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RESUMEN

Con el propésito de calibrar el bioensayo que detecta
actividad mutagénica y recombinogénica en células
somdticas Drosophila melanogaster se realizaron diversos
experimentos empleando los mutagenos de referencia N-
Nitroscdimetilamina {DMN) , N-Nitrosodietilamina,
Metilmetanosulfonato (MMS), Beta propiolactona (8-PL) Yy
Azida de Sodio . La induccién de mutacicnes puntuales,
delecciones, no disyuncién o recombinacién mitotica se
evalud en las células del ala. Para ello se alimentarcen
durante 6 hrs larvas de 7244 hrs. de edad, con los
compuestos de referencia durante 6 hrs. Los marcadores
empleados estdan localizados en el brazo derechoc del
cromosoma tres y son "multiple wing hair" (mwh) y “flare"
(£1r3). Se emplearon diversas concentraciones de cada
agente, Los resultados se valoraron mediante la prueba de
wx2" para proporciones y con el programa de computo SMART-
Wiargler y Frei (P<0.05). La induccién de mutacién puntual,
deleccién o no disyuncidn se detecta en la superficie del
ala como una mancha simple (mwh o f£flr); mientras gue la
induccicn de recombinacidén mitética entre fird vy el
centromero, se denota como una mancha doble (mwh/flr). De
los carcindgenos que requieren activacidn metabslica, el
DMN indujo tanto manchas sencillas como dobles en todas
las concentraciones utilizadas mostrando una clara
relacién dosis-respuesta, mientras que el DEN produjo
respuesta significativa en las dos concentraciocnes méas
altas. Los carcindgenos de accion directa son MMS y A-PL.
El MMS indujo alteraciones genéticas en todas las
concentraciones, pero su actividad recombincogénica fue
positiva Unicamente en las dos mas altas. La B-PL mostro
respuesta inconcluyente para recombinacién y positiva sdlo
para manchas simples grandes. El promutageno, Azida de
Sodio no mostro un efecto definido. E1 orden de respuesta
de ie’stos agentes en SMART es DMN>MMS>DEN>f-PL>Azida de
Sodioc. .
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INTRODUCCION

En la actualidad 1la sociedad depende para su
desarrollo de una gran cantidad de compuestos quimicos,
los cuales tienen un papel importante en la produccién de
bienes y servicios, Se emplean en la conservaclién de
alimentos enlatados, en las ciencias de la salud, en el
hogar, etcétera. Aunque algunos de éstos compuestos son de
origen natural, un gran porcentaje ha sido sintetizado en
laboratorios, por lo due actualmente el hombre esté
expuesto a sustancias a las que nunca antes 1lo habia
estado. Asi, muchas de estas, ademis de ser benéficas,
pueden originar problemas de salud, tanto por los efectos
provocados en el ambiente en general, como por la
exposicién a que estd sujeto el hombre en su ambiente de
trabajo (Sorsa et al, 1982). Esta exposicién a sustancias
téxicas se incrementa dia a dia, debido al aumento en
cantidad y variedad de las mismas.

Se conocen mas de seis millones de compuestos
quinicos, de los cuales de 60,000 a 70,000 son de uso
comin y ne sélo eso, sino que cada aflo salen al mercado
numerosos compuestos téxicos y/o mutagénicos o
cancerigenos y probablemente el nimero aumentara en forma
importante en los proximos afios debido al acelerado
desarrollo cientifico y tecnoldgico de nuestro siglo.

El hombre se ha preocupadc por conocer los efectos



que podrian resultar de la exposicién a algunas de estas
sustancias, no sélo con el fin de poder curar los dafios
provocados, sino para prevenir y controlar la exposicién,
regulando el tiempo y la cantidad del agente al que se
puede encontrar expuesto un individuo sin resultar dafado,
mediante el empleo de medidas de seguridad adecuadas en el
manejo de estos compuestos. El campo al gque se hace
referencia es el de la Toxicelegia, gque de manera general
se encarga del estudio de los efectos provocados por
contaminantes, ya sean quimicos ¢ fisicos en los sistemas

vivos, con el fin de determinar las condiciones bajo las
cuales un agente quimico no provocara dafio; dicho de otra
manera, un quimico puede ser peligrosc si su emplec no se
realiza bajo ciertas medidas de sequridad. Para llegar a
este conocimiento se hace uso de los biocensayos animales,
a través de los cuales la Toxicologia ha obtenido durante
los ultimos veinte afos datos importantes en lo referente
al dano écasionado a la salud del hombre por la exposicién
a compuestos quimicos, lo cual de otra manera sélo hubiera
sido posible por la exposicién accidental a  estas
sustancias (Casarett 1975, Brusick 1987 y 1988).

Los biocensayos se basan en el uso de organismos cuya
respuesta podria ser similar a la que se presentaria en el
hombre bajo condiciones parecidas de exposicién (Casarett
1375 Sorsa et al. 1982, Brusick 1987). Estos bioensayos

deben ser evaluados en base a su capacidad de respuesta,



de tal forma que sélo aquellos gque resulten sensibles y
capaces de discriminar entre los diferentes tipos de dailio,
son aceptados y puestos en practica. Los modelos animales
gque se emplean van desde procariontes hasta sistenas
complejos como los artrépodos y los mamiferos.

Ya que los efectos gque una sustancia puede causar en
un organismo son muy variados y a diferentes niveles, el
perfil toxicoldgico de un compuesto debe obtenerse por la
interaccidén de varias  disciplinas comoc  son: la
Farmacocinética, la Teratologia, la Inmunotoxicologia, la
Toxicologia del Desarrollo, etc.. Cada disciplina o rama
de la Toxicologia cubre algin punto de interés para el
hombre, siendo uno de estos campos el de la Genética
Toxicoldégica, la cual se encarga especificamente del
estudioc del dafic que se puede provocar en el material
hereditario, ya que esto puede tener repercusiones no sélo
en los individuos afegtados sino también en las siguientes
generaciones derivadas de los primeros, ya que al estar
dafiado el ADN de las células sexuales, la descengencia
estaria portande cambios gue de una u otra forma podrian
ser deletéreos a nivel poblacional.

La Genética Toxicoldgica se desarrollsd a partir de
los -QStudiOS realizados por Miller en 1927  sobre la
induccidén de nutaciones génicas con radiacién y desde
entonces a la fecha se ha desarrcllado como una

disciplina, cuyo reconocimiento fue impulsade por 1la



formacion de la Environmental Mutagen Society en 1969
kajo el auspicio de Alexander Hollander ¥y otros
investigadores  interesados en determinar el  impacto
genético de los compuestos guimicos arrojados al ambiente.
yno de los objetivos primordiales de ésta sociedad fue el
de constituir un foro para los cientificos involucrados de
una u otra forma en la deteccién de mutagenos y la
cuantificacién del riesgo genético que estas sustancias
podrian causar al hombre (Brusick 1988).

Se considera como agente genotéxico aquel que tenga
la capacidad de inducir cambios heredables en el genotipo
celular (Wright 1980). En la actualidad 1a Genética
Toxicoldgica tiene dos enfoques principales. El primerc de
ellos es el estudio del impacto que una sustancia provaoca
en las gametas. El segundo se refiere al estudio de los
efectos provocados sobre las células somaticas, asi como
los mecanismos que pueden estar implicados en la
formacidn de procesos cancerosos. Cada objetive forma un
drea de trabajo dentre de la Genética Toxicoldgica
(Bmsick 1987 y 1988).

Debido a las caracteristicas propias de cada sistema
de prueba, la evaluacién del dafio que un quimico puede
causar al wmaterial hereditario no debe basarse en los
resultados obtenidos en un s6lo tipe de pigensayo, lo
anterior conduce al planteamlento de estrategias que

involucran el empleac de distintos organismos. Asi 1la



evaluacién del riesgqo genético se da por una serie de
etapas y ademads cubriendo un amplio espectro de tipos de
dafio genético. La seleccién de los bioensayos que formaran
parte del conjunto de pruebas debe de ser hecha con mucho

cuidado (Wirgler et al. 1984, Brusick 1987 y 1988, Vcgel

1987).
El hombre puede estar expuesto a agentes quimicos de
forma accidental, laboral y/o voluntaria, (Sorsa et al,

1982).

Una sustancia es absorbida, distribuida y excretada
por el organismo con relacién a las condiciones en las que
se realizé el contacto, las caracteristicas fisicoquimicas
de la sustancia y las propias de cada individuo, como son:
edad, sexo, tipo de alimentacién, forma de vida, actividad
laboral, etc.(Klaassen 1975 , Sorsa et al, 1982). las
rutas de entrada de los agentes quimicos pueden ser:
ingestién, inhalacion, absorcién, contacte dérmico, via
intramuscular, intravenosa, intraperitoneal vy subcutdnea.
Asi, el dafio que los agentes contaminantes pueden causar
estd ligado con la via de entrada y depende del grado de
absorcién, metabolizacidn y excrecidén, como se muestra en
la figura 1 (Klaassen 1975 y Norton 1975).

Una vez que la sustancia ha penetrado al cuerpo y
llega al torrente sanguineo, la siguiente barrera que se

presenta es la membrana celular, misma que sera superada



por 1la sustancia dependiendo de 1las caracteristicas
fisicoquimicas de esta ultima. Esto es, solubilidad,
afinidad por las proteinas, caracteristicas de
disociacién, tamaho de la molécula y concentracién, entre
otras., (Casarett 1975).

Una vez que el agente se encuentra en el interior de
la célula, este puede danar directamente al ADN (agentes
de accidn directa) o bien, ser metabolizado y alguno(s) de
sus metabolitos afectar al ADN (en éste caso se denomina
agente indirecto), Los agentes indirectos pueden ser de
naturaleza muy variada (Fig. 2). Los agentes directos son
generalmente compuestos algquilantes Y sustancias
fuertemente electrofilicas (Wright 1980). La forma en que
una molécula interactia con el ADN se presenta en la Fig.
3. El tipo de dafio producido depende del mecanismo por el
cual la sustancia interactia con la molécula blanco, este
puede ser por sustitucién de una base o bien, por la
formacidén de aductos con el ADN llevando en ambos casos a
la pérdida del marco de lectura. La intercalacidn de la
molécula entre los pares de bases de 1la doble heélice
impide que la replicacién y la transcripcién se lleven al
cabo normalmente, ademas de originar aberraciones
cromosémicas debido al rompimiento de la molécula durante
la replicacién en el sitio de intercalamiento (Brusick
1987) .

Para la valoracién del riesgo genotdxico se debe



realizar la evaluacién constante de los bioensayos y de
las perspectivas que presentan los protocolos en
desarrollo, Esto se puede llevar a cabo con la ayuda de
compuestos de referencia, agentes cuyos efectos son
conocidos y que se han clasificade como mutagenos o
cancerigenos. Simultdneamente es necesario gue en cada
experimento se disponga de testigos negativos contra los
cuales se compara el efecto provocado por el agente en
cuestion. Para los testigos negativos se emplean
sustancias inocuas cuyo fin es someter a los organismos a
la misma manipulacién a la que se someten los grupos
tratados (Valencia et _al, 1984, Woodruff et al, 1984,
Vogel 1987).

Para dar validez a los protocolos se emplean ambos
tipos de testigos, tanto para conocer la frecuencia basal
o espontanea de la alteracién que se pretende analizar,
como para la evaluacidén de la sensibilidad y especificidad
que presenta el sistema (Brusick 1987).

Uno de los organismos que se emplea en la Genética
Toxicolégica es Ia mosca de la fruta 0S50
melanogaster o mosca del vinagre, usada durante muchos
anos en estudios de genética basica. Entre las ventajas de
este organismo como sistema de prueba, se encuentran la de
tener gran cantidad de individuos en un espacio muy
pequeRo y 1la facil y econdémica elaboracién del medio de

cultivo, su ciclo de vida es relativamente corto (Fig. 4),



aproximadamente 10 dias a 25°'C+ 1, El espectro de
valoracién de riesgo genétice que puede ser detectado con
el uso de este insecto es muy amplio (Abrahamson y Lewis
1971). Es un sistema eucarionte que permite verificar la
presencia de dafio genétlco in _vivo en un periodo de tiempo
corto. Se pueden detectar compuestos gque actian como
promutdgenos Yy/o procarcindgenos debido a que posee un
complejo microsémico denominado P-450, cuya accién es muy
similar a la que presenta el complejo enzimatico S9 del
higado de los mamiferos. Estos complejos llevan a cabo la
inactivacion o activacién de las sustancias extrafias gque
llegan a entrar al organismo (Baars et _al]., 1980, Clark
1982, Hallstrém 1987).

El uso que se ha dado a Drosophjla melanogaster como
organismo de bioensayo se apoya en el conocimiento de su
gametogénesis (Chandley y Bateman 1962) por lo que se
pueden llevar a cabo valoraciones del posible dafio que un
quimico causa al ADN en los diferentes estadios de 1las
células germinales (Lee et al, 1983, Valencia 1984).

En el Laboratorio de Genética de 1la Facultad de
Ciencias de la UNAM, se utiliza la prueba de Induccién de
Mutaciones Letales Recesivas Ligadas al Sexo (SILRLT) y 1la
prueba de Pérdida cromosdmica y No Disyuncién (SCLT). Sin
embargo, en la actualidad se esta analizando un novedoso
sistema de prueba conocido como Prueba de Mutacién vy

Recombinacion Somdtica (SMART). A continuacién se analizan



cada una de éstas.

Las siglas que se utilizan para la prueba de Ietales
Recesivos Ligados al Sexo, SLRLT, son debidas al inglés
Sex-Linked Recessive Lethal Test. Se emplea desde 1927
cuando Miller la usa con éxito para detectar el efecto
mutagénico de los rayos X. Desde entonces, se han probado
gran cantidad de compuestos quimicos en este sistema, se
considera que es la prueba mias sensible de Drosophila
melanogaster y estd aceptada dentro de los protocolos de
la Environmental Protection Agency (Environmental ﬁhtaqen
Society 1976). Como se cbserva en la figura 5, en la que
ce esquematiza el sistema de cruzas, la evaluacién de 1la
induccién de letales recesivos se hace hasta la sequnda o
tercera generacién, La cantidad de material que se

requlere es considerable, asi como el nuimero de personas

adiestradas.( Lee et_al, 1983).

Una mutacién 1letal recesiva ligada al sexo en
Drosophila melanogaster. puede ser el resultado de mutacidn
génica, delecciones, o aberraciones cromosdmicas. (Lee et
al. 1983). El tamafio de muestra recomendado es de 7000
cromosomas analizados tanto en el grupo testigo como en
las series tratadas (Lee et al, 1983). El total de 1loci
estimados por Abrahamson y colaboradores es de 600-800 en
el cromosoma X de Drosophila melanogaster, es decir
aproximadamente una quinta parte del genoma total de la

mosca (lee et _al. 1983).
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La prueba de Pérdida Cromosémica y No Disyuncidn de
Cromosomas Sexuales (SCLT por sus giglas en inglés: Sex
Cromosome loss Test), se basa en la expresidén fenotipica
de modificaciones heredables en los cromosomas Ssexuales
(valencia et _al. 1984 y Zimmering et al. 1986). Esta
prueba detecta: deleccién, mutacién génica y pérdida o
ganancia de cromosomas completos de 1los cromosomas
sexuales. En la figura 6 se muestra un ejemplo del sistema
de cruza empleado.

El tiempo requerido para la elaboracién de esta
prueba es de una generacién y el tipo de cruza es masivo,
es decir, varios machos tratados son cruzados con hembras
virgenes homocigéticas para mutacicnes recesivas ligadas
al cromosoma X en proporcién de un macho por tres hembras.
La forma en la que se detectan fenotipicamente los eventos
mencionados anteriormente se representa en el esguema de
la figura 6.

' cabe mencionar gque 1la importancia de esta prueba
estriba en la posibilidad de emplear 1lineas o cepas
proficientes y deficientes en algunos mecanismos de
reparacién (Fig. 7), con lo cual se puede analizar 1la
forma de accién de los compuestos en relacién con los
mismos (Valencia et _al, 1984).

En la actualidad se estd 1llevando a cabo la

valoracién de otra prueba en Drosophila melanogaster, con

la que se determina 1la induccién de Mutacién y
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Recombinacién en Células Somaticas (SMART por sus siglas
en inglés, Somatic Mutation and Recombination Test) {Graf
et _al, 1983 y Ramos et al, 1%98%a).

Ya desde 1945 Auerbach y posteriormente Becker en
1957, habian detectado la aparicién de mosaicos o manchas
{clones) en la cuticula de los adultos cuando se expone a
larvas heterocigéticas para marcadores fenotipicos a
diferentes mutigenos (Auerbach 1945, Becker 1975 y 1976).
Basdndese en estas observaciones, Mollet y Wirgler en 1974
Yy después Mollet y Szabad en 1978, prapeonen un nuevo
método para la deteccién de probables mutidgenos empleando
organismos heterocigdéticos para mutaciones recesivas de
células somaticas. la importancia de lo anterior radica en
ta asociacidn que hay entre la actividad recombinogénica y
la induccidén de tumores cancerosos, de tal forma que no
sélo la actividad mutagénica sino también la actividad
recompbinogénica de los compuestos puede estar relacionada
con la incidencia de cancer (Fahmy y Fahmy 1970 Cairns

1981, Graf et al. 1984, Wirgler et _al, 1934}.

.La formacién de clones en células somaticas puede

deberse a mwutacion, deleccién o recombinacidn (Graf et al.

1983) . El tiempo necesario para la realizacion de esta
prueba es de una gepneracidn de Prosophila melancgaster ya

que cuando se obtienen las larvas se les trata con el
agente quimico de interés y al emerger los adultos, se

analiza la presencia de manchas. En la figura 8 se muestra
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un ' cronograma general de la metodologia de esta prueba,
Las estructuras que se emplean en la deteccidén de
este tipo de dafo son los discos imagales, estos discos se
presentan en la larva como pequefios sacos y mds adelante
las células imagales de estos sacos formardn practicamente
todas las estructuras externas del adulto y también parte
de las estructurtas internas (Wilkins 1985). Una -
diferencia entre las células larvales y las células de los
discos inagales es que estas ultimas no se diferenciaran
sino hasta gque el organismo entra en metamorfésis (Fig.
9). Mientras esto pasa, los discos imagales creceran por
divisiones mitéticas a lo largo de los tres estadios por
los que debe pasar la larva hasta que alcanza la condicicén
de prepupa, en este momento se dan las ultimas divisiones
mitéticas. En algunos discos como el mesotoracico dorsal
se da la ultima divisién alrededor de 21 h  después de
formado el pupario, el siguiente paso es la diferenciacidén
celular (metamorfdsis) que dara origen a las estructuras
del imago o adulto (Garcia-Bellido y Merriam 1971). Si
durante este proceso ocurre unpa alteracién heredable en
cualquiera de las células imagales, ésta dara origen a una
estirpe celular con la misma caracteristica alterada
originando asi un clon que serd observado como una mancha
en la estructura imagal correspondiente si se emplean los

marcadores fenotipicos adecuados (Fig. 10}.
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Se han desarrollado por lo menos tres protocelos que
emplean dos tipes de disces imagales y que se mencionan a
continuacién.

Manchas en ojo usando los marcadores white-zeste,
sistema desarrollado por Rasmuson et al. en 1378, se basa
en la induccién de mutaciones somaticas en el locus white-
inestable, originando areas rojas en un contexto amarillo.
La inestabilidad se debe a la insercién de un elemento
transponible en la zona de regulacién del locus "white".
Se han hecho pruebas con una gran serie de compuestos
mutagénicos, incluyendo tanto agentes de accién directa
como agentes de accion indirecta y  procarcindgenos
obteniendo resultados positivos en un ki de
ellos. (Nylander et _al, 1979, Fahmy y Fahmy 1580).

Los ojos de 1los adultos que se obtienen de estos
cultivos son analizados para la aparicidén de sectores
rojos que van desde 4 hasta 80 omatidias. El numero total
de sectores rojos encontrados entre el total de ojos de
los machos analizados arroja la frecuencia de mutaciones
somaticas inducidas por el agente quimico. Una sustancia
sera considerada como positiva si produce un incremento
significativo en la frecuencia de mutacién del grupo
tratado sobre el grupo testigo con P<0.05.

otro sistema desarrollade bajo estos principios es el
que detecta manchas {nducidas en los discos imagales de

los ojos usando los marcadores white/white coral (Becker
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196€) ., Este sistema se basa en la aparicién de manchas
dobles (wS®//w) en los ojos del adulto debido a 1la
induccién de recombinacién somdtica mientras gque la
induccién de mutaciones o delecciones puede provocar la
aparicidn de manchas simples.

Es importante mencionar gque un  compuestoa se

. considerard negativo si al menos se han probado 2000 ojos
Yy el resultado es negativo en por lo menos tres
experimentos diferentes, lo gque significa que se deben
tratar aproximadamente de 40 ©000 a 4060 000 células
primordiales pigmentadas. El andlisis estadistico que se
emplea tanto para el protocole anterior como para éste es
el de la prueba exacta de Fisher (Vogel et al, 1985).

Recientemente se ha desarrollade una varilacisén al
protocolo anterior que se realiza usando larvas obtenidas
de 1a cruza de hembras virgenes "y"* con machoes "“w", el
analisis estadistico que se emplea en esta variante es de
“%2% para proporciones y para tomar la decisién de si el
compuesto es positivo o negativo se usa el procedimiento
estadistico de Selby-0Olsan (Selby y Olson 1981).

El tercer sistema de prueba desarrollado con el
empleo de células somiticas en Drosophila _melapogaster es
el que usa los discos imagales mesotordcicos dorsales,
estos discos imagales daran origen al mesonctum del
segundo segmento toracico incluyendo el ala, es importante

mencionar que el ala no se considera como un apéndice sino
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como>una estructura cuticular. Las alas estin formadas por
dos monocapas celulares de tejido epitelial: superficies
dorsal y ventral, cada una de ellas se desarrolla
independienCemente de la otra por lo gque se debe analizar
cada una de ellas. Estas estructuras van a presentar tanto
cetas como  tricomas, los tricomas son  procesos
unicelulares (Demereck 1965) mientras que las cetas o
cerdas son originadas por cuatro células de las cuales dos
son de caracter nervioso Y por lo tanto se les considera
como- orgdnulos (Wilkins 1985). Debido a que se han
detectado y caracterizado mutaciones en Drosophila
melanogaster gque alteran la diferenciacién final de las
cédlulas gque daran origen a los tricomas, es posible
utilizarlas como marcadores fenotipicos (Garcia-Bellido vy
Dapena 1974, Graf et al, 1983).

Los marcadores que se emplean son mwh y flr3, ambos
se encuentran ubicados en el brazo derecho‘del cromosoma
tres y se emplean para detectar actividad recombinogénica
(Vogel et al. 1985, Wirgler et al. 1985). Los organismos a
tratar se obtienen de la cruza de hembras virgenes mwh con
machos de la linea flr3/TM3,Ser. Sdélo se analizan las
larvas transheterocigoticas, es decir aquellas en las que
los marcadores "mwh" y "flr3" scbre el par de cromosomas
numero tres se encuentran en forma alternada, uno de los
cromosomas homdlogos porta el alelo silvestre para "mwh" y

el alelo recesivo "flr3", mientras que el otro homélogo
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porta el alelo mutante "mwh" y el alelo silvestre para
“flr3n, pe tal forma que la induccidén de mutacién puntual
o deleccién del locus silvestre para cualquiera de los dos
marcadores, se registrara como manchas simples de fenotipo
mwh o flr3 sequn sea el caso, en un contexto de células
con fenotipo silvestre. La induccién de recombinacidén
entre el marcador flr? y el centrémers, llevara a la
formacidén de manchas dobles mwh//fir3 mientras que la
induccidén de recombinacidn entre los marcadores producira
manchas mwh , Fig. 11, (Szabad et _al. 1983, Graf et al.
1984, Wirgler 1984).

Se emplea la prueba de "X2" de proporciones para
comparar la frecuencia de manchas por ala y la pruecba de
Kolmogorof-Smirnof para comparar la distribucién de
manchas por tamafio de clase por ala. El diagnéstico de si
el efecto de un compuesto es negativo(~}, positive (+} o
si no es posible tomar una decisién (i) se lleva a cabo
segun el procedimiento de Selby y Olson (198l), todas las
pruebas se analizan en up njivel de significacién del 5%
(Wilrgler et_al. 1985, Frei y Wirgler 1988),

Dentro de las caracteristicas de este sistema se
encuentra la versatilidad de eleccidén de protocolos en
cuanto al tipo de administracidn y a la edad de las larvas
al momento de la exposicién. Esto permite dar 1los
tratamientos con base en 1las caracteristicas de 1los

compuestos a probar, como se muestra en la Fig. 12 (Graf
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et al, 1984).

En el presente trabajc se analizan los resultados
obtenidos en el sistema que emplea los discos imagales de
las alas, al tratar larvas de 72t4h durante 6h con los
siguientes mutagenos de referencia: N-nitrosodimetilamina
(DMN), N-nitrosodietilamina (DEN), Metil Metano Sulfocnato

(MMS), y p-Propiolactona (SPL): y Azida de Sodio (NaNj3).

MATERIAL Y NETODO

Agentes Quimicos

N~Nitrosodimetilamina {DMN) , Sigma; N-
Nitrosodietilamina (DEN), Radian Corporation; Metjil-Metano
Sulfonato (MMS), Aldrich Chemical Company Inc.: B-
Propiolactona (f=-PL), Radian Corporation; Azida de sodio
(NaN3), Merck; Sacarosa, Merck; Celulosa Microcristalina,
Merck.

Las caracteristicas generales de los compuestos
empleados, se presentan en la tabla I,

+ N-Nitrosodimetilamina: procarcinégeno que provoca
severas lesiones en higado, rifones y pulmén: se han
encontrado pequefias cantidades de DMN en el humo del
cigarro y en el pescado de mar; se le conoce como agente

alquilante indirecto y su férmula aparece en la figura



18

13. (Index Merck 1989).

+ N-Nitrosodietilamina: procarcinégenc gque produce
lesiones en higado, pulmones y esdéfago de roedores; se ha
encontrado en pegquefias cantidades en humo de cigarro
condensado y en algunos alimentos procesados; se emplea
como antioxidante y como aditivo de gasolina y
lubricantes; es un agente alquilante indirecto, su férmula
estd en la Fig. 13. (Index Merck 1989).

+ Metil-Metano Sulfonato: es un metil éster del acido
metanosulfénico; soluble en agua y ligeramente soluble en
solventes no polares; se usa como catalizador en
reacciones de polimerizacidn, alquilacidn '
esterificaciéon, también como disolvente; produce fuerte
irritacién al contacto con la piel; se le conoce como
carcindgeno de accidn directa; su férmula se presenta en
la Fig. 13. (Index Merck 1989).

+ p-Propiolactona: es carcinogénico; se le emplea
como un intermediario en sintesis organicas y se usa como
desinfectante en terapia; es5 un agente cancerigeno
directo, y su formula se encuentra en la Fig. 13. (Index
Merck 1989).

+ Azida de Sodio: se le considera un cancerigeno
aunque aun se requiere mas evidencia experimental, debido
a 4que su respuesta en los bioensayos no esta claramente
definida; se usa en la preparacion de acido hidrazoico,

azida de plomo y sodio puro. En terapia se emplea como
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antihipertensive, su férmula aparece en la Fig. 13 {Index

Merck 1989).

Lineas de Drosophila

Se emplearon dos lineas progenitoras para la
realizacién de la prueba: mwh/mwh y f1r3/TH3,Ser, de las
que se cbtuvieron hembras y machos respectivamente.la
descripcién de los marcadores se da a contihuacién:

mwh: "multiple wing hairs", Se ehcuentra en el
cromosoma 3 a 0.0 unidades de mapé, se distingue
fenotipicamente como una alteracién en la cantidad de
tricomas por célula en las alas del adulto presentiandose
de 2 a 5 tricomas por célula en lugar de uno como ocurre
en el fenotipo silvestre, Fig. 14 (Lindsley y Grell 1968).

f1r3/TM3,Ser: fird se encuentra a 39 unidades de mapa
sobre el cromosoma 3, se distingue fenotipicamente por la
presencia de tricomas de forma irregular en térax y
abdomen (Garcia-Bellido y Dapena 1974 y Lindsley y Zimm
1985). En condicidn homocigdtica, es letal pero cuande
ccurre esa situacion en algqunas células del organismo si
se expresa (Fig, 14). Para el mantenimiento de esta linea
se requiere de la presencia de un cromosonma balanceador,
Este cromosoma balanceador es TMj,Ser , el cual presenta
una inversidn pericéntrica gque abarca gran parte del
cromosoma 3, porta el marcador "Serrata® (Ser), gque por

ser dominante permite reconocer a los individuos que
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portan la inversién, ya que éstos muestran fenotipicamente
las alas con bordes discontinuos. El marcador "Serrata" es
una mutacién letal en condicién homocigdtica, por lo que
sélo se recobran en cada generacidn individuos
heterocigéticos tanto para fir? como para Serrata (Fig.
15) .

Es interesante el hecho de que un clon inducido es
mids grande cuando se induce en larvas Jjévenes Yy mas
pequefio cuando se tratan larvas de mayor edad; y el numero
de células blanco en el disco imagal serd mayor mientras
mi5 avanzada sea la edad de la larva (Garcia-Bellido y
Merriam 1971, Szabad et _al, 1983).Debido a esto se decidié
trabajar con larvas de 72 h de edad total (Fig. 16).

Para la obtencién de las larvas que se tratarcn, se
realizé la cruza progenitora con hembras virgenes mwh
+/mwh + de no mds de 72 horas de edad y machos +
flr3/TM3,Ser de no mads de 48 horas de edad. 72 horas
después de la cruza, se procedid a colectar los huevos,
colocando a los progenitores en frascos con medio fresco
durante 8 horas, a las 7234 horas se recuperaron las
larvas empleando el métodoc de Noéthiger (1970). Este
procedimiento se basa en la formacidén de un gradiente de
densidad que hace que las larvas que se enéuentren en el
frasco floten separdndolas del nedio de cultivo, se
enjuagan con agua corriente, se colocan en un tubo

homeopatico de 10 ml de capacidad, al cual se le ha fijado
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en un extremo una gasa de nylon y un tapén de hule espuma
en el otro; posteriormente se introduce éste en un vaso de
precipitados de 10 ml conteniendo 0.06 g de celulosa en
polve y 0,3 ml de la solucidén con el mutageno.

El protocolo seleccicnado consiste en la alimentacidn
de las ‘larvas de 72#4h durante 6 h (Fig. 17) por lo que
después de este tiempo son enjuagadas con agua corriente
para eliminar la sustancia bajo estudio y posteriormente
se colocan en frascos con medic fresco para permitir el
desarrollo de los organismos tratados hasta la etapa
adulta. las moscas trans-heterdécigas se conservaron en
alcohol al 70%. La elaboracién de preparaciones
permanentes se realizé seqgun Graf et al. (1984).

Las alas se analizaron con un microscopic dptico, a
un aumento de 40X. Se registrd cada mancha de acuerdo a la
seccion del ala en la que se encontréd, el numero de
células que 1la formaba y el fenotipo de ésta, el cual
puede ser: mwh, flr o ambos (mwh/flr}. El fenotipo de las
manchas ' puede deberse a los eventos ilustrados en la fig
11. (Baker et al. 1978 y Graf et al. 19384},

Para el conteo de las manchas inducidas, se tomd en
cuenta unicamente la regidén distal del ala, misma que se
subdivide en siete secciones: a, b, ¢, c', 4, d' y e de
acuerdo con Garcia Bellido y Merriam (1971) y Graf et al.
(1984) (Fig. 18).

El andlisis estadistico se realizé segin Frei y
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wiargler (1968), mediante la prueba de X2 de proporciones
con la correccién de Yates, a la par, los datos se
manejaron con el programa de cémputo SMART versién P.C.
{Wirgler y Frei 1989, sin publicar). Debido a que 1las
frecuencias observadas en los grupos testigos para manchas
simples menores de tres células son muy altas en relacidn
a las manchas con tres células o mis, se tomd la decisidén
de dividirlas en tres tipos, que son; manchas simples
pequenias {1 a 2 células), manchas simples grandes {3 o mas
células) Yy manchas dobles {con campos mwh vy flr). Las
frecuencias de estos tres tipos de manchas son evaluadas
separadamente empleando el procedimiento de decision
miltiple de Selby y Olson {1981}, para concluir cuando un
compuesto es positivo, débil positivo, negativo o 1los
datos no permiten llegar a una conclusidén. Este
procedimiento se realiza probando las frecuencias
observadas en los grupos tratados con respecto a los
testigos a través de una hipétesis nula que dice que 1las
frecuencias en el grupo tratado no son mayores gque las
chservadas en el grupo control, y una hipdtesis
alternativa que dice, la frecuencia inducida en el grupo
tratade es "m" veces mas alta que la observada en el grupo
testigo. De esta forma se puede llegar a las sigquientes
conclusiones; si se acepta la hipétesis nula y se rechaza
la alternativa, el resuitado es negativo: si se acepta la

nula y se acepta también la alternativa, no se puede tomar
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una decisién ya gque esto no puede ser posible:; si se
rechaza la nula y se acepta la alternativa, la decision es
positiva; y si se rechaza la nula y la alternativa al
mismo tiempo, entonces se considera que el compuesto es un
débil positivo.

.La "m" se da en base a la frecuencia basal para cada
tipo de mancha, siendo 2 para las manchas simples pequeiias
que son las/mds frecuentes y por lo tanto se requiere de
una mayor induccidén de daiio para doblar la basal y siendo
menos frecuentes las manchas simples grandes y las dobles,
se ha considerado un aumento de 5 (m=5) veces la
frecuencia basal para considerarlo positivo (Frei vy
Wirgler 1988).

En alqunas ccasiones surgen células con dos tricomas,
estas pueden deberse a alteraciones en la diferenciacién
celular que no corresponden a expresiones tipicas mwh por
lo que para evitar errores en la clasificacién de 1las
manchas, se consideran como expresiones mwh sélo aquellas
gque se encuentran dentro o en la periferia de una mancha
mwh (con mas de tres pelos)(Graf et _al. 1984) . Los
criterios para el reconocimiento de 1los marcadores
fenotipicos se observan en la figura 14.

Los clones grandes generalmente tienen una forma
elongada en la direccidn del eje longitudinal del ala y
pueden presentar forma de Z. Aunque la mayoria de los

clones son continues, algunos se pueden presentar
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interrumpidos, debido a la separacion parcial de las
células del clon durante el desarrollc por presiones
tisulares o movimientos celulares independientes (Garcia
Bellido y Merriam 1971). Para la valoracidn de éste tipo
de clones, se ha tomado la decisidén de acuerdo a lo
publicado por Graf et _ajl. {(1984) de contar come cleones
independientes a aquellos gue se encuentren separadcs por

tres o mas hileras de triccomas normales.
RESULTADCB

Por cada experimente se realizé una repeticion y el
te;tigo negativo para todos los casos fue sacarcsa al 5% .
No se observaron diferencias significativas entre las
repeticiones y los controles con sacarosa (P<0.05), por lo
cual fue posible sumar los resultados de las dos
repeticiones,

Al analizar los datos con ayuda del programa de
cémputo SMART versién P.C. (Wargler y Frei 1989, sin
publicar), en comparacién con el analisis por X2 de
proporciones, no se encontraron diferencias en cuanto a la
decision tomada.

En 1la tabla II se presentan las frecuencias basales
observadas en este trabajo y las reportadas por Graf y
colaboradores (1984) y Wirgler y Vogel (1986). En 1a

figura 19 se presenta 1la distribucidén del tamaifio de las



25

N

manchas para los diferentes laboratorios, la grafica se
construye con el porcentaje de manchas por tamafio de
clase, mismo que estd dado por la cantidad de divisiones
(n) gque deben ocurrir para gue una célula genere un clon
de un tamafno determinado, este numero se estima con 20 y
se toma como el limite superior de cada tamafio de clase.
Se puede observar que los resultados obtenidos y 1las
frecuencias por tamafio de clase concuerdan con 1las
frecuencias basales reportadas por estos laboratoriocs.

En la tabla III se presentan los datos obtenidos en
el presente trabajo para la induccicén de manchas por 1los
mutdgenos de referencia. A continuacidn se presenta 1lo

cbservado para cada compuesto.

N-Nitrosodimetilamina

Es de accidén indirecta y actua como alquilante. la
respuesta es claramente positiva para todos los tipos de
manchas y en todas las concentraciones empleadas. El
efecto observado es el mds claro de todas las sustancias y
responde a una curva de concentracién-respuesta para los
tres tipos de mancha.

N-Nitrosodietilamina

Compuesto alguilante de accién indirecta, se
obtuvieron resultados positivos para los tres tipos de
manchas en 10 y 20 mM, perc no para 1 mM cuyos resultados

son negativos para manchas simples y no se toma upa
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conclusién para dobles; en 5 WM se obtuvo respuesta
negativa para manchas simples pequenas, positiva para
manchas simples grandes Yy sin conclusién para manchas
dobles.

Metil-Metano Sulfonato

Compuesto conocido como mutageno directo, pertenece
al grupo de los sulfonatos y actlda como agente alquilante.
Los resultados obtenidos con este fueron positives para
manchas simples chicas y grandes y para manchas dobles en
las dos concentraciones m&s altas (1.00 y ©0.50 mM), en
0.10 mM sdlo se observaron diferencias significativas para
las frecuencias de manchas simples, tanto chicas como
grandes (P<0.05).

A-propiolactona

Este compuesto tiene una vida media de 3.5 h
aproximadamente en solucién acuosa. Sélo se observaron
resultados positives para manchas simples grandes con las
concentraciones 50 y 100 mM.

Azida de Sodio

Es un probable mutdgeno con formas de uso variadas.
No se obtuvo una respuesta clara y no se encontrd
relacién definida con las concentraciones empleadas. Sin
embargo, en la concentraciodn mas alta (14,.7mM) se cbserva
que la respuesta es débil positiva para manchas simples
grandes mientras gue para dobles y simples pequeias es

negativa. En 9.8 mM se encontréd gque el resultado es
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positivo para manchas simples peqguefias, Yy negativo para
grandes y dobles. En 7.3 mM no se pudo tomar una decisién
para simples pequefias y fue negativo para manchas simples
grandes Yy dobles. No hay una respuesta clara en cuanto a

su capacidad mutagénica y actividad recombinogénica.

DISCUSION

La evaluacién de la actividad genotdxica estd dada
por la comparacién entre la frecuencia de manchas en las
series tratadas y la observada en la testigo. Esta
frecuencia estd en relacién con el numerc de células
expuestas al mnutageno y que dieron origem a un clon
(Szabad et al. 1983, Graf et al. 1989). Para estimar la
cantidad de células al momento del tratamiento se debe
considerar la edad de la larva y el nuimero final de
células en el 6rgano del adulto, de acuerdo con Garcia-
Bellido y Merriam (1971) existen 30,800 células en la
superficie total del ala, sin embargo, la cantidad de
células en la due se basa el protocole es de 24,400
aproximadamente, ya que se excluye del andlisis la zona
proximal del ala debido al altoc grado de compactacisn de
las células lo que hace dificil el registro de las manchas
(Garcia~Bellido y Merriam 1971, Szabad et al.1983, Wirgler
y Vogel 1986, Graf et al. 1989).

En 1984, Graf y colaboradores publican una revisién

de los resultados de diferentes laborateorios tanto para
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las frecuencias basales como para las inducidas con
algunos compuestos de referencia, las larvas
transheterocigéticas que se tratan son mwh +/+ flr y se
obtienen de la cruza esquematizada en la figura 20. En la
tabla II se comparan las frecuencias basales por tipo de
mancha reportadas por Graf y colaboradores (1984), con
las del presente trabajo. Aungue la cruza empleada es
diferente, las basales de los testigos negativos son
similares. Se puede observar gque a pesar de las
diferencias, los datos de los cinco laboratoriocs se
encuentran dentro de los mismos rangos. Esto es mids claro
en la figura 21 en la cual se comparan las medias para la
frecuencia de las manchas simples pequefias.

En la misma tabla II se han incluldo las frecuencias
basales reportadas por Wirgler y colaboradores (1986),
para la cruza empleada en el presente trabajo, se puede
ocbservar que las frecuencias son prdacticamente iguales.

Se compara la distribucién por tamafio de clase de las
manchas simples para 1los testigos de los cuatro
laboratorios reportados por Graf et al. (1984), con 1la
curva para los datos observados del presente trabajo

(Fig.19); esta grdfica se construye segun Baker et _al.

(1978). La frecuencia de las manchas simples por tamafio de
clase es similar con respecto al comportamiento observado
para la distribucicn del tamafio de mancha en los otros

laboratorios, es importante aclarar que la cruza empleada
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es distinta (Fig. 20).

Estudios experimentales han demostrado que la
capacidad metabdlica en las larvas de (ek]e]
melanogaster es mayor que en el adulto (Baars et al, 1980,
Clark 1982, Halstrom 1987). Cuando se probaron 1los
procarcinégenos DMN y DEN se obtuvo una respuesta positiva
en cuanto a su mutagenicidad y se encontré también
respuesta positiva en su accidn recombinogénica.

En la Fig. 22a se presenta 1a distribucién por tamarno
de clase de 1las manchas simples inducidas con los
tratamientos con DMN, la cual tiende a adoptar una
distribucién normal al aumentar la concentracidn, esto
indica que el DMN tiene gran afinidad por el ADN y el dano
gue provoca es mayor que el DEN ¥y su efecto se exXpresa mds
pronto. En la Fig. 22b se muestra su capacidad como agente
recombinogénico (P<0.05).

En el caso de DEN para manchas simples, se observa en
la Fig. 23a que el tipo modal de manchas equivale a las
manchas pequefias lo gue indica que el dafio gue el

.compuesto produce se expresa al final del desarrollo del
disco imagal del ala, ademds al aumentar la concentracién
se incrementa ligeramente el tamafio promedio de mancha, la
respuesta fue significativa en cuanto a 1la actividad
recombinogénica (manchas dobles) y esta de acuerdo con su
accisén procarcinogénica (Fig. 23b).

Para probar si una sustancia es genotéxica al momento
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en que entra en contacto con el material hereditario y el
sistema de SMART lo detecta, se empled el MMS, agente
alquilante de accién directa, clasificado como se menciond
en la tabla I como cancerigeno. Los resultados muestran
su accién directa (Figs. 24a y 24b), se puede observar en
la figura 24a. que se inducen manchas simples grandes de
acuerdo con lo esperado en la Fig. 16, aunque la cantidad
de manchas simples grandes de las clases de 17-32 y 33-64
es moderada. El incremento que se cbserva en las primeras
clases se puede deber a gue la alteracién del MMS sobre
las células es principalmente citotéxica o bien a que 1la
concentracién mas alta produce muerte celular en los
clones inducidos tempranamente, probablemente por
saturacién del ambiente con el compuesto, 1o cual da
origen a clones mds pequefios de los esperados para la edad
de tratamiento. En la figura 24b se observa que el MMS
induce una gran cantidad de manchas dobles del tamafio
esperado segun Garcia-Bellido y Merriam (1971) y se hace
evidente ademids su accién recombinogénica como agente
carcinogénico {P<0.05).

De los compuestos de referencia empleados, la 8-
Propiolactona es el mas adecuado para evaluar un esquema
de tratamiento agudo debido a su vida media en solucidn
acuosa (3.5 h) y a que es un potente inductor de
mutaciones letales recesivas ligadas al sexe, cuando se

inyecta a machos adultos de 48 h de edad (Kortselius
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1979) ; en las Figs. 25a y 25b, se observa que induce
manchas simples pequeias pero los resultados no llegan.a
ser significativos, gue la proporcién de manchas por ala
con relacién al tamafio de clase toma la forma de una
distribucidén con dos picos modales, presentando predominio
de manchas con 3-4 células cuando la concentracicén aumenta
P<0.05. Esto indica actividad mutagénica del compﬁesto.
Sin embarge la frecuencia de manchas dobles no se
incrementé significativamente en ninguna concentracién
(P<0.05).

Se determinaron las actividades mutagénica Yy
recombinogénica de la Azida de Sodio en Drosophila
melanogaster con la prueba de SMART, aunque ya se ha
descritoc como mutageno fuerte en algunas plantas y en
bacterias (Arenaz et al. 1989), en pruebas con células de
mamiferos ha demostrado ser un mutageno débil (Arenaz et
al. 1989). Por otra parte, su mutagenicidad en Salmonella
se asocia a un metabolito, azidoalanina. Aparentemente en
mamiferos existen las enzimas necesarias para convertir el
azida de sodio en azidoalanina, sin embargo, 1la cantidad
que se produce de este compuesto no llega a ser suficiente
para producir un dafio considerable al ADN (Arenaz et.al
1989) . En el presente trabajo, se intentd obtener algtn
indice de toxcicidad tratando machos adultos de la 1linea
Canton=S, sin embargo no fué posible establecer una LDsg

debido a gque cuando se inyectd a 1las moscas, estas
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reaccionaron con visibles muestras de irritabilidad por el
agente y se recuperaron en un tiempo muy prolongado,
ademas la toxicidad producida por el compuesto no fue
consistente con la concentracisén empleada, leos
tratamientos por alimentacién de larvas con esta sustancia
produjeron un alto indice de pupacién temprana lo cual
indica un efecto téxico marcado, de ahi que la cantidad de
individuos recobrados para el andlisis de sus alas fue
pegquefa, por lo gque se decidié trabajar con las
concentraciones en las cuales se obtuvieron tamarfios de
muestra adecuados. Otro aspectoc interesante de la acciodn
de este compuesto es la forma de la respuesta (Figs. 26a y
26b), se observa que es mutagénice aunque en algunas de
las concentraciones empleadas no alcanza a doblar la
frecuencia del testigo (m=2). Al revisar en la tabla III
los valores para la frecuencia de induccidén de la azida de
sodic con respecto a la espontanea, se nota una posible
accidén citotéxica (Tomlinson 1980), por lo que los clones
producidos tempranamente nho liegan a desarrollarse debido
a la muerte de las células alteradas, Otra posibilidad es
que estas células no mueran por la accidén citotéxica del
compuesto Y reparen parte del dafio, la parte residual no
reparada podria conducir a mutaciones puntuales
(transiciones y transversiones). Esto apoyado en que 1la
azida de sodio es altamente mutagénica en Salmonella,

cuando se prueba en lineas revertrantes (Owais et al.
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1978}, Con respecto a su toxicidad en los adultes, .
probablemente interacciona con las caracteristicas
genéticas que cada individuo y célula presentan. Se
propone gque la azida de sodio actia en la regulacidén
génica produciendo alteraciones, esto estid apoyado en el
alto indice de pupacién temprana cuando las larvas entran
en contacte con la sustancia. Se considera que la azida de
sodio es mas efectiva como mutdgeno que como carcindgeno
{(Arenaz et _al, 1989), vrazén por la cual en la figura 26b
no hay incremento en la induccién de manchas gemelas con
respecte a los valores basales observados.

Se encuentran muchas perspectivas para probar la
azida de sodio con el sistema de prueba de Drosophila
melapogaster por las siguientes razones; l)es posible
determinar su capacidad para inducir mnutaciones letales
recesivas ligadas al sexo, 2)realizar experimentos con la
prueba de pérdida cromosémica empleando tanto lineas
proficientes como deficientes en mecanismos de reparacién
y 3)de ser posible, 1llevar al cabo experimentos en el
sistema de SMART con el metabolito azidoalanina ya que
podria ser el causante de la actividad mutagénica y no la
azida de sodio por si misma.

Las caracteristicas importantes de los nuevos
bicensayos de corto~plazo son: su versatilidad para
detectar una gran variedad de dafo genético, su costo gue

puede variar de moderado a bajo, que sea reproducible, gue
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utilice tamafios de muestra satisfactorios y gque detecte
agentes quimicos que reguieren de activacién metabdlica,
entre otras.

Hasta la fecha se ha manejado a  Drosophila
melanogaster como un sistema eucarionte in vivo, empleando
la prueba de letales recesivos ligados al sexo, que ha
demostrado poseer gran sensibilidad y especificidad ya que
es posible usar el sistema de camadas, gue permite
analizar todas las etapas de la gametogénesis y determinar
as] si el agente sujeto a prueba actia por si mismo o
requiere de activacién metabdlica. sin embargo, esta
prueba consume una gran cantidad de tiempo para su
desarrollo asi como tiempo/hombre y costo de material.

Por su parte el sistema que se evalia en el presente
trabajo ha demostrado mayor versatilidad en cuanto al
rango de compuestos gue detecta ya que se trata a larvas,
el numero de células blanco por individuo es considerable
y el range de alteraciones genéticas es mayor que el de
SLRLT (Vogel 1987, Ramos et.al 1989b). En cuante a su
costo, es bajo, su realizacién es relativamente sencilla y
mas rdpida, una generacidn y es de importancia el hecho de
gque sigue siendo un sistema eucarionte in vive con la
capacidad de detectar probables carcindgenos.

El nivel de repetibilidad entre diferentes
laboratorios en las series testigo es adecuado, los

valores para las frecuencias basales obtenidas en el
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' presente trabajo son muy similares a las reportadas. Por lo
tanto 1los resultados encontrados en el laboratorio de
Genética de la Facultad de Ciencias de la UNAM pueden ser
comparados con los descritos en la literatura para los
compuestos de referencia, ya que la validez iInterna vy
externa de 1los resultados obtenidos fue ampliamente
demostrada para el protocolo experimental valorado.

Los objetivos del presente trabajo en este sentido
son dos; ubicar la prueba SMART dentro del contexto de
pruebas que se emplean en el Lahboratorio de Genética de la
Facultad de Ciencias de la UNAM y dar validez interna y
externa en lo que respecta a la realizacién de SMART en
México.

En la tabla IV se presenta una comparacién general de
los resultados obtenidos en el trabajo con los presentados
por Wirgler et al. (1985), Esta tabla tiene un doble
objetivo pues se presentan también las decisiones tomadas
para la prueba de letales recesivos 1ligados al sexo
(SLRLT) , con el fin de comparar la sensibilidad de SMART
en cuanto a las concentraciones empleadas con la de la
prueba de letales recesivos ligados al sexo. De aqui se
concluye que la sensibilidad de ambas pruebas es muy
semejante. De tal forma que la decisién en cuanto a la
accién de log compuestos fue pricticamente la misma en las

concentraciones empleadas.
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CONCLUSIONED

Los valores observados en el presente trabajo
demuestran tanto la validéz interna como externa de 1la
realizacién de SMART en el Laboratorio de Genética de 1la
Facultad de Ciencias.

A lo largo del trabajo se demostrd la versatilidad de
SMART al probar diferentes clases de compuestos y a
diversas concentraciones,

SMART es una prueba de corto-término que se puede
emplear como sistema de primera entrada en la deteccidn de
compuestos mutagénicos o bien como un sistema de respaldo
a los resultados de SLRLT, debido a que la realizacién de
esta prueba es sencilla, rapida, relativamente barata y
tan sensible como SLRLT.

Se ha demostrado que la prueba SMART es capaz de
detectar la actividad de gran variedad de compuestos
quimiccs, sin embargo como ocurre para todos los sistemas
de prueba, los resultados de esta deben ser siempre
confirmados, o acompafados de resultades obtenidos en
otros sistemas para poder definir adecuadamente el perfil

genotdxico de los compuestos.
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Figura 1. Rutas de adsorciédn, distribucién y excresidén de compuestos
téxicos en el cuerpo (Modificado de Casarett 197S).




Precursores de algunos agentes genotéxicos
(Procarcinégenos, promutéigenos).

Compuestos polinucleares e hidrocarburos heterociclicos.
Aminas primarias, secundarias y terciartas.
Aminas aromaticas y heterociclicas.
Nitrosaminas y nitrosocerbamatos.
Alquiltriacinas y dialquilhidracinas.
Acctamidas, tioamidas y carbamatos.
Algunos hidrocarburos clorados como el monémero
cloruro de vinilo.
Venenos naturales como las micotoxinas.

Figura 2. Principales clases de promutdgenos y/o procarcinégenos
{Tomado de Wright 1980},

iy
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EXPOSICION
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EXPRESION EXPRESION DEL SEGREGACION ANORMAL
NORMAL pARO ~™"] DE LOS CRCMOSQMAS
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EVENTOS SOV IO
RECOMBINANTES : 1
+ ICH !
+ RECOMBINACION !
MITOTICA ABERRACIONES MUTACION ANEUPLOIDIA
CROMOSOMICAS ~ GENICA POLIPLOIDIA
MUERTE
CELULAR*

*+ INCLUYE LA ELIMINACION DE CELULAS MITOTICAS (Y MEIOTICAS)
QUE LLEVAN ALTERACIONES CENETICAS LETALES.

Figura 3, Interaccidn hipotética entre un compuesto quimico y el ADN
(Modificado de Brusick 1887).



LARVA

ler ESTADIO

46 hr

%&iu ESTADIO

\ 69 hr

der ESTADIO

117 hr

Flgura 4. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster {Modificado de Baker 1965).
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Figura 5. PRUEBA DE LETALES RECESIVOS LIGADOS AL SEXO. Los machos silvestres
tratados (B) son cruzados individualmente con hembras virgenes Basc
(A). Las hembras de 1a F, (C) se colocan indlvidualmente en viales
con machos Basc. Se revisa la F_, para la presencia o ausencia de ma-
chos de tipo silvestre (D). Los“posibles letales se comprueban en F.
cruzando las hembras (E) con machos Basc. (Tomado de Lee et al. 1983).
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CRUZA PROGENITORA Y PROGENIE_REGULAR
P yzwa/ yzwa X v/ sty'
Cuerpo amarillo Qjos en Barra
0jos color durazne
F yzwa/y y?‘wa/ Bst*

Cuerpo amarilloe Qjos en Barra color durazne

EVENTOS GENETICOS RECOERADOS POR PERDIDA

EYEUTO GENETICO GENGTIPO SEXO FENOTIPO

Pérdida del brazo yzwa/Yy' d’ w?.0jos color durazno.

largo del Y.

Pérdida del brazo yzwa/Bs‘{ o" yzwa/Bs.Cuerpo amarille

corto del Y. ojos en Barra color durazno.
. 2.a 2.8

Pérdida de los you /Y d‘:’ y“w .Cuerpo amarillo con pe~
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No disyuncién en  youwry/8%vy* Q B%.0jos en Barra.
machos .

yzwa/O 6’ yzwa.euerpo amarillo con pe-
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color durazno.

Figura 6. Eventos recobrados en la prueba de pérdida cromosémica {Tomado de
Abrahamson y Lewis 1971).



POSIBLES TIPOS DE LINEAS DE POSIBLES TIPOS DE LINEAS
HEMBRAS DE MACHOS
PROFICIENTES EN MECANISHOS CROMOSOMA "X" EN ANILLO

DE REPARACION

DEFICIENTES EN MECANISHOS “—————— CROMOSOMA "X" EN VARILLA
DE REPARACION

Figura 7. Poaibles tipos de lincas empleadas para la prueba de
pérdida cromosdémica (SCLT).



ANALISISb
Se sumergen los adultos en una
mezcla de alcohol-agua y se
analizan los ojos a S50 o 60x.

CRUZA PROGENITORA —_, SINCRONIZAR . _
LARVAS

TRATAMIENTO

Obtener larvas mediante un
gradiente de concentracidn,

“Liﬂea A % Linea Bu Colocar a los proge~
nitores en medio fres-

co durante “x" tiempo. Administrar el compuesto.

FLIAR®
Se seleccienan los {ndivi-
duos transheterdcigos y se
fijan en alcohol al 70%.

“ONTAR®
Los organismos adultos se
incluyen en sol. Fauré, se
disectan las alas, y se mon-
tan en portaobjetos cen sol.
Fauré.,

anaLIsIS?
Las alas se analizan a 40x.

a. Especifico para el protocolo de ala.
b. Especifico para el protocolo de ojo.

Figura 8. Cronograma de la técnica SMART.



APARATO
GENITAL 4

Figura 9. Discos imagales y su correspondencia con las estructuras a que van a dar origen
en el adulto o Imago {Tomade de Wilkins 1985).



Figura 10. Origen de un clon en células del ala de Drosophila melanogaster.
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Figurs 11. Eventos recobrados con la prueba de SMART en las olas de Drosophlis melanogaster




TIEMPO DE EXPOSICION

IDAD DE LAS LARVAS

HUEVO 4y ESTADIOS LARVALES I-TII PUPA (METAMORFOSIS)
+ 4~ + —p ADULTO
] 24 4B 72 120 horas

EXPOSICION AL

TIPO DE TRATAMIENTO

MUTAGENOQ:
g - 2h
—  —t 4 h AGUD ™
—y ———t 6 h
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It <4 72 h

o ) CRONICO

RUTAS DE ADMINISTRACION

+ ALIMENTACION
+ INYECCION
+ INHALACION

Figura 12. Versatilidad del protocolo de la prueba SWART.
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N-Nitrosodimetilamina

a=N -N—CH3

CH3
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Clis— 1] -502- CH3
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OSNe=N=CH =
I'W CH2 CH3

CHE-‘ CH3
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Azida de Sodio

NaN3

Figura 13. Férmulas de los

compuestos empleados.
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Fipura 14, Tricomas en la superficie del sla. a} Normales, b) formas de tricomas mo considerados
como mwh o flr, ¢) formas en las que se puede presentar meh, d) manifestaciones tipi-
cas de flr. (Basando en Graf et al. 1984},
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LINEA DE HEMBRAS
mwh / mwh
LINEA DE HMACHOS

flr3/ THB' Ser 3 flr3/ TM3. Ser

o ? firs - TH,, ser
> f1r/ ried f1r/ T, Ser
letal Serrata J
3
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Serrata letal
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3
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Figura 15. Esquema de letales balanceados empleados en la cruza.
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Figura 16. Frecuencia y tamafio de clones mwh inducideos a través del desarro-

1llo de Drosophila melanopaster {Tomado de

Garcfa-Bellido y Merriam

1971). El area marcada entre las lineas punteadag lndica la edad

aproximada al momento del tratamiento.
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Cruza: hembras muh/mn‘h X machos ﬂr3/ 11!3, Ser

£dad de las larvas al tratamiento: 7224 horas

Tratamiento: alimentacidn a larvas durante 6 horas

Control: sacaresa al 5%

Repeticiones; dos

Repgistro de datos: se analizan las alas a 40x y se
registra el ndmerc y tamafio de

manchas. por zona

Anfilisis estadfstico: sc llevé a cabo pegin Frei y
Wirgler 1988.

Figura 17. Caracteriaticas del protocolo.




Figura 18. Medio mesotfrax de Drosophila melanogaster mostrando la forma en la que se
divide al ala para el registro de las manchas (Tomade de Carcia-Bellido y
Merriam 1971).



TAMARO DE CLASE

1 2 3-4 5-8 9-16 -32 -64

100

10

% FRECUENCIA

f

Figura 19. Distribucién del tamafio de clase de manchas simples observadas en controles nega-
tivos para cinco laboratorics. J: Johanesburgo, N: Illinois, 5: Schwerzenbach,
Z: Zurich y M: México.
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LINZA DE HEMBRAS y/y: mwh jv/ mwh jv
LINEA DE MACHOS v/yi Dp(1:3) sed?, flr/ TMI, M& ri sba®
CRUZA PROGENITORA
y hwh jv y Dp(1:3), flr
— —— — ——————
— —  e—————————
- 2
¥ mwh  jv ¥ TM1, Mé& ri sbd
y rmwh Jv y  mwh Jv
y Dp(1:3), flr y mwh jv y mwh Jv
— m——————— - ———————
y Dp(1:3}, flr y Dp(1:3), flr
silvestre silvestre+
y TH1, Mé& ri sbz:l2 A mwh  jv ¥y mwh jv
y THL, M ri sbd® | y TML, M& ri sbd
cuerpo amarillo guerpo amarillo
ojos Moiré ojos Hoird

Figre 20, Esquea de }a cnuza enpleada por Graf' et al. ‘1984),
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Flg. 21. Frecuencla de manchas chicas
obsorvadas en loa controlos negativos
de cinco laboratorios
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N-NITROSODIMETILAMINA
AL «72h POR 6 hr

2.6

} .
3-4 6-5 916 -32 -64 -128 -266 2266
TAMARQ DE MANCHA

0.4

0.3

0.2 1

1 2

Hl sAC 5%

ALY

34 -8 916 =32 64 -128 -266 1266
TAMARO DE MANCHA

romm  [Jwzemm  BZZ260mM B s0.0mMm
Flgura 22. Manchas inducidas por ala por

tamafio de clase con N-Nitroscdimetilaming
slsimples, bidobles
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N-NITROSODIETILAMINA
AL:72h POR 6 br

0.3

0.26 4

N\

0.2

0.16 1

0.1

4
NI l

1 2 3-4 G-8 9-16 -32 -64 -128 -266 266
TAMARO DE MANCHA

1 2 34 5-8 9-18 -32 -64 -128 -2066 266
TAMARO DE CLASE

Blaac s« EUimM CJamm  ZZ210mM £ 20mm

Figurs 23. Manchas Inducidas por als por
tamafio de clase con N-Nitrosadlietlamina.
alsimples, bidables.
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METILMETANOSULFONATO
AL>72hPOR G h

0.36

0.3 -

0.26

0.2

0.15

0.1+

W
1 2 34 B-8 9-16 -32 -G4 ~128 -266 2266
TAMARO DE MANCHA

1 2 3-4 6.8 Q-1 <32 -64 -128 -256 >266
TAMARQ DE MANGHA

R sAC 6% 0.40mm  [Tlosomm  EZZ 1.00mm

Fig. 24. Manchas inducidas por ala por
tamafio de clase con Matitmetanesulfonato
sluimplew, bidobles.
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G-PROPIOLACTONA
AL »72h POR €h
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Flgura 26. Manchas Inducidas por ala por

tamafic de clase con 8-Proplolactona,

a)simpies, b)dcbles
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AZIDA DE SODIO
AL 72k POR 6 h

0.2 1

0.15 1

0.1

0.06 -

0.03

7|

i = ” N T T T T
2 -4 -8 -16 -32 -64 -128 -266 »256
TAMARO DE MANCHA

0.026 J
0.02
0.016
0.01

0.006 -

- ; T — T
1 2 -4 -8 -16 -32 -64 -128 -266 1266
TAMARO DE MANCHA

‘E sAC 5% RN 7.3mM I 0.6mM 14.7mM

Figura 26 Manchae inducidas por als por
tamafio de clase con Azida dé Sodio
sleimples, bidobles.



1. Caracter{stices generates de los compuestos enpleados.

COMPUESTO Sciase
SIGLA Y CAS QUINICA

K-NITROSODIMETILAMINA 37
OME, (62-75-9)

W-NITROSODIETILAMINA 37
DEN. (55-18-5)
METIL-METANO SULFONATO §
S, (88-27-3)
BETA-PROPIOLACTORA a7
A-PL. (57-57-B)

AZIDA DE 50010 28
WaN3, (26628-22-8)

uso
INDUSTRIAL.

NO 3NDICADO

ANTIOXIDANTE Y ADITIVO PARA
GASOLINA Y LUBRICANTES,

CATALIZADOR EN REACCIONES DE
POLINERIZACION, ALGUILACION
Y ESTERIFICACION.

CATALIZADOR EN SINTESIS
ORGANICAS

EN LA PREPARACION DE AC. Wi-
DRAZOICO, AZIDA DE PLOMC Y
S0D10 PURD. EN LA CONSERVA-
CION DE PRODUCTO QUINICOS.

uso
TERAPEUTICO

NO INDICADC

NO INDICADO

NO INDICADO

DESINFECTANTE.

ANTLHIPERTENSIVO

a. Ls clase quimica se tomé de la tabls 1V de D.J. Brusick et _sl. 1920,
b. La carcinogenicidad se tomd de Griesmer y Cueto (1980).

EFECTOS

LESIONES SEVERAS EN
HIGADO, RIMOMES ¥
PULMON,

LESIONES EN KIGADD,
PULMONES Y ESOFAGO.

TRRITACION AL COK-
TACTO CON LA PIEL.

NO 1WDICADOS,

KO INDICADO.

2L



11, Frecuencias basales por tipo de mencha en la prueba de SMART en als,

Leboratorio  No. Manchas simples Kenchas simples Manchas dobles
alas. chicas. grandes.

No. 15 No. Fe. o, 18
Schwerzenbach 746 164 0.22 15 0.02 [} 0.008
Johannesburg 234 85 0.36 1 0.02 15 0.06
tUlinols 226 108 0.47 6 0.026 2 0.008
Iurich 396 136 0.34 w0 0.025 1" 0.028
néxico” 1) 0,17 18 0.04 [ 0.02
wirgler®s® 0.20 0.03 0.02

*, Empleando ta cruzs mwh +/¢ flrx.
a. Datos de U.Graf, F.E. Wirgler, H.Frel y A. Kiigi, publicadas por Mirgler y
Vogel (1986)

€L



111, Resultados obtenidos con le prusbe de SMART en ala de Drosophils melancgaster.

Conc. Trata- Alas
(] miento,

Control (Sacarosa 5X)
ASh IR

N-Nitrosodimetilamina
1.0 Aéh &
2.5 Abh 19
25.0 ASh 2
50,0 A&h 7

H-Nitrosodietilamina
1.00 Aéh 80
$.00 A6 N 80

10,00 A6 h 76
20,00 AdHh 80

Metiimetanosul fonato,
0,10 Adh 80
0.50 Aéh 20
1.00 A6h 80

A-propiolectona.
25.0 A6h
50,0 Aéh
100.0 Aéh

22

Azida de Sodio
7.3 Abh 80
9.8 Aéh 80
Ww.? Aéh 80

Manchas Manchas

Simples chices Simples grandes

"~ 2 Lot

No, Fr. 0. WNo. Fr. 0.
& 0.17 1% 0.04
18 0.4 ¢ 20 D55 ¢
% 1,26 ¢ &% 3,37 ¢
86 1.57 + 237 5.8k ¢
37 218 ¢+ NI 6,65 ¢
1 0.%% - 6 0.08 -
16 0.20 - 12 0415 o
er 0.36 ¢ 15 0.20 +
N 039 » 42 0,52 +
26 0.32 + 13 0,16 ¢
25 0.3 7 0,3 ¢
28 0.35 79 0.9 ¢
12 0.16 - 3 0.0 -
1% 0.2 1 1 0.%
1% 0.24 1 1 0.2%
19 0.2 | 3 0.04 -
7 0.3% o 7 0,09 -
1% 0,20 - 8 0.10 ()

Menchas

Dobles

=5
No.

Fr.

4 0.02

-~

1
?
[

0.14
0.42
0.50
1,06

0.05
0.05
0.09
0.12

0.04

. e e

. s -

0.056 o

0.30

0.01
o
0.03

0.01
0,03
0.00

Clones
awh

39
55
42
132

21
32
&7
Th

39
48
102

16
n
39

2
*
%

El andlisis estadistico se realizo con la prueba de wxZ ge proporciones
y con ¢l prograta de computo SKART (Wlrgler y frel 1989, sin publicar),

Hedie de
tomafto de

close,

3.2
3.25
3.2
3.6

2.48
3.00
311
.7

2.33
3.08
3.9

S

(P<8.05)

Frec,
Ind..
we®)

0.9

3.6
1.9
23.6
n.e

1.4
2.5
2.%
3.3

2.0
2.5
5.2

ve



V. Resultados cbtenides en el presente trabajo comparades con los
reportades en la literatura para SMART ¥ SRl

U N.AM, 1990

Wirgler 1985,
[mM]  Conc.®

staLT.b
[ Conc.®

e ] Conc.®
N-Nitrosodimetilemina
so + 50 +
*
12.5 . 10 +
+ - Lo +

20 +

10 +
5 () . 7.5 .
1 -

Metilmetano Sulfoneto

1 + 0.118-117.5 + 1 +
0.5 + 0.5 +
0.1 + 0.1 +
A-proplolactons
100 (32]
50 4+
25 -

200 +
100 .

a. Conciuslones: +,ponitivo, (*),mutdgenc oébil, -, negativa. (P<0.05).
b, Datos tomados de Kortselius (1979), Les et al. (1983), Vogel y
Natarajan (1979) vy Vogel et ol, (19813,

Se
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