en cada experimento (Tabla 4).

El indice de fertilidad (IFr) se calcul6 con la ayuda de la siguiente formula:
IFr = Numero de machos con progenie por conc / Nimero de machos sembrados
El IFr permite identificar cambios producidos por los tratamientos probados en la
capacidad reproductiva de los organismos.

El promedio de la progenie por macho (PPM) se obtuvo con la ayuda de la
siguiente formula:
PPM= Total de individuos de la F; por conc / NUmero de machos fértiles por
concentracion.
El promedio de la progenie por macho es un biomarcador que permite identificar si las

alteraciones trascienden a la siguiente generacion.
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Determinacion de la actividad reproductiva Se separan las portadoras y libres del balanceador.
Cada macho silvestre tratado se cruzé con 2 v

hembras virgenes silvestres en tubos homeopaticos |
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Anaélisis al microscopio a 40X
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de los dos experimentos realizados
con repeticion independiente l

v | Andlisis estadistico: programa SMART

Determinacion del IFertilidad y Progenie promedio por macho |

Tabla 4. Disefio Experimental utilizado para evaluar el efecto de la taurina sobre la
toxicidad de la N-nitrosodimetilamina en Drosophila melanogaster.



IV. RESULTADOS.

Indice de Sobrevivencia (IS) e Indice Sexual (ISex).

Se realizaron tres experimentos independientes, cada uno con dos tubos por
concentracion. Se calcul6 el indice de sobrevivencia (IS) para cada tubo y se obtuvo el IS
promedio del experimento. Posteriormente se promediaron los IS obtenidos por
concentracion y por experimento para obtener el promedio de los promedios de los
experimentos realizados por cada tratamiento: Sacarosa 5% + Taurina (Tabla 5) o NDMA

SmM + Taurina (Tabla 6).

Tabla 5. indice de Sobrevivencia (IS) de moscas
tratadas con Sacarosa 5% + Taurina.

[ 1mM canton-s flr3/mwhe TM3, BdS/mwhe

Taurina IS £E.S. IS £E.S. IS £E.S.
0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
0,01 1,06 £+ 0,14 0,99 + 0,09 0,53 + 0,02
0,05 1,12 £+ 0,22 0,57 + 0,15 0,67 + 0,28
0,10 0,86 + 0,21 0,82 + 0,34 0,61 + 0,11
0,50 0,87 + 0,15 0,97 + 0,61 0,59 + 0,08
1,00 1,07 £ 0,19 0,76 + 0,50 0,61 + 0,22
5,00 1,14 + 0,21 1,42 = 1,08 0,84 + 0,55
10,00 1,35 £+ 0,19 0,61 + 0,47 0,69 + 0,42
50,00 0,06 + 0,02 0,09 + 0,07 0,11 + 0,00



Tabla 6. indice de Sobrevivencia (IS) de moscas
tratadas con NDMA 5mM + Taurina.

[ 1mM canton-s flr3/mwhe TM3, Bds/mwhe

Taurina IS £E.S. IS £E.S. IS £E.S.
0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
0,01 1,04 £ 0,31 0,78 + 0,60 0,78 + 0,62
0,05 0,89 + 0,25 0,53 + 0,35 0,69 + 0,51
0,10 1,13 £+ 0,18 1,92 + 0,33 1,21 £ 0,89
0,50 0,82 + 0,28 1,18 + 0,95 1,05 + 0,95
1,00 0,97 + 0,32 0,79 + 0,34 0,70 + 0,40
5,00 1,04 £ 0,40 1,20 £ 0,07 0,81 + 0,09
10,00 1,00 £ 0,29 0,94 + 0,06 1,22 + 0,38
50,00 0,18 + 0,07 0,51 + 0,13 0,63 + 0,13

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA, p<0.05) de dos criterios para discernir
si existian diferencias significativas entre los IS de cada concentracion probada al tratar las
larvas previamente con Sacarosa al 5% o NDMA 5 mM respectivamente por experimento y
a su vez dentro de las diferentes lineas utilizadas. E1 ANOVA, p=0.05 de dos vias para el IS
solo mostrd diferencias significativas en la concentracion utilizada.

Posteriormente se realizé un ANOVA, p=0.05 de dos vias que incluy6 el andlisis de
la concentracion y del compuesto para cada una de las lineas utilizadas; s6lo se encontraron
diferencias significativas dentro de la linea silvestre por lo que se realizd la prueba de
Tukey para conocer cudl era la concentracion significativamente distinta. Se confirmé que
la sobrevivencia recobrada a 50 mM result6 ser significativamente diferente, por lo que se

separaron usando grupos homogéneos (Tabla 7).



Tabla 7. Prueba de Tukey (Canton).

[ 1mM

Taurina Mean 1 2
50.0mM 0.121  xxxx
0.5mM 0.846 XXXX
0.1mM 0.991 XXXX
0.00mM 1,000 XXXX
0.05mM 1,008 XXXX
1.0mM 1,015 XXXX
0.01mM 1,045 XXXX
5.0mM 1,089 XXXX
10.0 mM 1,176 XXXX

Las figuras 3 y 4 muestran los Indices de Sobrevivencia (IS) de las moscas expuestas a

tratamiento.
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Figura 3. indice de sobrevivencia (IS) promedio de larvas tratadas con Sacarosa 5% + Taurina
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Figura 4. indice de Sobrevivencia (IS) promedio de larvas tratadas con NDMA 5 mM +
Taurina.

Para calcular el Indice Sexual (ISx) promedio se sigui6 el procedimiento descrito
anteriormente para el IS pero en este indice se considerd sélo la sobrevivencia de los
machos. Las tablas 8 y 9 muestran los ISx de los machos recobrados en las tres lineas de
moscas utilizadas, los cuales fueron tratados previamente con Sacarosa 5% o con NDMA,

respectivamente.



Tabla 8. Indice sexual (ISex) de machos tratados con

Sacarosa 5% + Taurina.

[ ]mM  canton-s flr'/mwhe TM3, Bd®/mwhe

Taurina  ISex+E.S. ISex+E.S. ISex=+E.S.
0,00 1,00 =+ 0,00 1,00 = 0,00 1,00 = 0,00

0,01 1,18 £ 0,21 0,75 £ 0,05 0,52 £ 0,02
0,05 1,40 £ 0,24 0,49 = 0,29 0,77 £ 0,40
0,10 1,22 £ 0,35 1,00 £ 0,80 0,72 £ 0,22
0,50 1,07 £ 0,36 1,31 £ 0,89 0,58 = 0,00
1,00 1,28 £ 0,25 0,78 £ 0,62 0,66 = 0,17
5,00 1,32 £ 0,22 1,93 £ 1,67 0,66 £ 0,42
10,00 1,52 £ 0,28 0,76 + 0,64 0,65 + 0,35
50,00 0,08 + 0,07 0,22 + 0,18 0,10 £ 0,02

Tabla 9. Indice sexual (ISex) de machos tratados con

NDMA 5mM + Taurina.

[ ]mM  canton-s flIr/mwhe TM3, Bd® /mwhe

Taurina  ISex+E.S. 1ISex+E.S. ISex=+E.S.
0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 = 0,00

0,01 0,87 £ 0,25 1,79 + 1,71 0,65 £ 0,49
0,05 0,83 + 0,19 0,86 + 0,64 0,33 + 0,09
0,10 0,84 £ 0,13 2,79 + 1,21 0,91 £+ 0,67
0,50 0,73 £ 0,16 1,64 £ 1,36 0,75 £ 0,67
1,00 0,91 + 0,28 1,79 + 1,21 0,72 + 0,28
5,00 0,90 £ 0,28 2,11 £ 0,89 0,78 £+ 0,06
10,00 0,88 + 0,17 1,39 + 0,61 1,20 + 0,52
50,00 0,17 + 0,07 0,54 + 0,04 046 + 0,18

Las figuras 5 y 6 muestran los Indices Sexuales (ISex) de las moscas macho expuestas a
tratamiento.
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Al analizar el efecto de la Sacarosa 5% + Taurina por linea se observo que el IS de
las moscas de tipo silvestre es similar en las diferentes concentraciones, manteniéndose
alrededor del grupo testigo. En las concentraciones 0.01, 0.05, 0.1, 1.0 y 10.0 mM se
recobraron IS mayores en comparacion a los obtenidos con las moscas libres y portadoras
de inversiones.

En las moscas libres de inversiones se obtuvieron IS més altos en las
concentraciones 0.01, 0.1, 0.5, 1.0 y 5.0 mM en comparacion con las moscas portadoras de
inversiones en las que los IS mayores corresponden a las concentraciones 0.05 y 10.0 mM;
aunque en estas moscas el IS fue el més bajo al comparar las tres lineas entre si. En general,
la concentracion 50.0 mM de taurina result6 toxica para las moscas de cualquier tipo.

Al analizar el ISx de machos tratados con Sacarosa 5% + Taurina se observo que
todas las lineas de moscas tratadas se comportaron diferente con respecto a la
concentracion de taurina utilizada.

En las moscas de tipo silvestre, el tratamiento con Sacarosa 5% + Taurina
incrementd el ISx en las concentraciones 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 y 10.0 mM en
comparacion con las lineas libres y portadoras del balanceador.

En la linea libre del balanceador, el ISex de machos es mayor en las concentraciones
0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 y 50.0 mM en comparaciéon con la linea portadora del
balanceador.

En la linea portadora del balanceador, s6lo se recobraron mas machos en la
concentracion 0.05 mM en comparacion con la linea libre del balanceador; aunque el ISex

en general fue el mas bajo al comparar las tres lineas entre si.



Al analizar el efecto de la NDMA 5 mM + Taurina se observd disminucion en el
numero de moscas recobradas en comparacion con las moscas que fueron tratadas con
Sacarosa 5% + Taurina.

En las moscas de tipo silvestre, se obtuvieron IS mas altos en las concentraciones
0.01, 0.05, 1.0 y 10.0 mM, en comparacion con las moscas libres y portadoras de
inversiones.

En las moscas libres de inversion, los IS mas altos se obtuvieron en las
concentraciones 0.1, 0.5, 1.0 y 5.0 mM en comparacién con las portadoras de inversiones
en los que los IS mayores correspondieron a las concentraciones 0.01, 0.05, 10.0 y 50 mM.
También en estos experimentos, la concentracion mas alta (50 mM) de taurina resultd
toxica para las moscas de cualquier tipo.

Al analizar el ISx de machos tratados con NDMA 5mM + Taurina se observo que
en la linea silvestre, el tratamiento recobr6 menos moscas macho en todas las
concentraciones utilizadas de taurina en comparacion con el grupo testigo de la misma
linea.

En la linea libre del balanceador, el ISex de machos es mayor en las concentraciones
0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 y 50.0 mM en comparacion con la linea portadora del
balanceador.

En la linea portadora del balanceador, se recobraron menos moscas macho en las
concentraciones 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 y 50.0 mM en comparacién con el grupo
testigo de la misma linea.

En todas las lineas la concentracion 50.0 mM de taurina resultd toxica para las

moscas.



Actividad reproductiva (progenie por macho tratado)

Se realizaron dos experimentos, cada uno con dos tubos por concentracion. Para
obtener este parametro de las moscas silvestres se contd el numero de hijos por macho
tratado para cada tubo y se promediaron para obtener la actividad reproductiva por
concentracion. Posteriormente se sumaron los datos obtenidos por concentracion y por
experimento para cada tratamiento: Sacarosa 5% + Taurina o NDMA 5mM + Taurina
(Tabla 9 y Figura 7).

La progenie resultd significativamente diferente, al realizar un analisis de varianza
de dos vias para concentraciéon y compuesto, el cual no indico diferencias entre los
tratamientos ni entre la concentracion utilizados (p>0.05).

Al analizar el efecto del tratamiento de Sacarosa 5% + Taurina en el numero de
hijos de los machos tratados se observd que la actividad reproductiva se mantenia muy
similar en las concentraciones 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 mM con respecto al testigo
y finalmente 50.0 mM en la cual fue menor.

Al analizar el efecto de la NDMA 5mM + Taurina en el numero de hijos de los
machos tratados se observo disminucion en las concentraciones 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0
y 50.0 mM con respecto al testigo; comparado con la concentracion 10.0 mM en la que la
progenie recobrada fue mas numerosa.

La progenie por macho de los machos tratados con NDMA 5mM + Taurina fue
menor en todas las concentraciones a la producida por los machos tratados con Sacarosa

5% + Taurina.
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Tabla 9. Progenie promedio por macho (PPM)

[ ]mM
Taurina
0,00
0,01
0,05
0,10
0,50
1,00
5,00
10,00
50,00

Sac 5% +E. S.

49.62
47.81
48.17
46.41
49.79
50.49
46.97
54.10
31.00

+

HoH K K HH R

7.73
6.44
9.33
5.01
7.64
7.14
1.08
3.10
31.00

NDMA + E. S.
19.35 + 5.85
472 + 472
11.36 + 0.36
9.98 + 253
10.68 = 0.68
394 + 3.94
995 + 5.05
21.22 + 12.28
2.00 + 2.00

Figura 7. Progenie promedic por macho
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Indice de fertilidad (IFr)

Se realizaron dos experimentos, cada uno con dos tubos por concentracion. Para
obtener este parametro de las moscas silvestres se contd el nimero de machos con progenie
por concentracion y se dividié entre el numero de machos que se sembraron por tubo para
cada concentracion.

Posteriormente se sumaron los datos obtenidos por concentracion y por experimento
para cada tratamiento: Sacarosa 5% + Taurina 0o NDMA 5mM + Taurina (Tabla 10 y Figura
8).

El indice de fertilidad de los machos tratados con NDMA 5mM + Taurina fue
menor en todas las concentraciones comparados con el indice de fertilidad de los machos

tratados con Sacarosa 5% + Taurina.

Tabla 10. indice de Fertilidad (IFr)

[ ]mM

Taurina Sac 5% +E. S. NDMA + E. S.
0,00 0.900 + 0.05 0.83 + 0.08
0,01 0.675 + 0.28 0.40 + 0.40
0,05 0.900 + 0.00 053 + 0.18
0,10 0975 + 0.02 0.80 + 0.20
0,50 0.975 + 0.02 0.78 =+ 0.23
1,00 0.900 + 0.10 0.40 + 0.40
5,00 0.975 + 0.02 0.55 + 0.40
10,00 1.000 £+ 0.00 0.78 + 0.18
50,00 0.075 + 0.08 0.03 + 0.03



Figura 8. indice de Fertilidad (1Fr)
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Frecuencia de Mutacion

El andlisis cuantitativo de la frecuencia de manchas inducidas en larvas de
Drosophila melanogaster por tratamientos con Sacarosa 5% + Taurina, se muestra en la
tabla 11, figura 9 y 10.

Las larvas de 72h tratadas con sacarosa al 5% durante 6 horas y la administracion de
taurina incrementaron la frecuencia de manchas simples chicas y totales en las
concentraciones 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 10 mM. No hubo respuesta significativa en la
induccion de manchas simples grandes aunque se observo un ligero incrementd en las
concentraciones 0.1, 1.0, 5.0 y 10.0 mM,

En la respuesta obtenida en el tratamiento de las moscas con Sacarosa 5% +
Taurina, la frecuencia de manchas simples chicas y totales se incrementé principalmente en
las concentraciones inferiores a 0.5 mM; ademads de resultar toxica para las larvas ya que al

incrementar la concentracidon de taurina a 50mM la cantidad de moscas recobradas



disminuy6 drasticamente, ademas de que en esta concentracidon, la frecuencia total de

manchas es ligeramente menor a la de las moscas testigo.

En las concentraciones iguales o superiores a 1.0mM la distribucion de todas las

manchas resultod similar a la del lote testigo a excepcion de 10mM en la que se incrementd

la frecuencia de manchas simples chicas y totales.

Tabla 11. Numero y frecuencia de manchas inducidas en el ala con diferentes concentraciones de
taurina en larvas de 72 horas de edad. Exposicion: 72 X 6 hr (Sacarosa 5%) X 48 hr (Taurina).

Taurina  Num.
De
alas

0 40

0.0lmM 40

0.05mM 40

0.ImM 40

0.5\mM 40

1.0mM 40

5.0mM 38

10.0mM 38

50mM 4

Manchas por ala (Num. de manchas)

Manchas
Simples
Chicas
(1-2 cels)
m=2
0.25 (10)

2.03(81) + 0.08(3) i
0.73 (29) + 0.03 (1) -
425(170)+ 0.17(7) i

Manchas

Simples
Grandes

(>2 cels)

m=>5
0.08 (3)

0.60 (24) + 0.08 (3)i

0.28 (11) i
0.39 (15) i

0.15 (6) i
0.16(6) i

07127+ 0.11(4)i

0.25 (1)i

0.00 (0) i

Manchas
gemelas

m=5

0.00 (0)
0.00 (0) i
0.00 (0) i
0.00 (0) i
0.00 (0) i
0.00 (0) i
0.00 (0) i
0.00 (0) i
0.00 (0) i

Diagnéstico estadistico™

Frecuencia de
formacion de

clones

Manchas Num. Clase Obser-

clonal

clones prom.

Totales de
=2 mwh

0.32 (13) 13
2.10 (84) + 84
0.75 (30) + 30
443 17+ 177
0.68 (27) + 27
043 (17)i 17
0.55 (21)i 21
0.82 (31) + 31
0.25 (1)1 1

2.08
1.15
1.13
1.13
1.44

1.86
1.55
1

vada

1.3
8.6
3.1
18.2
2.8
1.7
23
33
1

X 10-5
Corre-
Gida

7.3
1.7
16.8
1.4
0.4
0.9

-0.3

* Analisis estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988). +, positivo; -, negativo; i,
indeterminado; w, débil positivo; con un nivel de probabilidad: alfa=beta=0.05.
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Figura 9. Tipo de manchas por ala inducidas en larvas de tercer estadio (72hr) tratadas con
sacarosa 5% por 6hr y con diferentes concentraciones de taurina por 48hr.
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Figura 10. Células por mancha inducidas en larvas de tercer estadio (72hr) tratadas con
sacarosa 5% por 6hr y con diferentes concentraciones de taurina por 48hr.



La frecuencia de manchas inducidas en larvas de Drosophila melanogaster por
DMN 5mM y Taurina, se muestra en la tabla 12, figura 11 y 12.

En larvas de 72 h, el tratamiento con DMN durante 6 horas y la administracion de Taurina
arrojo resultados diferentes.

La frecuencia total de cada tipo de mancha recobrada en los lotes experimentales
fue mayor en las moscas tratadas con NDMA 5mM en comparacion de las moscas tratadas
con Sacarosa 5% + Taurina.

La induccién de manchas simples chicas y totales en todas las concentraciones
utilizadas resultd negativa. La induccion de manchas simples grandes tuvo un diagnostico
débil positivo para las concentraciones 0.01 mM y negativo para el resto.

El aumento en la frecuencia de manchas gemelas solo resultd positivo en la
concentracion 5.0 mM.

El mayor promedio de la clase clonal se obtuvo a 0.05 mM (2.53) y se obtuvo la

mayor induccion de clones en las concentraciones 0.01 (4.8) y 0.1 mM (6.2).



Tabla 12. Numero y frecuencia de manchas inducidas en el ala con diferentes
concentraciones de taurina en larvas de 72 horas de edad. Exposicion: 72 X 6 hr (DMN
SmM) X 48 hr (Taurina).

Frecuencia
Manchas por ala (Num. de manchas) de
Diagnéstico formacion
estadistico* de
X

clones 10-5
Taurina Num. Manchas Manchas Manchas Manchas Num. Clase Obser- Corre-

De  simples simples gemelas totales de clonal vada Gida
alas  chicas grandes clones prom.
(1-2 cels) (>2 cels) m=5 =2 mwh
m=2 m=5
0 40  628(251) 4.15(166) 028 (11) 10.70 (428) 422 23 433
11.73 (305)
0.0lmM 26 7.81(203)- 3.92(102)- 0.00(0) - - 305 2.13 48.1 4.8

0.05mM 20  3.15(63)- 2.80(56)- 0.00(0) - 5.95(119)- 119 253 244  -189
547(219)  0.60(24)  12.30 (492)

0.lmM 40  622(249)- W w 482 25 494 62

0.5mM 36  453(163)- 3.56(128)- 0.00(0) - 8.08(291)- 290 242 33 -10.2

1.OmM 36 436(157)- 2.28(82)- 0.00(0) - 6.64(239)- 237 212 27 -16.3
10.00 (400)

50mM 40  597(239)- 3.15(126)- 0.87(35)+ - 376 213 386 47

10.0mM 40  485(194)- 3.53(141)- 0.15(6)- 8.52(341)- 336 241 345 88
50.0mM 24  529(127)- 3.46(83)- 0.00(0) - 8.75(210)- 210 232 359 74

* Analisis estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988). +, positivo; -, negativo; i, indeterminado;
w, débil positivo; con un nivel de probabilidad: alfa=beta=0.05.
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Figura 11. Tipo de manchas por ala inducidas en larvas de tercer estadio (72hr) tratadas con
DMN 5mM por 6hr y con diferentes concentraciones de taurina por 48hr.
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Figura 12. Células por mancha inducidas en larvas de tercer estadio (72hr) tratadas con
DMN 5mM por 6hr y con diferentes concentraciones de taurina por 48hr.



V. DISCUSION

La exposicion de los seres humanos a sustancias potencialmente reactivas presentes
en el ambiente es frecuente; esta exposicion puede ocurrir por periodos prolongados y con
mayor frecuencia incluye concentraciones minimas que son capaces de provocar efectos a
corto, mediano y largo plazo, por lo que se dificulta la deteccion del impacto.
Actualmente, el consumo indiscriminado de suplementos alimenticios y bebidas
energizantes que contienen sustancias “naturales” ha propiciado un consumo creciente en
la poblacion sin importar edad, sexo, estado de salud, condicion social.
Una de las sustancias “naturales” que mas frecuentemente es empleada en la elaboracion
de estos productos es la taurina (acido 2-amino-etano-sulfénico) que es un aminoacido
existente en el cuerpo humano y en los alimentos (principalmente en la proteina animal).
Aunque este aminodcido parece participar en varios procesos importantes, aun resta
dilucidar y caracterizar algunas de sus funciones.
Respecto de su toxicidad, no se han reportado efectos negativos asociados al consumo de
esta. Desafortunadamente no se han elaborado estudios integrales que incluyan su probable
toxicidad en exposiciones cronicas. En este estudio se evaluaron algunos parametros que
pueden auxiliarnos para conocer en qué concentraciones la taurina podria provocar un
efecto toxico.
El indice de Sobrevivencia (IS), como una medida del efecto global de la exposicion a
genotoxicos es una herramienta util, especialmente cuando se utiliza tomando como
referencia el efecto en organismos que no contienen en su genotipo ni mutaciones
morfoldgicas o asociadas con alguna deficiencia, ni arreglos en los cromosomas que

pudieran modificar la posibilidad de sobrevivencia de los organismos.



Las diferentes concentraciones de taurina no afectaron de forma significativa la
sobrevivencia de las moscas tratadas, ya sea administrada sola o en combinacion con la
NDMA.

En las moscas, la presencia de inversiones multiples como las del cromosoma balanceador
afect6 la sobrevivencia de las moscas, esto hace suponer que las inversiones podrian estar
alterando la actividad metabolica de las moscas tratadas. En el cromosoma 3 de la mosca,
se ubican genes relevantes para el metabolismo como CYP 18 (Schenkman et al., 2003). Es
recomendable explorar el efecto de tratamientos similares en la actividad metabodlica de
Drosophila.

Por otro lado, en algunas concentraciones se recobraron mas moscas que en las series
testigo. En todos los organismos, un hecho generalizado es que de aquellos que inician el
desarrollo, hay una fraccion caracteristica que no alcanza la edad reproductiva, la pérdida
de estos organismos puede ocurrir en cualquier momento a partir de la fecundacion y hasta
poco antes de la madurez sexual. En el caso de Drosophila melanogaster se ha determinado
que alrededor del 40% de los huevos que pone una hembra no tratada no termina su
desarrollo y por lo tanto mueren- como huevos, larva o pupa- sin llegar al estadio adulto.
Sin embargo, si a lo largo del desarrollo, los organismos son sometidos a cierto nivel de
estrés se ha encontrado que el nimero de moscas que completan el desarrollo aumenta
(Garcia y Ramos, 2004).

El estrés provocado por el tratamiento con agentes genotdxicos podria provocar la
activacion de estos mecanismos, o bien, otros procesos celulares y sistémicos que permitan
un resultado equivalente, lo cual explicaria porqué se observan IS mayores en las series

tratadas que en la testigo.



Es importante recalcar que muchas cascadas de desintoxicacion son activadas y conforme
se agotan los recursos de los organismos se van induciendo otros que les permiten
sobrevivir.

La taurina ha sido estudiada en diversos organismos sin encontrar evidencias de su
actividad mutagénica. En este trabajo se muestra que la taurina muestra actividad
mutagénica so6lo a bajas concentraciones. La falta de actividad a concentraciones altas
podria explicarse a partir de la induccion de mecanismos de desintoxicacion que bloquen el
efecto de la taurina. Cuando las concentraciones son sumamente bajas, el estimulo podria
no ser suficiente para activar estas rutas, por lo cual el compuesto podria alcanzar la célula
blanco y ocasionar dafio que se manifiesta como manchas en las alas de las moscas tratadas.
La taurina no mostr6 actividad protectora del dafio inducido, aunque se aprecio que en las
moscas pretratadas con el promutageno NDMA el incremento en la concentracion de
taurina se asocidé con una frecuencia menor de mutacion. Sin embargo, es posible que la
respuesta esté asociada con la pérdida de células afectadas (muerte celular), mas que con un
efecto protector. Esto concuerda con la toxicidad observada en las altas concentraciones de
taurina que reportd baja sobrevivencia.

En la evaluacion de la actividad reproductiva, se encontré que la taurina modifica
negativamente la cantidad de progenie proveniente de machos tratados, sin embargo, es
necesario continuar el estudio de este efecto utilizando otras concentraciones que permitan
definir mejor la respuesta. Se sugiere la implementacion de variantes del protocolo de
investigacion empleado, en cuanto a tiempos, concentraciones y repeticiones de tal manera
que se puedan obtener un mayor nimero de datos que evidencien los posibles efectos
genotoxicos de la taurina y discernir mejor su mecanismo de metabolizacion en el modelo

bioldgico Drosophila melanogaster.



VI. CONCLUSIONES

e Lataurina no es inocua.

e La taurina modificé el indice de sobrevivencia para moscas silvestres solo a 50

mM.

e La presencia del cromosoma balanceador interfiri6 con la respuesta de

genotoxicidad de las moscas tratadas con taurina.

e Lataurina s6lo mostré actividad genotdxica a bajas concentraciones.
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