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RESUMEN

Recientemente se ha propuesto elempleo de célutas somaticas de Drosophila
melanogasier en un sistema, que permite detectar aquellos agentes quimicos
capaces de inducir mutaciones y recombinacion en células somaticas (SMART).
E_.mp_lch células de los discos imagales de las Jarvas, las cuales se encuentran ya
dutcrﬁlinudus genéticamente y permunecen en un ndmero reducido hasta entrar o

M étapa de metamorfosis (donde se llevan a cabo una serie de divisiones mitdticas
que dardn lugar a las diversas estructuras deladulto). Efproposito de este trabajo fué
el de calibrar el sistema de prueba SMART (Somatic mutation and recombination
test) en L:élulals de los ojos de Drosophila wilizando 5 mutigenos de referencia:
DMN, DEN, MMS, B8-PL, MMC que son agentes alquilantes que requieren de

activacion metabdlica excepto el MMS que es un agente de accidn directa.

Se expusicron larvas de 72 % 4 horas de edud, o los agentes sujetos i prucba
durante 6 horas (tratamiento agudo), e testigo negativo fué sacarosa al 5% . La
variuble de respuesta analizada son las células pigmentarias primarias. Se compard
la frecuencia y el tnimaio de las manchas tanto en las series tratadas como en el
control, y para hembras y machos respectivamente, a una P= 0.05 . El orden de
induccion de manchas obtenido fué: MMC > MMS > DMN > DEN > 8-PL en
hembras y MMS > MMC > B-PL > DEN > DMN en machos.
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L. INTRODUCCION

El umbiente contiene un nimero cada vez mayor de productos quimicos

[¥; 1pau.s du pmduur dafio genético con efectos @ corto, mediano y largo plazo, se

‘mk.ulu qm. mds de. 50,000 productos quimicos dlauntus son elaborados por el
hombre: pdm usocomereiale industrial, caduapoentranalmercado entre 500y 1000

o produuus qumm. 08 NUEVOS (Alben !988) La contaninacion ambienta) poragentes

quimicos potencislmente txicos', constituye en la actualidad una preocupacion a

" nivel mundial por los riesgos que ocasiuna en fa salud humana, se sabe que ciertas

caracteristicas quimicasy fisicas ticnenimportancia para estimar el peligro potencial
que entrafian los agentes toxicos ambientales. Adenvis de la informacion en cuanto
a los efectos sobre los diferentes organismos, es esencial conocer sus propiedades
para predecir el impacto ambiental, capacidad de degradacién de la sustancia,
movilidad por el aire, agua y suclo, que ocurra 0 no bivacumulacion, transporte de
la sustancia y bioumplificacion de sus efectos por las cadenas alimenticias, Los
productos quimicos que se degradan pobremente (por vias bidticas o abidticas),
manifiestan persistencia ambientaly porlotanto, puedenacumularse, Las sustancias
fipofilicas tienden a acumularse en la prasa corporal. Cuando ¢l agente tdxico se
incorpora en la cadena alimenticiy, ocurre bioamplificacion en el momento en que
una especie se alimenta de otras y concentra el producto quimico (Plaa 1990), por
lo cual es necesario conocer la manera en que se pueden emplear estas sustancias

sin que sean peligrosas para el hombre y el ambiente.



La c(mlm:n‘i‘mnci(m has %idu un fendmeno pirralefo i jos procesos teenatdgicos,
la indus(riuliwék‘)h ytlznv creaéién:de -gréndes centros urbanos han hecho que se
contamine ¢l aire, ef agua }‘cl suelo. Las causas principules de cnnlilminncién se
relacionan con la produccidn y el emplea de praductos quimicos industrinles yel

aumento de la actividad agricota,

Ciertas sustancias pueden ser mutagénicas, carcinogénicas o leratogénica

Unu sustancia mutagénica s aguella q(n; produce incambio genética quese

manifiesis en ta descendenciu como alteraciones heredi {cclulas perminales)

“mientras que lus mutaciones en eélulas somiticas estin
carcinogénesis.( Beranek 1990), La mayorfa de’los carcindgenos son mutigenos

(Suzuki 1990y Avers 1984).

U;1 teratogéno es cualguier agente susceptible de provacar malforiaciones
cangénitas, acta a pivel de tas células de jos tejidos en desarrollo, principalmente
durante |a organogénesis, como anomalias anatdmicas que se expresan al nacer.
Durante las dos primeras semanas de desarrollo, los agentes teratdgenos pugden

ocusianar fa muerte at embrion, (More, 1979).

Se han encottrado agentes mutagénicos entre los quimicos utilizados como
aditivos de alimentos, medicamentos, cosméticos, pesticidas y olros contaminantes
ambientates. En la tubla I se muestra una clusificacidnde los mutagénos ambientales
propuesta por (Motschen 1985), Asi el mercurio, ¢s un metal pesado que cs tdxico
a niveles bitjos; el humo de los cigarrillos y los tintes del cabello contienen también

productas mutagénicas, los nitritos que son utilizados para mejorar el color de
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.:lg,ums curm,s. el '..dulmmmc uml' cial ciclamato, es mutagénico  ¢n algunos
sistémas ‘de prucbd y su uso se. : ha restrmgxda en muchos paises. Estos son solo
algunos c;cmplos de Eos mxlcs de pmducws lus quc €stdn expuestas los seres vivos

;(Jenkms. 1982)

El hombre interacciona con uni gran variedad de agentes fisicos y quimicos

de forma uceidental, laboral Yo voluntaris (Sgisu etak 1982), las sustancias pueden

rutas como: ingestidn, inhalacion, via

entrar al organismo mediante divers 15
intravenosa, intramuscular, inlmperimncaI,sbbu‘uu‘mc:sydérmica (Fig. 1), laprincipal
ruta de distribucién en el organismo es el sistema circulatorio, mediante el cual los
guimicos son transportados por todo el arganismo y posteriormente son excretados

o bien almacenados en determinados tejidos (Klaassen, 1975).

La via de entrada de las sustancias guimicas en el cuerpo difiere en las
distintas formas de exposiciGn, En el ambiente industrial la via principal de entrada
es' la inhalucion, Es wmbién muy importante Ja via cotanes, pero la via oral es
refutivamente menor, porlotanto, las medidas preventivas se disefian principalmente
para eliminar o controfar ls ubsorcién por inhalucion o por contacto. Los
contaminuntes atmostéricos Jogranentrar en eleuerpo porinhalacion, mientras que
paraloscontaminantes del aguay delsuelolavia principst de exposiciondet hombre

es fa ingestion (Plaa 1990),



Los yuimicos pueden ser clasificados dé acuerdo al tipo de - aceion que = -

presentan; asi se considera un agente de uccion directy a aquel
que no requiere ser metabalizado para producir Su efecto toxico; mi
compuesto de accion indirecty, requiere ser transforme :

metabolismo (Norton  1975).

Ciertos agentes fisicos y quimicos presentes en'el ambiente inc_ri;mcnlan la
incidenein de-caneer (Devoret 1979). La 'mayoria de los quimicos carcinigenos
exhiben su actividud iniciadora a través de interacciones con el ADN lo que origina

dafios genéticos como mutaciones y aberraciones cromosdmicas (Fig.2),

La presencia de estos compuestos en el ambiente conduce 2 desarrollar
metodologius sensibles y rapidas para detectarlos, por lo que es necesarioidentificar
aquellas substancias potencialmente cancerigenas asi como buscar alternativas para
disminuir las concentraciones de las ya existentes en el ambiente (Castaiieda 1988).
De esta manera se justifica la investigacion  de los efectos mutagénicos de los
contaminantes, nosolo para evaluarel riesgo potencial parala poblaciono progenie
que estin expuestus a agentes fisicos o quimicos, sino también, como herramicnta
parit determinar su potencial cancerigeno, En comparacion con los estudias que
evatuan carcinogenicidad, las pruebas que determinan la capacidad mutdgenica de
un compuestoson de menorcostoyduracion (dias osemanas) (Vogel 1987y Brusick

1988).°




“su-capacidad de respuesta y son seleccionados aquellos que resulten sensibles y

. p'uédunvcvuluur los diferentes tipos de dafios (Brusick 1987).

Los resultados obtenidos a partir de las pruebas mutagénicas pueden serde -

gran utilidad para:

1. ldcmlﬁcur posnb!es consmuycmcs Cdrcmo[,cmcos en una mezcla

cump!c;u ml como lua

2. D(.!ermlndl’ cl upo dc mtcracc:on qunmlca del compuesto en el
ur&dmsmu
3. Establecer Jos mecanismos genéticos involucrados.

La gran variedad de compuestos es uno de los principales problemas en los
estudios de lu evaluucion de riespo, ya que a menudo Ja exposicién involucra a més

de un contaminante (Zijlstra 1987).

Los contaminantes pueden ser tanto de origen natural como de.origen
antropogénico, estos Uitimos son Jos mas abundantes en ¢l ambiente (Albert 1988y

Fishbein [981).



El dafio gendtico pucds se umdu mmu s,n Lt:lullh stnwiticas como en

-~ germinales. Cuando eldafo e do £n lns cclulas i,crmmalcs se hcudd alas

futuras generaciones nrlas 50mahcas se expresa - en ¢l

 organismg ﬁfc‘ct_uda

Pu i 1.1dt:lermlndcmn &enmumca de los quimicos se rcqmﬁ re pecesariamente

et unph.n de’ nrgumsmns Con’ duusm niveles de organizicion (Gue van desde
bacterias hdh@q mﬁmlferos). dcbldo a que si bien €l ADN es la molécula hereditaria
“universal, el inxpzrxAc{ni qu:: reciben los organismos resulta distinto por las diferentes
barreras que los Qufmicos han de atravesar para poder interaccionar con él En fa
z.:t(uulidud se cuenta .cun sna gran diversidad de ensayos experimentales que
4{5mpurci0nun infurmacion sobre el peligro gue implica la exposicion a ciertos

quimicos. (Klurssen 1975 y Brusick 1987 y 1988},

Las caracteristicas principales que debe de tener un sistema de prueba son:
que sea sensible, que pueda detectar bajas concentraciones del mutageno,
reproducible, de corta duracion , bajo costo y gue analize un amplio espectra de

mutaciones. { Brusick, 1987).

Existe una granvariedad de pruebas decorto-tiempo que se handesarrolado
) bara detectar agentes mutapénicos {Tabla I1), dentro de estas se encuentra el
) schma, que emplea s Drosophila melunagasier, el cuat es uno de Jos organismos de
bivensayo mis rapido, versatil y eficiente con ¢l que pueden analizarse un amplio
espectro de alteraciones genéticas inducidas por agentes ambicntales, las ventajas

que brinda vste ensayo se muestran en la figura 3,



- Entre los‘enspyos de mutagénesis realizados en Drosuphila melunogaster se

Lu PruLbn deno disyunci6n y pérdida de cromosomas sexuvales (SCLT; Sex
Cmmosumc Luss Test}, la cual valora el efecto clastogénico y la no disyuncitn de

' (‘_rkokmvosumds 4 través del analisis de fa pérdida parcial de marcadores fenotipicos y
_"ln ganancii o pérdida de cromosomas sexuales, el tiempo requerido es de una sola

generacion (Fig. 4) (Castafieda, 1988).

~La Pruebadeletules recesivos ligndusal sexo(SLRLT; Sex-linked Recessive

) L@:théxl_ Test), valora la a paricion de letales recesivos ligados al sexo como producto
de eventos penéticos del tipo de mutacion puntual y aberraciones estructurales, es
una de lus prucbas mis sensibles para la deteceion de los efectos mutagénicos
inducido por agentes quimicos, involucra simultancamente entre 600 y 800 loci del
cromosoma X que equivale a] 80% del cromosoma o una quinta parte de este, el cual
consty uproximadamente de 5000 genes (Guytan 1988); emplea células germinales,
lu generacion analizada es la generacion filiul Fp; Con este sistema se han probado
421 compuestos, 198 tienen una respuesta mutagénica, 46 fueron clasificados no
mutagénicos y 177 han dado resultados incancluyentes,(Lee et al. 1983 y Vogel,
1987). La correlacion entre actividad carcinogénica y mutagénica en el ensayo de
.lctulcs esexcelente, entre 83% (85/102)y 91% (50/55)delos carcindgenas probados

son mutagénicos en Drosophila {Wiirglery Vagel 1986y Wilbourn etal. 1986)(Fig.5).



Este sistema es especifico, lo que indica que en general un resultado positivo
¢nSLRLes probabiemente correcto, pero unresultado negativoes pocdsigniﬁcn tiva
(Vogel 1987). Unadesventaja del sistema es el tiempo y costo en comparicion con

otrus bivensayos, como lus bacteriunos y los cultivos de células animales.

El sistemit mis reciente es La prueba de induccion de Mutaciin y
Recombinacion Somdtica (SMART; Somatic Mutation and Recombination Test).
En general, los ensayos de mutacion somatica se basan en una sola generacion de
maoscis, con un genotipo tal que un evento mutacional en las células de los discos
imagales origina un cambio que se manifiesta fenotipicamente en todas las células
hijas a partir de la célula madre mutante, se produce asi un clon quese expresara
como una mancha en ¢l organismo adulto, cvando se¢ utilizan los marcadores
apropiados (Fig.6)(Bakereral 1978 y Vogely Szakmary 1999). Existen diferentes

protocolas, los mis utilizados son:

1. El sistema de mosgico en ala, el cual emplea dos  marcadores
gendticos que son especificos para s forma de los tricomas del ala,
mwh y ﬂrJ; se localizan en ¢l brazo derecho del cromosoma tres, fué

desarrollado por Graf y colaboradores en 1983 (Vogel et al. 1985).

2.- El sistema de mosaico en ojo  white+ / white gue utiliza dos
marcadores ligados al sexo, desarrollado por Becker en 1966, En la

Tabla 1! se comparan ambos sistemas.



Una desventajade la prueba de fetales (SLRLT) ha sido el tiempo empleado
para realizar este bioensayo, €l cual dura aproximadamente 3 meses (Lee eral, 1983
y Guytan 1988), micntras que el mils noveduso hioensayo SMART en Drosaphila
melanogaster ha resultado ser un sistema capaz de detectar un amplio espectro de
agentes genotoxicos, incluyendo un nimero de procarcinogénos que no han sido

correctumente identificados por la prueba de SLRLT.

Este sistema permite acortar al tiempo del ensayo a una sola generacion (10
dias), es un bioensayo téenicamente sencillo, el costo es sumamente barato y
sensible. Ademis involucra un nimero de eélulas elevado por organismo (24,400
célufas para el protocolo que emplea las alas y 800 omatidias ¢l que emplea los ojos
del insecto).(Clements y Vogel 1988, Clements er al. 1988), se emplean células de
los discos imagales de las larvas, los que posteriormente dardn origen a las distintas

partes del cuerpo del imago.

Es un sistema puevo que permite detectar la capacidad de los agentes
quimicos para inducir mutacion y recombinacion a nivel somitico , este tipo de
estudios cobran dia a dia gran importancia debido a que existe correlacion entre la
uctividad recombinogénica y la carcinogénesis. En la Tabla IV se comparan ambas

prucbas.



Biologia del desarrollo.

Desde el momento en que la Jarva eclosiona del huevo hasta que emerge el

‘ imago (adulto), el ciclo de vida de Drosophila melanogaster ¢s aproximadamente de
192 hora; a25 = 1°C, la larva pasa por tres estadios y dos mudas larvales, la primera
{mbdat oeurre "o las 25 horas y la segunda a las 48, la formacion del pupario se da

ﬁpmkimudumemc a fas Y6 horas (Fig 7) (Demerec 1965 y Roberts 1986).

Después de un dia de desarrollo embrionario, eclosiona del huevo una
pequea larva, su cuerpo se¢ encuentra formado por doce segmentos po aparentes:
1segmentode la cabeza, 31oracicos y 8 abdominales. La pared del cuerpodela larva
esta formada pur una cuticula externa nocelulary por una e pidermis éclular interna,
lay cuticula esta formada por dos capas: una externa lamada exocuticula, y la interna

o endocuticula.

La cuticula de cada segmento lleva en el borde anterior un anillo  con
pequeiios ganchos quitinosos que se originan a pantir de la exocuticula, una
caracteristica principal de} segmento de la cabeza es la presencia de los ganchos
bucales que son de color obscuro, estos son remplazados en cada muda. Las
estructuras internas de la farva son facilmente distinguibles cuando se observan a
traves de la luz, ya que su cuerpo es translicido. En la figura 8 se muestran las

diferentes estructuras internas de la larva (Demerec 1965).

La larva presenta dos linajes celulares diferentes; las células larvarias y las

imagales.
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Las células imagales ( no estan involucradas ¢n Ju formacion del cuerpode fa
larva) son distinguibles de las células larvales por su tamafio pequeio, constitucion
cromosomica diploide, retencion de la capacidad de division celular, y porque
alcanzan su diferenciacién hasta que entran a la étapa de metamorfosis Los discos
imugales aumentan de tamafio  por mitdsis, las cuales ocurren a determinados
ticmposdurinte el desarrollo larvario (Fig 9). Las células larvarias forman el cuerpo
delu larva, estas eélulas han perdido su capacidud de divisiGny solamente aumentan
de laméﬁu, enalgunas se presentan cromosomas politénicos, son poliploides y estin
determinadas genéticamente (Demerec 1965, Wilkins 1986, Wiirglery Vogel 1981,-
Pomerai 1990).

En lafigura 10se muestra cada unode los discos imagales; solamente el disco
imugal del ojo muestra indicios de diferenciacion temprana, ya gue revela la

presencia de omatidias precursoras en el Gltimo estadio larvario (Wilkins. 1986)

Durante Ja metamorfosis, fa hormona ecdisterona desencadena una serie de
cambios en el organismo, este proceso involucra la destruccion de ciertos tejidos y
organos larvales (histolisis) y [a organizacién de las estructuras del adultoa partir de
un complejo de células primitivas, los discos imagales. Los Organos que son
completamente histolizados durante la metamorfosis son las glindulas salivales, el
intesting, 1os cuerpos grasos y los masculos. Todos los organos del imago son
formados a pariir de los discos imagales ya presentes en la larva o por células
larvarias que se diferencian en el momento de la reorganizacion delestado pupal, los
tubos de Malpigi son relativamente poco alterados durante la metamorfosis aunque

si sufren algunos cambios en su composicion estructural, el tordx se forma por la
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: combmdcmn dc v.snos discos imagales. Las extremidades, ojos, antena, ala y el

dparam Lt‘.nlld] se dxferenclan a partir de su respectivo disco imagal que sufre una

‘ hi o;,cnesns dummc Ll desarrollo pupal dando origen a Jas distintas partes del

cuerpo deladulto (Fig 11y 12),(Demerec 1965 y Wilkins, 1986).

DESARROLLO DEL OJO:

Aproximadamente a Jus 16 horas después de'la eclosién de 1a larva, Chen
encontsG indicios de la presencia del complejo cefilico de los discns antenal-ocular -

(Demerec, 1965). .

Enlalarva de 25 horas de edad ¢l complejo cefélico estd compuesto por dos
sacos fromales Jos cuales se originan por evaginaciones de la pared dorsal de la
faringe, alas 48 horas el complejo antenal-ocular empieza a incrementar sutamano;
el pediinculo del ojo unido al cerebro ya es evidente, Semejante a otros discos
imagales, elcomplejountenal-ocular crece durante el periodo larval por muhtiplicacion
celulary el tamafio de las células permanece constante. A fas 51 horas el complejo

_ antenal-ocular adquicre una forma ovalada integrada por varias capas celulares, el
tallodptico esta claramente presente a las 56 horas, la porcion anterior del complejo

se ha elongado.

El complejo se incrementa en tamaio (64 horas), la porcién anterior estd
ensanchada y la porcién posterior empieza a amplisrse, la diferenciacion del

complejo hacia los discos de antena y ojo propiamente ha empezado,

12



A las 74 horas se distingue cliramente Ja porcién anterior y 1a posterior, los

lslihQUén‘perfec(umenle y a las 80 horas estdn bien

formados; ‘estanconectados poriuna’ delgida capa de células e incrementan su

tamiifio,

Eldiscode la antena empicza a plegarse {86 horas), probablemente en este

tiemp mbién las ¢élulas del disco del 0jo inician su organizacicn hacia unidades,

ixulci unidades se ohservan por primera vez en lapvas de 96 horas, cada una de estas

‘unidades eonsiste de un grupo de cuatro celutas, solo unos pocos de estos grupos

es1an presentes, pero se incrementan en ndmera conforme ¢l ojo se desasrolla,

Steinbergen 1943 (citado por Demerec 1965) estudid eldesarrolio delojo de
Drosophiluy propusoque cada grupoes precursor de una omatidia. La segmentacion
del diseo de la untena continua (106 horas), hasta que a las 120 horas los discos han
Hegado a su tamano maximo, las células (4) agrupadas se arreglan en hileras; se

termina fa segmentacion d=1 disco antenal-ocular (Demerec 1965 y Wilkins 1986).

Los ojos compuestos {Fig. 13)estan constituidos por unconjunto de pequefias
unidades Hlanmadas omatidias, que son elementos visibles independientes, ¢n la
mayor parte de fos insectos las omatidias estdn intimamente unidas y adoptan una
forma hexagonal, En elojo de Drosophila melanoguster el ojo compuesto consiste de
780 a 800 omatidas (Fig. 14 A). Externamente cada omatidia esta formada por una
lente cornea distal hexagonal (C), debajo de la cornea estin localizadas 4 células
glundulures queseeretan un material semiliguido eleualllena la region del pseudocono
(ps), el ndcleo de cada célula ded pseudocono (rep) estd orientado enla base de las
células primarias pigmentarias (cpp).

13



Las células pigmentarias sccundarias (cps) estan presentes rodeando a la
omatidia, se extienden desde la region del pseudocono a ls membrana basal, sus
nucleos estin jocalizados aproximadamente al mismo nivel que los nucleos de las
célufas del pseudocono. Un corte transversal de esta region (Fig, 14 B-E) muestra la
manera en la cual las células secundarias pigmentarias  forman una envoltura
protectora de pigmento alrededor de las células visuales y Ja maneru en fa cual los

cuatro nucleos del pseudocono rodean el extremo de los siete rabdomeros (R).

) Una omatidia normal estd formada por ocho retinulas, de las cuales 7 son
éélulus largas, cuda una contiene un rabdomero (R) a lo largo de la poreidn media
“de’la célula, seis de las células retinulares tienen sus nucleos (nr) en la porcion
superior de la célula pero en lu séptima célula retinular su ndeleo (nrg) se localiza
méscercaala membranabasal, La octava retinula es una célula pequefia rudimentaria
sin ruhd(u;wn y su nlcleo (nry) estd justumente arriba de la membrana basal. Un
corte transversal revela que estas ocho retinulas forman una roseta de células con
los siete rabdémeros que constituyen un rabdomen sensorial en el centro.
Lus fibras nerviosus pasan desde las retinulas a través de la membrana basal (mb)
hacia la regién postretinal (rp) y despuds hacia la placa ganglionar exterior del
cerebro, una region compuesta de neuronas monopolares (am) (Clayton 1952 y

Demerec 1965) (Fig.14 A).

Vogel et al, (1989) obtiene informacién experimental de la biologia del
desarrollo de D. melunogaster mediante el uso de rayus X. Proponen que el nimero
de cétulas precursoras de omatidias es de aproximadamente 20 en el primer estadio

" arval, se incrementa a 150 -200 células durante el segundo estudio y aleunza de 780
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a 800 células pre-omatidias en el tercer estadio,después de 3-4 divisiones celulares
(Tabla V). La diferenciacidn de las células primordiales tiene lugar durante eitercer
estadio larvario. Los Jinajes celujares productores de células pigmentadas primarias
se establecen durante ba primera ola de actividad mitdtica que migra a través delojo
en el tercer estadio farvario (Fig.15): la mayoria de las células pigmentarias se
producen en fadivisian mitotica de Jasegunda ok de divison. Las células primordiales
del ojo compuesto se dividen continuamente durante el periodo Jarval y cualquier
aheraeidn gendtica enestas células puede ser reconocida como manchas blancas en

el conlc;:tq rojb dcl ojo compuesto del adulto (Fig 16).

Los clones inducidos al principio del primer estadio larvario son de tamafio ™
g,rdnd«_ miientras aguellos que se producen en ef segundo o tercer estadio larvario,

" son SUCQSI\'&!H)L‘H(C mils pcqucm)s.

La clasiticucion del tamifio de mancha y el analisis de Ja distribucitn del
tamano del clon pueden usarse para estimar el ticmpo de la induccion del evento

mutacional (Vogely Zijitstra 1987).

Elamafio promedio de Jas manchas inducidas depende de varios factores
tates como el tipo de tratamiento utilizado en ef protocolo, el mutdgeno empleado,
1a disis, edad de Ja furva en ¢l momento del tratamiento, Estwe sistema detecta un
amplic espectro de alteraciones como recombinacion mitdticy, deleecion, mutacion
somdtica y perdida de una cromatida, las cuales pueden originar un clon mutante

wiw, w/0 (Fig. 22y 23).
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Pari viloriar uni prucha se emplenn varios compuestos de referencia, es

. decir agentes cuyos efectos son conocidos géneticamente por su capacidad de
" induccion de dafo genético en diferentes organismos y que se han clasificado como
mulégénus0c:.mccrigcnos.Simuh;’mcam:mc esnecesarioque encada experimento
se disponga de testigos negativos contra los cuales se compara el efecto provocado
por el agente en cuestion, se usan para someter a los organismos a la misma

* manipulacién que los grupos tratados; conocer la frecuencia basal o esponténea de
laalteraciénque se pretende analizar; asicomoevaluarlasensibilidady especificidad

- que presenta el sistema (Vogel 1987, Brusick 1987 y Delgado 1990).

E2n este estudio se emplearon Jos siguientes compuestos de referencing

N-Nilrosozlimc!ilamina(DMN):esunagcnlt:alqui]ame,pulentccurcinégcno(EMS
1976) induce tumores en diferentes partes del organismo segdn la ruta de
administracion, por ejemplo a désis de 25 ppm y 50 ppm de DMN en la dieta de
conejos ocasiona carcinomas hepatocelulares, en ratas sometidas a inhalacion
repetidas de DMN se inducen tumores en Jas cavidades nasalesyen el rifén; cuando
seadministra por via orala diferenteslineasde ratones provoca sarcomas, carcinomas
y adenomas en pulmon, en Drosophila melunogaster induce letales recesivos ligados

al sexo y pérdida cromosomica (Vogel y Natarajan 1979 ayb).

Eldescubrimiento de laactividad carcinogénica de la N-nitrosodimetilamina
ha permitido establecer que los compuestos N-nitroso y otros agentes alquilantes

pueden ser una clase importante de compuestos carcinogénicos , el contacto
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humiine con agentes slquilantes ca cx(‘»génu debido il ésiilo de vida u ocupucion y
enddgeno por la formacion de compuestos N- Nitrosos dentro del organismo (Laval
et al 1990). Se ha encontrado en pequeius cantidades en muestras de humo
condensado de tabaco, en éarncs curadas como ¢l tocing, y ¢l pescado salado y
ahumado; tambidn sc utiliza como solvente y en la sintesis det combustible 1-1
dimetithidrazina. ETDMN se forma por la interacion del nitrito con dimetilamina y
por fa accién de bacterias reductoras de nitrato. Es usado como solvente en la
industria del plistico y la fibra, como antioxidante, aditivo para lubticantes y en
condensadores para incrementar la constante dicléetrica, también se usa como
nematicida, El DMN es un liquido amarilio de buja viscosidad, miscible en agua,
suluble en ki muyoria de Jos solventes orgdnicos y en lipidos, muy voldtil, su férmula
quimica us (ChHy)y NNO, estn formado por C (32.42%), H (8.16%), N (37.82%) y
O (2160 %}, peso molecular; 74.08 g, densidad; 1.0048 {Index Merck 1989).

La Nitrusodietitaming (DEN): es un agente alquilante de accién indirecta,
produce fesiones en higado, pulmones y esdfago, en diferentes especies (ratdn,
criceta, perros, peces,manos) Los principales organos blancos son: 1a cavidad nasal,
trédquen, pulman, esdfago, @ higado; induce tumores con las diferentes rutas de
administracion; incrementa la presencia de letales recesivos en Drosaphila y fa

pérdida cromosomica, (Voge!l y Natarajan 1979 a y b).

Sehu encontradoen pequeiias cantidades en el humo delcigarra condensado,
enalgunos alimentos procesados, se forma par s interacion dednitritocon dietitamina
¥ por la accitn de bacterias reductoras de aitrato, es utitizado como solvente en la

industsia de I fibra, como aditivo para gasolina y lubricantes, ademis es empleado
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en condensadores que incrementan la constante dieléctrica y como antioxidante,
’Co_m&:rcialmcnlc se encuentra como liquido amarillo, soluble enagua, alconaly éter,
esta formado por C (47.04%), H ( 9.87%), N (27.43%) y O ( 15.66%), siendo su
k‘ férmula qpimic;l ¢s (CH3-CH»); NNO, su peso molecular 102.14 y su densidad
10,9422 (Index Merck 1989). '

"El Metil-Metano Sufonato (MMS): es un metil éster del 4cido
metaﬁosulfénico, se usa como catalizador enreacciones de polimerizacion, alquilacion
y esterificacion , como disolvente, es un agente mutdgenico de accion directa,
formado por C(21.81%}), H (5.49%),0(43.58%), S (29.11%), su férmula quimica es
Cy H(,(l_-;S s su peso molecular 110.13 y su densidad 1.2943, Es un liquido soluble en

agua y ligeramente en solventes no polares (Index Merck 1989 y Reynolds 1989)

La B-propiolactona (8-Pl): es un agente carcindgeno indirecto, La base de su
accionalquilante se centrzensu anillo rigido (Goldstein etal 1974y Kortselius 1979),
induce letales recesivos ligados al sexo en Drosophila, causa citotoxicidad y severos
daiios, utilizado como desinfectante en terapia, ¢l cual es muy activo contra lus
bacterias Grum-positivo, Gram negativo, hongos y virus, se emplea como
intermediario en la sintesis organica, estd formado por C(50.00%), H (5.60%)y0

(44.41%), su peso molecular 72.06, siendo su formula quimica C3 Hg O, solubleen
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-agua, alcohul, éter y cloroforme. Se prepara a partir de fa condensacién de acetona
conelformauldehido, Losvaporesde este compuesioson utilizados en la esterilizacion
“ de material farmacéutico y quirdrgico y para desinfeciar dreas cerradas, La vida

media de B-PL a 25° es de 3.5 hrs.

L Mitomicina C (MMC): es un antibidtico aislado de Streptomyees
c;'sesniriosus. contiene gruposquinona, carbamatoy aziridina y todos ellos puedenser
. :ic;i?’;;dus, el medicamento es un agente altamente toxico con propiedades

antineoplasicas, disponible para uso clinice, es el mejor medicamento utilizado en
contra de las célutas tumorales hipdxidas y al parecer tiene una utilidad cada vez
mayor en la quimioterapia  combinada (con bleomicina y vincristina) para el
carcinoma de células escamosas del cuello utering y para los adenocarcinomas del
estamapy, paacreasy pulmones, Elmedicamentotamhiénticne cierta utilidad como

agente alternativo para ¢l cdneer metastdsico de colon (Salmon y Alan 1990,

Se activa por via enzimitica dentro de las células y actdia como agente
alquilante bifuncional o trituncional, forma enfaces cruzados en ¢} ADN, actua con
la guanina y a citosing, principalmente durante Jutase G ySdelciclocelular. Inhibe
la sintesis de DNA, RNA y de proteinas (Carranza 1990, Reynolds 1989 y Schewe
€11 1971). Su férmuls quimica es Cp 5 Hyg Ny O, comercialmente se adquire como
cristales azub-violeta, es scluble en agua,metanol, acetona, etcéiera (Index Merck

198Y).
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En la figura 24 se muestran las férmulas de cada compuesto. (Index Merck
1989 y Reynolds 1989). Los mutigenos de referencia anteriores son agentes
alquilantes, es decir ugregan grupos alquilo al DNA provocando desestabilizacion
de la helice e induciendo rompimientos que interfieren en el proceso de replicacion
del material genético. La prevalencia de los compuestos N-Nitroso en ¢l ambiente
y st formizcion i1 vive ha sugerido gue pueden estar involucrados en la etiologia dei

cancer humano (Guttenplan, 1990).

En el Laboratorio de Gendtica de {2 Facultad de Ciencias de la UN.AM. se

: chpléé la Prucba de SMART en células somaticas de los discos imagales de los ojos
de Drosophila melanogaster, |os objetivos del presente trabajo son: 1) Realizar la
calibracién interna de SMART empleando los discos imagales de los ojos y 2)

Establecer la repetibilidad del sistema.
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II. MATERIAL Y METODO

AGENTES QUIMICOS:

Las substancias cmpleudas fueru obt 15 siguientes casas

comerciales: N-Nitrosodimetilumina (DM;\), S)bmu, Nitrosodictilaming (DEN),
Radian Carporation; Meul-MctanoSulfunato (MMS), Aldrich Chemical Company

Inc.; 8-Propiolactona (8-PL), Radian Corporationy Mitomicina C (MMC), Sigma.

Las lineas de Drosophila utilizadas en el presente trabajo fueron: yfy
(“yellow”) cuerpo amarillo con cerdas cafés ywiw (“white™) colorde ojos blancos

“dea cuales se abtuvieron lus hembras y machos, respectivamente,
Los marcadores involucrados en esta prueba son recesivos y ligados al sexo.

.- )cllnw seencuentraen elcromosoma X a0.0 unidadesde mapa, mientras que

‘(w) -"whllc a 1 5 unidades de mapa (Lindsley y Grell 1968).

R Lus cullivos se mantuvieron a 25 + 1 °Ccon una humedad relativa de 60 %

en un medio de cultivo estandar,

_ SINCRONIZACION: R

Se obtuvieron hembrasy/fy virgenes de no mas de 72 hrsde edady se cruzaron
con machos w/Y no mayores de 48 hrs, (Fig 17) después de tres dias de realizada la

cruza, los progenitores s¢ transviasaron a medie nuevo con el fin de permitir que las
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hembrasovipositarandurante un intervalode 8horas; posteriormente los progenitores

se retiraron de los frascos.
TRATAMIENTO:

Trascurridos 3 dias se obtuvieron lurvas de 7224 horas de edad por mediode!
método de Nithiger (1970) que utiliza un gradicnte de sucarosu al 20%, el cual
pravoci que las farvas floten enla superficie, luego fueron colectadas con una malla
de nylon fina. Se sometieron a un tratamiento agudo de 6 horas con el quimico y se
mantuvieron en la obscuridad, posteriormente se enjuagaron con agua corriente y
se cvulocarrpn en médio de cultivo fresco, hasta la emergencia de los adultos en los

7 cﬁalcs se realizo el registro de manchas, ’
7 Enla figura 25 se muestra al protocolo seguido. Cada experimento se repitié
dos veces para determinar la repetibilidad en Ja respuesta, se compararon los
resuftados obtenidos en cada repeticion mediante lus tablas de Kastenbaum-

Bowmun

Las concentraciones empleadas de cada mutagenoson las siguientes: DMN:
0.5, 1.0, 125,25, 50 mM; DEN: 1, 5, 10, 20 mM; MMS: 0.05, 0.10, 0.5, ImM; B-
-, Pl: 25, 50,100 mM; MMC0.3, 0.6, 1.2 mM.
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ANALISIS DE LAS MANCHAS:

Las moscas se anestesiaron con eler. y ensc[,mda se colocaron sobre una
platina excavada con una solucion de Tween- dlcohol e('hco~agua 1 70 29 lo quc'
fucilita la observacion de las mimchas en los (Um (Tl’l])dlhy_dL 1989), I lectura se

- realizd bajo un microscopio de dlseccmn a un dumcnlo de 120X, el reglslro de las o

manchas se llwo a cabo tanto en mm.hns como hbmhl’db.

Los menos de lectura fucron los siguicntes; se conté ‘el nimero de
onmudms dchldddS (“whne ")(Fig 26), st consideran como eventos mde pendientes
- aquellas manchas que se encontraron separadas cada una por 4 hileras de omatidias

nurmales, es decir, surgieron por dos eventos genéticos independientes (Fig, 18).

ANALISIS DE LOS DATOS:

Debido a que el ojo de la mosca es una estructura tridimensional de la cual
sGlo se analizan fas células pigmentarias deben de estimarse Jas frecuencias de

mutacion inducidas mediante la férmula propuesta por Szabad ef al. (1983).
f=2xnxmx10%/NxC.donde

rl‘ = t‘rc’c;lcncin de manchas por 104 células

m= - tamano promedio de mancha

n =" namero de manchas



Cc=- Nimero de omatidias (aproximadamente 800) que formiin el ojo.

N = Namero de ojos analizados:

Esui ecuacitn di una estimacién dcia mulriifc"s\ucién de clones por 104
células (0(104) si bien esta ecuacion né dclérfnina t‘:xac:amcn\t la frecuencia de
induccion de clones en relacion al nimero de célulus expuestas, debido a factores
como los diferentes patrones de profiferacion, muerte celulur selectiva y otros
eventos entre 1os cuales destaca que de los dos clones formados en cada evento sélo
es evidente ef correspondiente al fenotipo de omatidias bluncas, o gue a su vez
influye en el tamafio promedio del elon por 10 células, Asi fos valores promedio de
manchas determinadas experimentalmente, deben multiplicarse por un factor de 2

(Vogely iijlslra 1987).

ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizd conforme at método propuesto por Freiy Wirgler en 1988, etcual
se basaen contrastar dos hipotesis paracuantificar el dafio causado porehratamiento.
La contrastacion de dos hipdtesis permite distinguir Ja probabilidad de obtener un
resultado positive, deébil positivo, inconcluyente o negativo en un experimento (Frei

y Wiirgler 1988).
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La hipotesis nula (Ho) plantea que no hay diferencius entre Ja frecuencia de
mutacionde las series controly lus tratadas. Elrechazo de Ja hipGtesis nula indica que

hay un incremento estadistico significativo en la frecuencis de mutacion basal,

La hipotesis alternativa (Ha) postula que el tratamiento resulta en un
incrementoestadisticode Ja frecuencia de mutacion de lasseries tratadas equivalente
amveces la frecuencia basal. Esta Ha es rechazada sila frecuencia de mutacion es
signil;icutivumcnlc'mzis baja quércl incremento  de la frecuencia postulada. El-
rechazo indica que el'vlrratarmi:n}grho produce ¢l incremento requerido para

considerarfo como mutagénico bajo las condiciones probadas.

Elincremento estadistico se traduce en m, que esel nimero de veces que se
aumenty la frecuencia de mutacion del lote testigo. Se ha fijado m = 2 para este
protocolo con el fin de garantizar que la frecuencia busal se ha duplicado como

resultado del tratamiento (Vogel y Zijlstra 1987).

Si se acepta la hipotesis nula y se rechaza ta alternativa el resultado es
negativo. Si se rechuzi Ja nula y se acepta la hipOtesis alternativa, el resultado es
pusitivo, Si lus dos hipotesis son rechazadas,el resultado del tratamiento se considera
débil positivo y si por ¢l contrario ambas son aceptadas ¢l resultado se considera
inconcluyente ya que esto no puede ser cierto de manera simultdnea, Para cada
hipatesis se determina una zona de aceptacion y otra de rechazo. La contrastacion
de las dos hipatesis se lleva a cabo por separado mediante la prueba de X2 de

propuorciones, con la correccion de Yates (Fig 27).
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OBTENCION DE LOS VALORES ESPERADOS:

Ne y Nt representan ¢! tamaio de muestra ¢l ndmero de ojos de la serie
control y tratada respectivamente, n es el ndmero total de mutaciones en Ia serie
control mas la serie tratuda. Ly proporcion de mutsciones esperada en la series

cantrol (p) y en las series tratadas () son como sigue:

- De acuerdo con la'H

<.i:De acuerdo con la Ha:

Cpy=Ne(NetmNt) 'y gg=mNU/(Ne+mN)

- Donde p,,, ¥ g, Tepresentan el nimero de mutaciones esperadas bajo H, en las

series contro y tratadas respectivamente.

Regla de decision para ambas hipotesis: Si x2 experimental - > X2

(=005)(n=1)5¢ rechaza Hg o Hy, sepin sea el caso,
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1I-RESULTADOS ~
Las concemruci_onus de DMN sclccionédas fueron 0.5, 1.0, 12,5, 25.0y 50
mM, sin cmbargo la Gltima (50 mM) fué impusiblc de analizar por la gran cantidad
de dafio que se manifiestd en omatidias totalmente alteradasy en ojos deformados

(Fig. 19), usi, se presentan Unicamente los datos de las primeras cuatro

concentraciones.

Pirucada experimentose realizd una repeticion, se compararon los resultados
. obtenidos en: cada- caso:mediante: la- prueby- no-paramétrica de Kastenbaum-

Bowman { 1970), ¢l testigo negativo fué sacarosa al §%. Nose observaron diferencias

S enire Tas iépcliéioncs de cada experimento (P>0.05) por lo cual se

uma de Jos resuliados de Jus repeticiones, et andlisis de Jos datos se

-~ realiz6 por medijo de la’ X< para proporciones.

Enlatabla VIse presentan los resultados que se obtuvieron alexponer larvas

. 0¢ 72 £4 hrs de edad a diferentes concentraciones de Jos mutdgenos de referencia.

Los parimetros considerados fueron; nimero de ojos totales, total de
manchas, 0jos con manchas, frecuencia de manchas inducidas asfcomo las esperadas
por 107 cétulas para ambos sexos, se compuraron las frecuencias de manchas en las

series tratadas y lus series control.

La distribucion de frecuencia de manchas obtenidas después de exponer
larvas de 7224 horas de edad a distintas concentraciones de DMN se presenta en las

figuras 28, 29y 30, pura hembrasy machos respectivamente. Se observa que el DMN
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bo diferencias entre

‘Tesultd negativa en

machos. 77

B Eﬁ:e] caso de DEN.I.\ r‘éspuy'cs'ui‘u‘btenida fisé positiva én fodos los casos e
igual ‘mm_hén{hrus y mx'u..-hns. Lt relsicion de cimcénm.:ci(.’)ﬁ-rc."apuc.\:lu fué clura asi
comu. los vu!()fcﬁ de la frecuencia-de induccion. En Ja concentracion 10 mM se
observd una disminucion en la frecuencia obtenida, no abstante ésta fue significativa

con respecto :\i control (Figs. 31,32y 33).

Las distintas concentraciones de MMS dieron uni respuesta similar para las
‘hembras y.los machos (Figs. 34, 35 y 36 respectivamente) estu resaltd positiva en

““1ados los casos.-

- Las fighras 37, 38, y 39 muestran la distribucion de las manchas recobradas
. alexponer larvas de tercer estadio a diferentes concentraciones de B-PL. Se obtuvo
una respuesta positiva ¢n todos los casos, tanto pura hembras como para michos’

' (P< 0.05).

Los resultados obtenidos con MMC se muestran en las figuras 40, 41y 42,
Como puede observarse, la respuesta obtenida para hembras resulto més fuerte que
para fos machos, siendo positiva en todos los casos para las primeras mientras que

en los muchos 56lo lo fué en la concemtracion mas alta,
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IV. DISCUSION

El primer paso para el estudio genotoxico de una sustancia esla obtencionde
una curva dosis-respuesta, este tipo de curvas juegan un papel importante para la
comparacion cuantitativa entre los mutdgenos (Lee ef al. 1990). La obtencion de la
ddsis exacta que recibié cada organismo tratudo no se obtuvo por ir més atla de los
objetivos de éste estudio. Asi, se representan las curvas concentracion-respuesta

para cada mutigeno (Figs 28, 31, 34, 37y 40).

_ El unalisis comparativo entre Jos sexos es ihrdiSpensub]e‘cn este tipo de
 estudios, la cruza empleada en este trabajo fueron hembras );/y por machos w/Y por
lo cual la descendencia resultante son hembras (y + / + w ) heterocigéticas para
’ ambos marcadores genéticos ligados al sexo ( cromosoma X ) mientras que los
machos son hemicigoticos (y +/ Y ) para los mismos (Fig 43). En los machos
cualquier dafio inducido en el cromosoma X se expresa debido a la presencia de un
solo cromosoma X y un cromosoma Y, el tipu de dafio que se detecta se origina
através de rompimientos, mutacion puntual y recombinacion; en las hembras los
eventos genéticas que inducen a la formacion de clones “white™ son recombinacion
mitdtica, no disyuncion,mutacion puntualy deleccion. { Tripathyer al. 1989y Wiirgler

et al. 1991)

Elmarcador “yellow™ no aporta informacion para este ensayo pero permite
distinguir aquella progenie no derivada de la cruza experimental. Enlatabla

VI se presentan los resultados que se obtuvieron al exponer larvas de 72 horas de
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cdud lus d:l’crcnles mumg,cnus de refc cncm rcsullando pu'm a8 wdas las

cunc::ntracmm.s pdl’d de osy m msr Pectn

]us conqcn_trucmncs 0.3 y0. 6

) jpcqu:.n.xh (t:l d uuuurrc‘hdud cl tmdl del desarrollodeldisco Imd[.,dl del ojo) de bido

~aque el wmpue () necesud ser metabolizado (Fig 20), mientras que las nmnchas

grandes, seoriginan porque ¢l compuesto actia directamente sobre las celulus i

'blunc"u,iil inicio del periddoe de exposicion (Fig 21).

» Elincremento eneltamaiiode lamancha conforme aumentala conceritracion
muestra la sensibilidad del sistema  pues al existir una mayor con'cemraci(‘ﬁn ﬁel :
mutigenoen kiscéluls la probubilidad de interaeion con el ADN es cudu vez .lm‘lyur.
esta interacion se did en menor tiempo por lo cual se recobran tamaios de manchas
mayores. El tamafio de la mancha depende entonces de dos factores, metabolismo

y concentracion,

Szabad (1983) sugiere que se caleule la frecuencia de induccion de manchas
por cady 104 células con el fin de disponer de un valor de frecuencia absoluo que
pondere las pusibles diferencias debidas al tamafo de muestra, la edad de 1a larva
al momento del tratamiento, gue sdlo se observa una parte de los clones por el
contexto rojo de los ojos ylos posibles sespos por muerte celular. Sinembargo, puede
abservarse enlatubla V que dicha formula resulta ficiimenie afectada por el imaiio

promedio de la mancha. Asi, para DMN en machos en la concentracion de 1 mM,
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" ] analisis estadistico aplicado indica resultados positivos, si bien, la frecuencia de
inducciGn por 107 células indica un vator iguél' alcontrol (7.15 vs. 7.4), Al analizar la
razén de dicho resultado, se observa que ¢l tamafio promedio del clon para la serie
tratada es casi la mitad deltumano del clon control (2:3y 3.69 respectivamente), una
razon de lo anterior es la ocurrencia de muerte cetular la c.uul fué cnr'acteristica para
este compuesto, Joque asu vez provoci faapariciénde relaciones de genotoxicidad
de no guardan necesarinmente una relacidn predecible con la concentracion
administrada (Brusick, 1987). En sintesis, debe ponerse atencidn al significado de la
frecuencia de induecion por 104 células ya que tanto valores menores al tamano
promedio de los clones de Jas series control, como aquellos mayores van a modificar

de manera considerable el valor de la frecuencia de induccién.

En la Tabla VI se puede observar que tanto en las hembras como en los

machos se obtuvieron resultados positivos en todas las concentraciones,

Con este mutigeno se presenta una frecuencia muy alta de manchas chicas
lo que indica que es un agente indirecto es decir requiere ser metabolizado y es

cuando adquicre mayor actividad mutagénica (Figs. 28, 29, y 30).

DEN. (N-Nitrosodietilamina) fué el dnico compuesto en el cual el
comportamiento de [a frecuencia de hembras y machos fud igual (Figs. 31, 32y 33).
De esta manera resulta evidente que ef mecanismo de induccion de manchas fué
muy similar entre ambos sexos. En este pratocolo de SMART, la hembra es capiz
dedetectar eventos genéticos terminales deltipo de mutacion puntual, deleccién, no

disyuncitn y recombinacion mitdtica, mientras que el macho (por su condicién
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de detectar eventos genéticos terminales del tipo de mutacion puntual, deleccién, no
disyuncion y recombinacion mitdtica, mientras que e} macho (por su condicion
.hcmiciga) no detecta este dlimo evento, si bien no hay que descartar a la
recombinacion intragénica. Asi, puede sugerirse que el mecanismode accién de este

compuesto no se da particulurmente por recombinacion.

MMS (Metil-Metanosulfonate) es un cancerigeno directo, produce efectos
t6xicos al momento ¢n que entra en contacto con ¢l material genético, dando lugar
ala formacion de clones grandes; no obstante en ¢} presente estudio se obtuvieron
basicamente manchas chicas (Figs 20y 21). Una posible explicacion de éstarespuesta
es la edad de la larva (724 horas) en la que el ndmero de células blanco es de 500
a 800 células precursoras de omatidius (Tabla V) y al patron de crecimiento, pues
como se indicé anteriormente, las mitosis se representan en oleadas y no
continuamente, por lo que éste no se ajusta a un modelo exponencial. Porotra parte,
si bien el tamafio del clon esta en relacion con el tiempo de induecion del daho, ésto
essolo relativo porque Unicamente se observa unode los dos tipos de clones (blancos
y silvestre) que resultan de un evento de recombinacion mitdtica, aunado @ lo
anterior la muerte celular que se incrementa conforme aumenta fa dosis. En la tabla
Vliseobserva que eltamano promediode la mancha mutante disminuye ligeramente

a partir de la concentracion (0.5 mM) tanto en hembras como en machos.

La respuesta MMS fué muy similar entre hembras y machos, excepto en la
concentracion mis alta (1 mM) en la que la frecuencia de manchas en fos machos
resultd menor. Lo anterior se puede deber a un efecto t6xico que provogue muerte

celular en los organismos mds sensibles, A nivel de los clones analizados lo apterior
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similar:

B-PL (b-pmpiolucioﬁu) Se _éarqctéfiia por tener una vida media corta de
aproximudamente 17 minutos por loque se empled para determinar la capacidad de
SMART para detectar este tipo de quimicos. La relacién concentracion respuesta
¢s consistente en hembras y machos, es decir, a mayor concentracién, mayor
frecuencia de manchas; Ta que resultd positiva en ambos casos para todas las
concentraciones probadas. De lo anterjor se concluye que el sistema es sensible a
compuestos de vida media corta. Es el compuesto que mostrd menor actividad de
todos los probados, ya que la menor éuncenlracién (25 mM) produce una respuesta

similar a los otros compuestos en concentraciones 25 veces menores.

Finalmente la Mitomicina C (MMC) en Drosophila, este antibi6tico es
mutagénico en hembras y machos, particularmente en aquellas células que han
completado la primera profase meidtica; en levaduras y hongos incrementa la

recombinacion de las células que se estdn dividiendo mitoticamente (Schewe etal.

1971 y Reynolds, 1989 ). Actda esencialmente por recombinacion mitdtica por lo
cualseesperaba que la frecuencia de manchas inducidas sea superior enlas hembras
que ¢n los machos, comportamiento que se observa en las figuras 40, 41 y42. En los
machos sdlo la concentracion (1.2mM) fué positiva fo que indica que los mecanismos
de mutacion puntual y deleccion contribuyen poco a la induccién de manchas,

presenta una frecuencia altade manchas chicas (1-2 omatidias afectadas) por lo cual

33



€5 un agente que requiere ser metabolizado.

En sintesis SMART mostro que es sensible a los distiniog iipo§ ’dc:qﬁl’n:‘licés

empleados, puede detectar efecios a bajas conccﬁtraéioncSp_Eh:uﬁ intento de

_ estublecer un orden en la respuesta se selecciond uqucll{x conccﬁlrucién que fuera

comun en Jos diferentes quimicos, esta estuvo alrededor de 1 mM, exceptoen el caso

de B-PL en el que Ja concentracion mis baja fué de 25 mM. Asi, el orden obtenido

fuﬁ: MMC > MMS > DMN > DEN > PLen hembrasy MMS > MMC > B.PL
>DEN > DMN en machos.

En los resultados obtenidos en el presente trabajo cocneiden con los
reportados por Delgado (1990) para los mismos compuestos pero a través del uso
de célutas somiticas de las alas de relacion con el protocolo que emplea células
somaticas.del ala de D. mefanogaster, debido al nimero diferente de células blanco
en el ojo (800 omatidias) y el ala (24 400 células)y el uso de diferentes marcadores
genéticos no es posible hacer una comparacion detalluda de las frecuencias de

induccion encontradas para ambos siste mas.

En resumen, la prueba de mutacién y recombinacion en células del ojo en
Drosophila melanogaster es repetible en su respuesta pues los resultados de los
diferentes experimentos son consistentes; es sensible a bajas concentraciones de
mutigenos, es un bioensayo prometedor en el campo de Ia toxicologia para la
deteceion de sustancias genotoxicas. Se espera que lu prueba de SMART tanto en
ala como en vjo se incorporen a las baterias de prucba para disponer de unsistema

en el monitoreo ambiental en México para la deteceion de sustancias genotoxicas.
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V. CONCLUSIONES

1) S.MAVRT demostrd ser sensible a los diferentes

' muté‘)gcn‘os de referencia. E} orden de respuesta fué:

_MMC > MMS > DMN > DEN > -PLen hembrasy
~MMS > MMC > .PL > DEN > DN en machos.

- Este sistemi mostrd ser repetible en la respuesta,

~3)"17 ParaMMCla comparacindeld respuestaobtenidaen
'+ ambos sexos permite estimar siel mecanismo deaccitn
se- debe principalmente a eventos de mutacion y

deleccidn o bjen a recombinacion mittica.
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Tig. 1 Rutas de exposicién, distribucién y excresién de sustancias en el hombre (Tomado de

Klaassen, 1975).



Fig. 2

Ciertos agentes quimicos provocanalteracionesen la doble
hélice de DNA algquilacién de una de las bases (1);

- distorsiones menores (2) provocadas por hidratacién o

ausencia de una base; distorsiones mayores (3) por
insercién de un aducto, la unién entrecruzada de dos
filamentos o de un filamento y una proteina, roturas de un
solo filamento (4) o de dos (5). Cualquier alteracién
estructural afecta a la funcion del DNA (tomado de Obe y
Natarajan, 1982).
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13.-

Fig.3 Caracteristicas de Drousophila melanogaster.

Es el eucarjonte mejor conocido genéticamente

El ciclo de vida es corto aproximadamente 9 a 10 dias a 25°Cy una
humedad relativa del 60%, involucra un periodo de embriogénesis
completo dentro det huevn, y una secuencia de estadios larvales que
derivan en una metamorfosis completa de la que finalmente surge un
imago v adulto.

Tiene cuatro cromosomas perfectamente mapeados

La presencia de un paquete enzimstico en la fraccibn - micros6mica muy
semejante al del higado de mamiferos, permite  la biotransformaci6n in
vivo de los compuestos (Baars, et al. 1980)

Se conoce el tiempo de su gametogénesis; se tratan estados prey
postmeiiticos para evaluar la respuesta en cada una de las etapas de esta
(Chandley y Bateman 1962).

Se¢ mantiene en espacios reducidos y un costo de moderado a bajo

Se ubtienen poblaciones grandes: 500 organismos por pareja

Dimaorfismo sexual positivo hacia la hembra,

Tipo de exposicion: de aguda a crénica.

Se pueden realizar estudios en células sométicasy células  germinales.
Luos agentes a probar pueden administrarse por alimentacion, inyeccién o
en forma gaseosa, esto depende de las propiedades fisico-quimicas del

compuesto y de los objetivos del trabajo a realizar,

Existe una gran cantidad de lineas con marcadores genéticos que permiten
ln evaluacién de gran varicdad de efectos génicos y cromosdémicos.

(Vogel 1974, Kilbey et. al, 1981 y Rodriguez- Arnaiz 1982).
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Fig. 4

Eventos recobrados en la prueba de pérdida cromosdmica

(Tomado de Abrahmson y Lewis, 1971).

CRUZA PROGENITORA Y PROGENIE REGULAR
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w'. Ojos color durazno.

¥*w*/B%, Cuerpo amarillo
ojos en Barra colox
durazne.

y’w*.Cuerpe amarillo con
pelos y cerdas negros,
ojos coler durazno.

B*.0jos en Barra.

- y’w". Cuerpo amarille con

pelos y cerdas negros,
cjos color durazno. '



Tratado

. i \
Cruza patemal 5 )g) B )v'
wa [ ®
A 8 7
5 43
J ;
B
F, _wd B8 ad
1 Hembla pot vial l
. N
}i; w3 /9 B
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No aparece si se induce 1 Para confirmar

una mutacion letal .
Forma del 0jo: Bo B/B 7; B/+D: + O

Fa Color del ojo; Bl Apricot EiSilvestre

Fig. 5 PRUEBADELETALESRECESIVOS LIGADOSAL SEXO.
Los machos silvestres tratados (B) son cruzados
individualmente con hembras virgenes Basc (A). Las
hembras de la Fy (C) se colocanindividualmenteenviales
con machos Basc, Se  revisa la F, para la presencia o
ausencia de machos de tipo silvestre (D). Los posibles
letales se comprueban en F, cruzando lashembras (E) con
machos Basc. {Tomado de Lee et al. 1983).
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Fig. 7 Estadio larvario y pupal de Drosophila melanogaster. A:
primero B: segundo, C: tercer estadio larvario D: pupa E:
imago (Tomado de Demerec 1963).



Fig.8

Morfologia de una larva madura: ganchos bucales (gb),
faringe (f), ducto salival (ds),es6fago (e), glindula salival
(gs), proventriculo (pv), intestino medio (im), tubos de
malpigi (tm), intestino posterior (ip), ano (a).(Tomado de
Demerec, 1965).
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Primer  segundo tescer

estadio ecstadio esladio

Hotas despucs de la [ i

emergencia 0 10 20 30 40 50 60 70 B0 S0 100
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]e'!idu

Glandula linfatica
Testiculo

Ovario

Disco del ojo

Disco del ala

Cerebro.

Disco del halterio
Glandula protoraxica.
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Disco genital

Disco labial
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Epidermis larval

Corpus allatum

Corpus cardlacum

Aniilo de 1a glandula salival
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Tubulos dec Malpigi
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Cuerpos grasos

Corazbn
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Fig. 9 Patrones dedivisidn celular paravarios tejidos larvales e
imagales durante el desarrollo de la larva de Drosophila.
(Tomado de Gilbert, 1990).
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Fig. 10

Localizacion y identificacién de los discos imagales del a
larva madura; disco labial (Ib), triquea (tr), disco de 1a
antena (a), disco del ojo (e), discos del primer par de patas
(11), segundo par de patas(12), tercer par de patas (13),
disco del ala (w), disco del halterio (h), testiculo (t), ovario
(0), disco genital (g). (Tomada de Demerec, 1965).
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Fig. 11 El ciclo de vida de Drosophila, todos los tiempos son a 25° C. (Tomado de Roberts, 1986).
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Fig. 12 Los discos imagales de Drosophila melanogaster  darén
lugar a las diversas estructuras del adulto por una serie de
divisiones mitéticas. (Tomado de Gilbert, 1990).
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Fig. 13

Esquema de la composicion celular de un ojo de adulto
deDrosophila melanogaster. CC: células de la cérnea, CO:
cérnea, CR: cristalino, CS: células sensoriales, R:

rabdomero, CP: células pigmentarias, N: nervio. (Tomado
de Vogel et al,1989).
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Fig. 14 A.

Diagramade unaomatidia aislada de un adulte. cerda (ce),
cérnea (¢}, pseudocono (ps), células pigmentarias
primarias (cpp), niicleode lacéluladel pseudocono (ncp),
célula pigmentaria secundaria (cps), nicleo de la célula
retinuia {nr), retinula {r), niicleo de la septima retinula
(nry), rabdomero (R}, niicleo de la octava retinula (nrg),
membrana basal {mb), regién postretinal (rp) y neuronas
monopolares (nm). B-E cortes transversales ¢n distintos
niveles dela omatidia. (Tomado de Demerec, 1965y Clayton,
1952).
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Fig.15 Frecuencia de ciones producidos
por edad (1000 R de rayas X)
{Tomado de Wiirgler y Voge!l 1986).
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Formacidn de clones “white” por recombinacion mitética,

Fig, 22
i (Tomado de Vogel et_al. 1989).

67



_~ 1 Perdida de un
w cromosoma
—eeefBEEElE 3
7 b}
_w_+_— 1 /
wt ) Del 3
_-— W Deleccion
’ ——pale 3
w
—E 3
w -
— 4 w
y eeolQR 1 motacisn
w 3 puntual
. ]

Fig. 23

Formacién de clones w/w por pérdida de un cromosoma,
deleccion e induccién de una mutacién puntual. (Tomado
de Vogel et al. 1989).
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Fig. 24 Férmulas de los compuestos empleados.




Fig. 25
0JOo.

Organismo empleado:

Ensayo:

Lineas:

Cruza:

GenotipoenlaFl1:

Células somédticas analizadas:

Via de administraci6n:

Sincronizacion:

Tipu de tratamiento:
Control:

Repeticiones:

Deteccitn de Genotoxicidad:

Analisis estadistico:

CARACTERISTICAS DEL PROTOCOLO SMART EN

Drosophila melanogaster.

Somatic Mutation And Recombination Test

(SMART)

y (yellow) y w (white); marcadores del
cromosoma X,

hembras virgenes y/y X machos w/Y
hembras heterGeigas y +/+w
machos hemfcigos y+/Y

células pigmentarias primarias.

Alimentacién a larvas de 7244 horas de
edad.

Durante 8 horas

Agudo durante 6 horas
sacarusa al 5%

Dos

Nimero y tamafio de manchas.

Chi cuadrada para proporciones.
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Fig. 26 Hustracién de fas diferentes formas de manchas chicas: 1,
2y 3 omatidias afectadas. (Tomado de Vogel et al, 1989).



Fig. 27

Probabilidades de error (P) para cada uno de los cuatro
posibles diagnosticos (positivo, negativo, debil positivo e

Inconcluyente).(Tomado de Frei y Wiirgler. 1988).

Hy
Hipétesis aceptada rechazada
-8 B

Ho Inconcluyente Negativo

aceptada P=(1-d) (1-8) P=(1-a)8
- = {—-a-B+af = f-af

rechazada |  Positivo Débil positivo

o P=a(1-p) P=af

= a-af
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Fig. 28 Frecuencia de manchas inducidas
por DMN en larvas de 72 hrs.
{Tratamiento agudo).
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Fig. 29 Distribucion de manchas inducida
por DMN en larvas de 72 hrs (Hembras).
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Fig. 30 Distribucién de manchas inducida
por DMN en larvas de 72 hrs (Machos).
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Fig. 31 Frecuencia de manchas inducida
por DEN en larvas de 72 hrs.
(Tratamiento agudo)
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Fig. 32 Distribuciéon de manchas inducida
por DEN en larvas de 72 hrs (Hembras).
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Fig. 33 Distribucion de manchas inducida
por DEN en larvas de 72 hrs (Machos).
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- Fig. 34 Frecuencia de manchas inducidas
por MMS en larvas de 72 hrs.
{Tratamiento agudo).
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Fig. 35 Distribucion de manchas inducida
por MMS en larvas de 72 hrs (Hembras).
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Fig. 36 Distribucion de manchas inducida
por MMS en larvas de 72 hrs {Machos).
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Fig. 37 Frecuencia de manchas inducidas
por B-PL en larvas de 72 hrs.
(Tratamiento agudo).
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Fig. 38 Distribucidn de manchas inducida
por B-PL en larvas de 72 hrs (Hembras).
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Fig. 39 Distribucion de manchas inducida
por B-PL en larvas de 72 hrs {(Machos).
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N Fig. 40 Frecuencia de manchas inducidas
por MMC en larvas de 72 hrs.
(Tratamiento agudo).
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Fig. 41 Distribuciéon de manchas inducida
por MMC en larvas de 72 hrs {Hembras).
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Fig. 42 Distribucion de manchas inducida
por MMC en larvas de 72 hrs (Machos).
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Fig. 43

Cruza progenitora: “yellow” con machos “white” y
descendencia Fy.
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TABLA I. CLASIFICACION DE MUTAGENOS AMBIENTALES

Grupo L. Sustancias mutagénicas sintetizadas por el hombre y usadas
directamente en condiciones especificas.

FARMACEUTICAS | PESTICIDAS | ADITIVOS | CONTAMINANTES

. BIOLOGICOS
Agentes antitumores | Insecticidas Alimentos
Antibicticos Herbicidas Otros
Narc6ticos Raticidas {cosméticos)
Anticonceptivos Fungicidas
Excipientes Moluscicidas
Anestésicos Nematicidas

Grupo [I,- - Sustancias mutagénicas usadas en la industria o presentes en el
ambiente como subproductos industriales.

A . Agentes alquilantes industriales.

B.- Solventes orgénicos, compuestas organo- -metAlicas.

C.- Contaminantes del agua.

D .. Contaminates del aire. e
E.. Meules pesados.

Grupo HL.-  Sustancias mutagénicas de origen natural.

A~ Alcaloides B.-  Productos del mezabohsmo
mncrobmno.

Tomado de Moutschen (1985),
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TABLA 11. CLASIFICACION DE PRUEBAS DE MUTAGENESIS

Grupo I: Pruebas destinadas a detectar lesiones a nivel molecular:
En ADN de origen diverso con o sin adicion de fraccién microsomal.
En la sintesis de ADN sin patrén,

En las proteinas, p.e. hemoglobina.

Grupo Il-  Pruebas diseiiadas para detectar mutaciones a nivel celular,

DIRECTOS

ORGANISMOS INFERIORES

Fagos

Bacterias:  Escherichia coli, Sulmonela typhimuritm etc,

Levaduras:  Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomycespombe.

Hongos; Neurospora crassayotras especies. Aspergillus nidulans,
varias especie de Penicillium, Sordaria brevicollis.

Protozoarios: Paramecivm aurclia, Tetrahymena pinforme, etc.

ORGANISMOS SUPERIORES

Plantas: Maiz (mutantes cerosos en células del polen).
Cebada (mutantes cerosos en células del polen).
Tradescantia (mutaciones en los pelos estaminales).
Mamiferos: Conejo ( células cultivadas in vitro).
Hamster Sirio (células cultivadas jn vitro).
Hamster chinos (células cultivadas ig vitro).
Rat6n (células cultivadas jn vitro y pruebas de
mosaisismo)
Hombre ( células cultivadas jn vitro, deteccion
inmunologica in vivo de sangre y esperma
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Grupo IL-  Pruebas diseihadas para detectar mutaciones a nivel celular,
{continuaci6n)

INDIRECTOS

Ensayos via el hospedero.

Conejo: Salmonella typhymurium, Neurospora crassa.

Rat6n: Salmonella Typhimurium, Neurospora crassa,
Schizosaccharomyces pombe.

Rata: Salmonella typhimurium, Neurospora crassa.

Hamster: Satmonella typhimurium.

Grupo 11L.  Pruebas disefindas para estimar el daiiv cromosémico inducido -
(efecto clastogénico),

B In_ vitro

Plantas: Tradescantia (granos de polen)
Trillum (granos de polen)
Zanahoria, Nicotiana, etc (varios cultivos de tejido
diploide)

Animales:  Namerosas lineas cefulares de conejo hamster Sirio y
chino, rata, ratén y humano (incluye tejido maligno)

In yivo

Plantas: Cebada (raiz)
Cebolla (raiz) frijol ( raiz)
Tradescantia (granos de polen, células madre del
poleny raiz)
Trilliven (granos de polen y células madre del polen)

Animales;  Rat6n, rata, criseto (espermatogenesis, médula osea)
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Grupn1V.-  Pruebas de mutagenicidad a nivel del organismo completo.

Plantas: Cebada (mutantes de clorofila, esterilidad inducida)
Maiz { mutantes de clorofila)
Arabidopsis thaliana (mutantes de clorofila)
Trigo (varios mutantes)
Chicharo (varios mutantes)

Animales:  Drosophila (Letales recesivos ligados al sexo, CLB,
Muller-5)
Habrobracon (Letales autosomicos recesivos)
Gusano de seda (mutaciones inducidas en aocitos)
Ratén: la prueba de mutacién de locus especifico,
prueba de letales dominantes, No disyuncién
cromosOmica, Letales recesivos ligados al sexo,
Translocaciones heredables (hemisterilidad),

Tomado de Motschen (1985)
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TABLA H1L. PROTOCOLO EMPLEADO PARA LA PRUEBA DE
MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICA.

a) Prueba de ala b) Prueba de oio
Cruza: 9 mwh/mwh X & flr/T™, Ser ? y/y N & wy

Edad de las larvas al tratamiento: 72 + 4 horas

Duracién del tratamiento: 6 horas 6 horas
i

Contzrol: Sacarosa al 5%

Tamaiio de muestra: 80 alas 500 ojos

Células somaticas

analizadas: Tricomas Células pigmentarias
primarias
Registro de datos: mancha chica mancha 1-8
mancha grande mancha > 8

mancha doble

Analisis estadistico: chi cuadrada para proporciones.
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TABLA 1V, COMPARACION DE SLRLT vs SMART

SMART SLRL
Duracién: 10 dias Tres meses
Edad al
Tratamiento: Larvas Adultos
Generaci6n Generaci6n 2 generaciones después
analizada: trotada del tratamiento
Tipo de células Cel. somfticas Cel. de la linea germinal
expuestas de los discos del macho
imagales
Blancos 102 loci 800 genes
Evéntos
Géneticos Inespecifica: Inespecifica
terminales mutacitn génica mutacién puntual
deleccifn aberraciones
aberraciones cromosGmicas
cromosémicas
recombinacién
mitbtica.

(Tomado de Kagi et nl. 1990).
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TABLA V. TAMANO DE CLASES DE MANCHAS MOSAICO QUE
PUEDEN APARECER DESPUES DE TRATAMIENTO
CON MUTAGENOS.

Estado Embrién | ler 2do Jer
estadio estadio estadio

Duracién (h) | 20.5 22 21 44
Células
precursoras

de omatidias 20 “|“"150r200 " | 800

Divisiones

mit6ticas 2-3 :

Tamaios de 33-64

clase 65-128
128-256
256-512

{Tomado de Vogel et al, 1989),
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TABLA 1V. RESULTADOS OBTENIDOS CON LA PRUEBA DE
SMART EN OJO DE Drosophila_melanogaster

HEMBRAS

RGO

Cone.  Node ojoscon Node  frec Fx1od . Tama@o -
ajos manchas manchas manchas - promed.

Coptroi (sacarosa 59%)

1118 94 107 0.09 0.7 4.03
DMN

0.5 283 37

1.0 229 65 il
12.5 291 164

25 128 o
DEN & e

1200 317 765
5000 29614

10 37300

20

2270




M ACH O 8§

Conc.  Node ojoscon Node frec,
ojos manchas manchas manchas

Fx10? ' Tamafo
promed.

Control (Sacarosa 5%)

89 54 6 008 74 3

DMN
0.5

1

12.5
25
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