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INTERAgCIéN ENTRE LA TEMPERATURA Y LA GENOTOXICIDAD DE ALGUNOS
XENOBIOTICOS EN LA INDUCCION DE DANO A CELULAS SOMATICAS EN
Drosophila melanogaster.

RESUMEN

Aunqﬁe no hay fuertes evidencias a cerca de la produccidn de
tumores en animales experimentales por arsénico, en esgtudics
epidemiolégicos se asocia a compuestos del arsénico con ciertos
tipos de cdncer y procesos pre-cancerosos, sin embargo en diversos
estudios experimentales tanto in vitro como in vivo, estos
compuestos muestran un potencial co-carcinegénico, pero Lo
mutagénicoe. En Drosophila melanogaster, el arsenito y el arsenato
de sodic inducen mutaciones letales recesivas ligadas al sexo y
ninguno induce rompimientc de cromosomas sexuales en células
germinales. BEn células somiticas de lag alas, s6lo el arsenito de
sodio incrementa la frecuencia basal de mutacidn y ambos compuestos
incrementaron la frecuencia de mutaciones en células de los ojos.
En general el arsenito de sodio resulta un orden de magnitud méas
potente que el arsenato de sodio.

Ademds de la importancia inherente al tipo de compuestos
involucrados, es también necesario considerar la participacidn de
otros factores ambientales como la temperatura en la induccién de
dafio.

Ante incrementos repentinos de la temperatura, o la exposicidn
a metales téxicos, alcoholes y muchos venenos metabdlicos; todas
las células desde bacterias hasta neuronas, responden aumentando la
produccidn de ciertas moléculas gue participan en la regulacidén de
la respuesta celular ante el estado de alerta. A estas proteinas se
les ha denominado proteinas de estrés térmico (HSP). En condiciones
normales muchas de ellas intervienen en procesos metabdlicos
esenciales, sintesis y ensamblaje de otras proteinas, algunas mas
regulan el crecimientc y la diferencilacién celular.

Estudiocs sobre la expresién de las proteinas de estrés térmico
durante el desarrollo en Drosophila muestran la expresién
individual de estas proteinas y su acumulacidén en los tejidos en
estados especificos del desarrollo. 8in embarge durante la
respuesta al estrés la expresidén de muchas de ellas se da de manera
coordinada.

En 1940 se reportd que diversos factores ambientales como la
temperatura, producen en Drosophila fenotipos anormales gue
recuerdan mutaciones conocidas (fenocopias). Estos cambios ocurren
en periodos fenocriticos en los que la mosca es sensible a procesos
no genéticos promotores de anormalidades (efectos teratogénicos).
Se ha asumidc gue las alteraciones inducidas no implican
nodificacién en el ADN, y se explican, como en el caso de la
temperatura, por interrupcién en la expresidén génica normal, la
mitosis vy la sintesis del ADN, alteracién de los microfilamentes y
de los componentes ribonucleoprotéicos del nucléolo, y la
produccién de ciertas moléculas que participan en el estado de
alerta (respuesta al estrés), entre otros cambios. En D.




melanogaster, una temperatura de 29°C durante el desarrcllo
larvario induce 1la formacidén de manchas sobre las alas, un
resultadeo similar se ha reportado al modificar per 1, 2, 3, & 6 hr
la temperatura del cultivo (de 29°C hasta 45°C}.

En el presente trabajo se analizd la interaccidn entre la
temperatura y la genctoxicidad de algunos xenobidticos en la
induccidén de dafic a células somdticas en Drosophila melanogaster,
mediante la prueba de mutacién y recombinacién somdticas (SMART) en
células de las alas.

Se trataron de manera agudo; larvas flr’/mwh, de 72 + 4 hr de
edad, las cuales se sometieron, mediante bafio Maria, a diferentes
combinaciones de temperatura, con intervalos de 1 hr entre cada
cambio, en los que se mantenian a 25°C.

Larvas £ly’+/+mwh de Drosophila se expusieron a 29°C con y sin
arsenato y arsenito de sodio durante diferentes etapas del
desarrollo postembrionaric: 24-120 h (temprano), 120-240 h (tardio)
y 24-240 h (total).

Se montaron laminillas con las alas de 1los organismos adultos
transheterocigéticos y portadores del balanceador para el protocolo
namero dos, las cuales se revisaron a 40 X. Para cada exposicidn se
registrd el nimero, tamafio y tipo de manchas inducidas. Comparando
las frecuencias obtenidas mediante X*, El andlisis estadistico se
realizdé con el programa de compute SMART a wun nivel de
significancia de w= 0.05. Se compard la distribucidén del nimerc de
manchas por mosca y nimerc de células por mancha con la prueba de
U de Mann-Whitney-Wilcoxon.

Bl efecto localizado en manchas grandes indica que parte del
dafio inducido es multiplicado por mitosis sucesivas postericres a
la induccifn de dafio, es decir se altera la informacidén genética de
las células (por modificacidén del ADN & por los mecanismos de
regulacién que permiten la transferencia de informacidén de una
célula a otra). Se requieren mas estudios para determinar la forma
de potenciacién gue ocurre entre la temperatura y el arsénico.

En este estudio se encontrd que la temperatura per se induce
mutacién y recombinacidn somatica en células de las alas de
Drogophila melanogaster, y estas alteraciones son de naturaleza
heredable,

En exposiciones crodnicas a 25°C el arsenato de sodio es mas
genotdxico gue el arsenito de sodic. Mientras gue en células
termotolerantes el efecto genotdxico del arsenato y del arsenito de
sodio se reduce.

El presente trabajo muestra gque la prueba de mutacién y
recombinacidén somdtica {SMART) en células de alas de Drosophila
melanogaster es una metodologia sensible, versatil, econémica y
confiable para estudiar las interacciones entre varios compuestos.

ii




INTRODUCCION
Factores genotdxicos

La toxicoleogia estudia los efectos de sustancias nocivas
{compuestos tbxicos) para los sistemas biolégicos, ademas de
intentar establecer la magnitud del dafio inducido en funcién de la
exposicién a dichas sustancias.

Se puede definir como toxico ambiental a toda aquelia
sustancia potencialmente nociva que se encuentra diseminada en los
diversos ecosistemag . Mientras que los xencbidticos son sustancias
extrafias que no son utilizables en los ciclos generadores de
energia ni en las reacciones de sintesis dél organismo (Vega,
1985} .

La exposicién de los seres vivos a agentes quimicos
ambientales potencialmente peligrosos es frecuente. Se calcula que
mas de 100,000 productos guimicos han sido elaborados para uso
comercial e industrial, por ejemplo: aditives de alimentos,
cosméticos, medicamentos, plaguicidas y otros més (De Serres, 1979)
{Cuadro I}.

De acuerde con Timbrell (1989}, alrededor de 65, 000 compuestos
quimicos se producen cada afio en los Estados Unides, ¥ a éstos se
suman anualmente entre 500 y 1000 sustancias nuevas. La presencia
de estos compuestog en el ambiente es importante en la medida en

. que se desconoce el riesgo genético que representan para los seres
vivos.

£l impacto de los contaminantes en la funcidn genética de los

organismos serd diferente dependiendo del tipo de células
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afectadas. Cuando el efecto se localiza en células germinales, el
dafio se manifestara en las siguientes generacicones de organismos
(Loprieno, 1980); mientras que la induccidn de mutaciones génicas
y aberraciones cromosémicas en células somiticas se ha asociado con
el desarrollo de procesos cancerosos {Loprieno, 1980, De Flora y
Ramel, 1988).

El aumento en la frecuencia de enfermedades y malformwaciones
congénitas ha impulsado el estudio de posibles factores ambientales
asociados a la etiologia de dichas alteraciones. El1 continuo
incremento en las tasas de morbilidad y mortalidad por cancer ha
intensificado la bisqueda de alternativas terapéuticas enfocadas a
identificar sustancias con propiedades especificas que puedan
combatirlo, retrasar su degarrollo o prevenir su aparicidn. Asi, se
trabaja con gran variedad de sustanciasg, entre las que se incluyen
de manera predominante productos naturales derivados de plantas y
animales y otros compuestos gque se han sintetizade con esta
finalidad (Mufioz, 1994).

La investigacidn de la actividad genotdxica de los compuestos
que representan un riesgo mutagénico y/o carcinogénico para los
seres humanos se ha multiplicado en los Gltimos afios (Ames et al.,
1973; Clafson, 1980; Graf et al., 1984}, resaltando dos aspectos
que han resultado reiterativos en diferentes estudios
experimentales: existe una clara asociacién entre la actividad
recombinogénica y la carcinogénesis y, el inicio de un proceso
cancarogs frecuentemente esti relacionado con cawbios en la

informacién genética de las células, es decir, tiene una base




mutacional (Ames et al., 1973; Vogel et al., 1980; Cairns, 1981).

Para detectar y cuantificar cantidades minimas de compuestos
ambientales potencialmente tdxicos se han desarrollado métodos
analiticos de alta sensibilidad. La informacién asi obtenida ha
contribuido a determinar el significado toxicolégico de la
exposicidn a bajas concentraciones de contaminantes (Vega, 1985).

Los compuestos ambientales de mayor interés en la toxicologia
genética, una rama interdisgciplinaria en la gue confluyen dreas del
conocimiento como toxicologia, genética, quimica y medicina entre
otras, son aquellos con capacidad mutagénica, carcinogénica y
teratogénica; ademds de otros cuya accidn tdxica se manifiesta como
infertilidad, aborto espontineo y/o muerte fetal. A este dltimo
tipo de wmanifestaciones en forma genérica se le denomina dafio
reproductivo.

Asi, un compuesto es considerado genotdxXico si se ajusta a la
definicidén propuesta por el comité de trabajo de la ICPEMC
{International Commission for Protection Against Enviromental
Mutagens and Carcinogens): "...un agente que produce una respuesta
positiva en cualgquier bicensayo que mida cualquier evento genético
terminal...". Por lo anterior, para gque un compuestc guimico sea
considerado ne genotdxico se requiere su inactividad en las pruebas
que miden los siguientes tipos de efectos: modificacidn de la
secuencia de bases del ADN, rearreglos del ADN, alteraciones de la
segregacidén de cromosomas y dafio a la integridad cromosdmica, entre
otros (Brusick,1987).

Uno de los objetivos principales de la toxicelegila gengtica



consiste en detectar y comprender las propiedades de un pequefio
grupo de compuestos quimicos altamente especificos para los acidos
nucléicos, ¥ en particular para el ADN, que pueden producir cambios
en el material genético (Vogel, 1992). Para lograr lo anterior los
esfuerzos en esta drea ge han centrado en:

1) Implementar pruebas y métodos para evaluar el riesgo y definir
el impacto de los agentes genotdxicos ambientales cuya presencia
puede alterar la integridad del acervo genético humanc {efectos en
células germinales); 2) elucidar las relaciones entre genotoxicidad
y la iniciacién de neoplasias (Vogel, 1992).

Muchos carcindgenos quimicos muestran su actividad iniciadora
a través de interacciones con el ADN nuclear gue se pueden
manifestar como dafio genético permanente del tipo de mutaciones y
aberraciones cromosémicas. El1 rango de compuestos quimicos
potencialmente peligrosos va desde metales y compuestos inorgdnicos
hasta moléculas orginicas muy complejas (Timbrell, 1589}).

La iniciacién de dafioc genético en células somdticas
(carcinogénesis), o en células germinales (mutagénesis} estd
determinada por diferentes factores:

A. La ruta de administracidén, forma de aplicacidn, tasa de
absocrcién, adsercién; distribuciédn y eliminacidén de los
compuestos.

La capagidad de biotransformacién del organismo afectado
(activacién metabdlica y desactivacién).

La tasa de reaccidén con el ADN y otras biomoléculas.

El tipo y distribucidén de aductos en el ADW.




E. La participacién de dafic secundario al ADN (ligamentos
cruzados, sitios apurinicos y otros).
F. Reparacién del dafic al ADN (sujeta o libre de error, o la

ausencia de reparacidn).

G. Tasa de divisién celular.
H. Expresidn del dafio genédtico.
I. Tiempo transcurrido entre el tratamiento o la exposicién y el

efecto genético.

A su vez, estos eventos son moduladogs por una variedad de
parametros quimicos asociados a los compuestos: solubilidad en
-lipidos, factores estéricos, interaccidén con enzimas, reactividad
abgoluta y relativa, actividad &ptica, mono y multifuncionalidad
{Z2ijlstra, 1987; Waters et al., 1990).

Los compuestos tdxicos pueden dividirse en: directos
{compuestos genotdxicos terminales), ya que reaccionan con el ADN
o las proteinas sin requerir bictransformacidn; e indirecteos, que
requieren de activacidén metabdlica (compuestos precursores o
promutégencs}, los cuales pueden no tener propiedades genotdxicas
per sSe, pero se convierten en especies genotdxicas al ser
biotransformades (Vogel, 1991).

Otrco tipo de compuestos potencialmente peligrosos son los
comutiigenos y/o cocarcindgenos, los cuales si bien no tienen un
potencial genotdxico definido, actdan facilitando la accién de
otros compuestos genotdxicos para la induccidn final de dafio
heredable. Este tipo de sustancias han sido menos estudiadas desde

un enfogue genético ambiental, sin embargo, es evidente que la




obtencién de informacidén acerca de estas interacciones conducira a
definir mejor los riesgos de exposicién a genotéxicos. Entre los
compuestos que han sido considerados comutagénicos estdan el
argénico (aAs}, el cadmio, el niquel y el litio, entre otros.

.
Efectos genotdxicos del arsénico (As)

El argénico (As), ha sido descrito como un metaloide; pero con
la finalidad de comprender su comportamiento en los suelos, es
conveniente considerarlo un elemento no metdlico que forma
‘compuestos covalentes, © que se encuentra en especies anidnicas.
Pertenece al grupo V de la tabla periédica y es similar
quimicamente al fésforc {P) ya que en el estado de oxidacién +5
forma oxianiones {arsenato y fosfato) en el suele. El As se
encuentra también en los suelos en estado de oxidacidén +3, con
otros ligandos ademéas del oxigeno; y forma especies estables que no
se encuentran con el fésforo (P} (Alloway, 1990).

Fn el estado s6lido, existe en cuatro formas alotrdpicas:
amarille [As (I}], amorfo [As (II)}, ortorrdémbico [As (III)] y
romboé&drico [As (IV)]; la energia libre contenida es menor en la
forma romboédrica y las otras, son metaestables. La forma amarilla
es la menos estable, v existe sélo a bajas temperaturas y en la
oscuridad (Rodionov et al., 1979}.

Aungue el arsénico no es un metal, tiene muchas de las
propiedades de un metél pesado, y su efecto téxico es similar al
del mercurio y el plomo. Las formas de As(III) o arsenitos, son de

las mas tdxicas (Manahan, 1984). Difiere del resto de los metales



pesados comunes, en que la mayoria de sus compuestos organicos son
menos toxicos que los inorgdnicos (Alloway, 1990 y Koren,1991).

Lag fuentes naturales de As en el suelo son principalmente
oxisales y minerales. Por su capacidad para unirse a ligandos de
azufre es frecuente que se le encuentre asociado con depdsitos
minerales que tienen sulfuros, siempre ¥ cuando el potencial redox
sea suficientemente bajo; o bien se le encuentra como constituyente
menoxr de otros minerales azufrados. Las condiciones de oxidacidn
normales en la superficie terrestre, en las que tiene lugar el
desgaste, llevan a la formacién de oxianiones basados en el estado
de oxidacidn +5. El pH, Eh, la presencia de minerales arcillosos,
materia orginica, &xidos de fierro y aluminio, pueden influir en la
solubilidad y la tasa de oxidacidén del arsénico (Alloway,1990) .

De los mas de 200 mipnerales que lo contienen, el 60 % son
arsenatos, el 20 % sulfuros y sales de azufre, y el 20 % restante
incluye arsenitos, &xidos y As elemental. El arsénico se encuentra
en la corteza terrestre en una concentracidn promedic de 2-% Ppm
(Stokinger, 1981 y Alloway, 1990},

La combustién de materiales fdsiles particularmente carbén,
introduce grandes cantidades de arsénico en el ambiente, y una gran
parte alcanza los mantos acuiferos (Manahan, 1991). La accién
volcanica es la siguiente fuente natural de As en importancia;
después de la volatilizacidén a bajas temperaturas, y en un ambito
local, puede ser la fuente atmosférica dominante {Fishbein,1981 v
Alloway,1590) .

En relacién con las fuentes antropogénicas, actualmente la




mayoria del As se genera como subproducto de la extraccidn de Cu,
Pb, Au y Ag, a partir de sus precursores. Las emisiones
antropogénicas varian considerablemente de un pais a otro, debido
a gque las cifras dependen de la industrializacidn y el grade de
control de la contaminacién de éstos (Ramos, 1994).

El arsénico se relacicna dentro del ambiente a través de los
procesos industriales y a través de la generacidén del carbén. Este
es ampliamente usadoe en la agricultura y fue formal ¥y
extensivamente usado en la medicina. Por lo general la exposicidn
de la poblacidén a arsénico ocurre principalmente a través de la
ingestidén de comestibles gque contienen arsénicales orginicos o©
inorgénicos.

El arsénico es usado como: desecante para facilitar la cosecha
del algoddn, desfoliador, descortezador de &rboles y para obtener
la pulpa de la madera y conservarla; también como conservador en la
teneria y la taxidermia, y mordente en la peleteria. En la rama
pecuaria se emplea en la crianza de ganado, es un ingrediente en
los promotores del crecimiento. El tridéxido de arsénico (As,0;) es
materia prima de productos farmacéuticos arsenilicos y de los
cacodilatos; también es un aleador de metales,r principalmente de
.materiales a base de plomo; se emplea en el endurecimiento en la
fabricacién de pilas, conductores y <cables de electricidad
(stokinger,198l) y para mejorar la resistencia del cobre a la
corrosién (Koren,1991).

Los principales productores de arsénico son México, Suecia,

Francia y la antigua Unidn Soviética (Stokinger, 1981). En la




actualidad, el wuso de muchos arsenicales estd prohibido:
pesticidas, fertilizantes y pigmentos, entre otros {(Ramos, 1994).

En la figura 1 se muestra el ingreso y redistribucién
atmosférica del arsénico en ecogistemas terrestres. Para el ciclo
del arsénico en ecosistemas terrestres ge consideran doce posibles
transferencias de un &rea a otra, por herbecidas organoarsenicales.
La transferencia incluye reduccién a metilarsinas, erosidén del
suelo e incorporacidén por cultivos, como mecanismos de
redistribucidén primaria {Ramocs, 1994).

Los niveles de arsénico en la superficie y aguas subterridneas
eg, por lo general, baja (2-3 pg/l); aungque suele incrementarse
significativamente si se asocia con actividad térmica (a mis de 35
pg/l) {Alloway,1990).

Los compuestos del arsénico alteran fuertemente la actividad
de diversas enzimas. Los organoarsenicales y los compuestosg
inorganicos (formas trivalentes) del As se consideran reactantes
primarios de sulfhidrilos por lo gue inhiben sistemas enzimaticos
dependientes del grupo tiol en varios tipos de tejidos.

Aungque no hay fuertes evidencias de que el arsénico produce
tumores en animales experimentales, en estudios epidemioldgicos se
asocia a los compuestos del arsénico con ciertos tipos de
céncer y procesos pre-cancerogos, Y sSe reporta que en humanos la
ocurrencia de éstos es incrementada significativamente cuando hay
exposicién crénica a compuestos de arsénico por via respiratoria u
oral. Sin embargo, en diversos estudios experimentales tanto in

vitro como en sistemas in vivo {(Leonard et al., 1980); estos
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compuestos muesStran un potencial co-carcinogénico, pero no
mutagénico.

En Drosophila melanogaster, el arsenito y arsenato de sodio
inducen mutaciones letales recesivas ligadas al sexo perc ninguno
induce rompimiento de cromosomas sexuales en células germinales. En
células gomidticas de las alas, s8lo el arsenito de sodio incrementa
la frecuencia basal de mutacién y ambos compuestos incrementan la
frecuencia de mutaciones en células de los ojos. En general, el
argenito de sodio resulta un orden de magnitud mds potente que el
arsenato de scdio (Ramos-Morales y Rodriguez, 1995}).

Algunos estudios apoyan la actividad mutagénica del arsénico
proporcionando resultados positivos. Estos experimentos involucran
microorganismos, plantas y Droscophila; no obstante, la capacidad de
induccidén de este wetal, tanto in vitro como in vivo se cuestiona
todavia. Leonard et al. (1980) proponen que el arsenito afecta la
sintesis y reparacion del ADN.

Ademds de la importancia inherente al tipo de compuestos
involucrados, es también necesario considerar la participacidn de
otros factores en el ambiente para la induccidn de dafio. Entre
éstos se tiene a la temperatura que puede modificar la estabilidad
y la persistencia de un compuesto quimico (el tiempo en el cual el
compuesto permanece en el ambiente sin sufrir cambio en su
compogicidén y/o estructura), otros factores son la composicidn del
suelo (de acuerde con el tipo de roca del cual deriva), la
permeabilidad del terreno, el grado de humedad (que puede modificar

la persistencia y concentracidn de un compuesto), y otras mas.
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gl efecto del tratamiento producido por estrés térmico o
quimico con arsenito, scbre la metilacién y/o acetilacidn del
centro de las histonas se ha investigado ampliamente en Drosophila
melanogaster. Desrosiers et al., 1985, proponen que en organismos
expuestos a estrés térmico o gquimico con arsenito, la metilacidn de
todas las formas de histona 3 (H3}) se reduce, mientras que varias
formas de H2B se incrementa, estas condiciones de estrés inducen
una disminucién generalizada en la acetilacidn de todas las formas
del centro de las histonas. En el curso del estrés térmico, la
gsintesis de H2B se incrementa y los desechos de histonas no-
acetilados son nuevamente sintetizados durante el estrés. Estos
cambios en los patrones de metilacién y acetilacifén del centro de
las histonas se ha relacionado con la actividad de los genes de

estrés térmico, estimulada por el estrés.

Mecanismos moleculares de respuesta al estrés

I. Definicién de la respuesta a estrés y funcidn de las
proteinas.

Ante incrementos repentinos de la temperatura o la exposicidn
a metales téxicos, alcoholes y muchos venenos metabélicos; todas
lag células desde bacterias hasta neuronas, responden aumentando la
produccién de ciertas moléculas que participan en la regulacién de
la respuesta celular ante el estado de alerta (Kelly vy
Schlessinger, 1978; Miller et al., 1979%; Tanguay, 1983; Lindquist,
1986) . A estas proteinas se leg ha denominado proteinas de estrés

térmico, proteinas anti-estrés o "heat shock protein® HSP y a los
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genes responsables de su sgintesis, hsp. En condiciones normales
muchas de ellas intervienen en pProcesos metabdlicos esenciales,
sintesis y ensamblaje de otras proteinas; algunas mds regulan el
crecimiento y/o la diferenciacién celular {Kelly y Schlessinger,
1978; Miller et al., 1979: Tanguay, 1983; Nover, 1984; Arrigo y
Tanguay, 1991; William, 1993}.

La mayoria de los agentes que pueden inducir una respuesta al
estrés son desnaturalizantes proteicos. Hightower (1980) sugirié
que la acumulacidén intracelular de proteinas desnaturalizadas, o
plegadas de una manera anormal, desencadenaba la respuesta anti-
eatrés .y que las proteinas producidas facilitan la identificacién
y eliminacién de las proteinas desnaturalizadas.

Hace 30 afios se observo la llamada "respuesta al estrés
térmico®. Se detectd luego la misma respuesta en células sometidas
a otros tipos de agresiones ambientales por ejemplo, la exposicién
a metales tdxicos, aléoholes y muchog otros venenos metabsdlicos. La
respuesta se produce en cé&lulas cultivadas en los tejidos de nifios
aguejados de fiebre, en 6rganos de las vfictimas de un ataque al
corazén y en pacientes cancerosos con un régimen de quimioterapia.
Como son muches los estimulos gque pueden producir el mismo
mecanismo de defensa celular, se ha convenido en darle el ncmbre de
respuesta al estrés; y proteinas anti-estrés geran las moléculas
que participan en ella (Tanguay, 1983; Findly y Pederson, 1981).

Los organismos vivos responden a nivel celular a las
condiciones desfavorables tales como el estrés térmico, o a otras

situaciones estresantes de diferentes origenes, con una rapida y
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acelerada expresién de un pequerio nimero de genes especificos; los
genes hspa (Arrige et al., 1980; Findly y Pederson, 1981; Tanguay,
1983) . Es importante enfatizar que los productos de estos genes,
las proteinas anti-estrés, estan presentes en condiciones normales,
pero en menores cantidades; el incremento ¥ acumulacidén en las
célulag alcanza, en algunos casos, grandes concentraciones. La
activacitn de la expresidén de los genes de estrés térmico por
situaciones extremas se lleva al cabo en todas las células de los
organismos con 86lo unas cuantas excepciones, como en el desarrollio
embrionario temprano (Schlesinger et al, 1982; Tanguay, 1983;
Nover, 1984; Neidhardt et al., 1984; Linguist, 1986).

Las proteinas anti-estrés se agrupan en dos clases:
constitutivas, aquellas cuya expresidn acontece en condiciones de
Crecimiento normal, y en condiciones de ‘estrés incrementan su
produccién e; inducibles, aquellas que se inducen sélo en células
sometidas a estrés. Algunas proteinas anti-estrés comparten su gran
afinidad por el ATP y participan en procesos de maduracidn de otras
proteinas celulares.

Existen abundantes evidencias que apoyan la idea de que 1a
funcién de las proteinas anti-estrés es proteger a las células de
los efectos daiflinos del estrés, permitiendo su recuperacién y
permanencia. Ademds de la activacién de los genes "heat shock" como
resultado del estrés se inhibe al mismo tiempo la expresidn de
otros genes (Munro et al., 1984; Lindquist, 1986; Jedlicka et al..

1997} .

Del analisis de la estructura y funcién de las proteinas anti-
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estrés, se desprende gque son algo mids gque simples moléculas de
defensa. Durante la vida de una célula, muchas proteinas de éstas
intervienen en procesos metab8lices esenciales, incluidos 1la
sintesis y el ensamblaje de otras proteinas celulares. Algunas
parecen dirigir las actividades de moléculas gque regulan el
crecimiente y la diferenciacién celular (Tanguay. 1983; Nover,
1984; Arrigo y Tanguay, 1391; Salomdn et al., 1991; William, 1993}.

Tras el incremento repentino de la temperatura, en Drosophila
se produce un aumento en la expresidn de proteinas de tamafios
similares a las de estrés térmico de bacterias, levaduras, plantas
y células animales cultivadas. Mis aiin, las células sintetizan una
o mas proteinas de estrés térmico cuando son expuestas a metales
pesados, alcoholes y otros venencs metabdlicos (Arrigo et al.,
1980; Findly y Pederson, 1981; Tanguay, 1983; Linquist, 1986). Por
lo anterior se acumularon evidencias de que esta reaccidn universal
a la adversidad ambiental representa un mecanismo celular bisico de
defensa y las proteinas anti-estrés, que parecen incrementar su
expresidn sdlo en momentos dificiles, forman parte de la respuesta.
Una gran cantidad de los genes responsables de estas proteinas han
gido identificados vy aislados (Lewis et al., 1975; Findly vy
Pederson, 1981; Schiesinger et al., 1982; Camato y Tanguay, 1982;
Tanguay, 1982}.

La respuesta al estrés degempeiia también un papel importante
en la resistencia de las células animales a breves exposiciones a
temperaturas altas. Las células que sufren un estrés térmico

gsuficiente para aumentar los niveles de proteinas anti-estrés,
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soportan mejor un segundo tratamiento térmice, letal en otras
condicicnes. Estas células termctolerantes son menos susceptibles
a otros agentes tdxicos, por lo gque se asume que la respuesta al
estrés protege a las células contra diversas agresiones ambientales
(Mitchell v Lipps, 1975; Arrigo et al., 1980; Linguist, 198s5).

El aislamiento y caracterizacidn de genes de estas proteinas
a partir de diferentes organismos reveld que muchos de elleos
guardan estrecho parecido, lo que indica que estas proteinas se han
conservado a lo largo de la evolucién y cumplen una misma e
importante funcidén en todos los organismos, pero ademds se ha
mostrado que las mismas proteinas se expresan en células normales,
no gometidas a estrés (Mitchell y Lipps, 1975; Arrigo et al., 1980;
Schlesinger et z2l., 1982; Neidhart et al., 1984; Tanguay, 1983;
Nover, 1984; Lindgquist, 1986&).

Estudics sobre la expresidén de las proteinas de estrés térmico
durante el desarrollc en Drosophila muestran la expresidn
individual de éstas proteinas y su acumulacidn en los tejido en
estados especificos del desarrcllo. 3Sin embargo, durante la
respuesta al estrés la expresidn de muchas proteinas se da de
manera coordinada. Por lo que las Hsps (genes) estan implicadas en
al menos dosg funciones: una de ellas durante el desarrollo y/o la
diferenciacién y la segunda en el restablecimiento de la funcidén
celular después de un perfiodo de estrés (Tanguay, 1983; Nover,
1984; Salomén et al., 1991; Arrigo et al., 1980; William, 1993).

De acuerdo con su peso melecular estas proteinas se han

clasificado en cuatro familias de proteinas:
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I. Las HSP de alto peso molecular de 83-100 KD,
IT. La familia HSP70, que va de 66 a 78 KD aproximadamente.
I11. La familia HSP60 presente en bacterias mitocondrias vy
cloroplastos, dencminadas también "chaperoninas*.
IV. Las proteinas de bajo peso molecular que van de 15 a mias de 30

KD.

HSPs pequefias: Son muy conspicuas en plantas (Linguist, 1986) .
El estrés térmico en D. melanogaster activa un pequefic nlmero de
genes especificos que no son necesariamente genes pequefios (Ritossa
1862; Ritossa 1964); dentro de estas se caracterizaron por su peso
molecular las de 22, 23,26, 27 KD. Los genes de estrés térmico en
Drosophila gue codifican para las pequefias proteinas anti-estrés,
hgp27, hsp26, hsp23 y hsp22, presentan una familia de genes
particularmente interesante, ya gque el compleje de activacidn de
estos involucra mecanismos reguladores {Kelly y Schlessinger, 1978;
Miller et al., 1979}.

Arrigo y Zadeh (1981) mostraron por inmunofluorescencia en
cultivo de células de Drosophila la presencia de las HSP23
preferencialmente en el niicleo después de un estrés térmico, y su
migracidn al citoplasma cuando las células eran cultivadas de nuevo
a la temperatura normal, 25°C. Este mismo comportamiento se ha
propuesto para las pequeiias HSPs, desde el HSP 22 a la HSP27
{Mitchell y Lipps, 1975; Arrigo et al., 1%80).

La sintesis de las pequeflas HSPs es inducida por estrés
ambiental, y en células S3 en cultive cuando se les agrega hormona

ag~ecdisona, asi como durante el desarrollo normal de la mosca
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(Ireland et al., 1982; Sirotkin y bavidson, 1982).

El estrés térmico y la e-ecdisona disparan la transcripcidn en
cuatro pequefios hsps que tienen un control diférencial dependiente
del desarrollo y en ciertos estados sdlo un tipo de producto de los
genes de estrés térmico (peguefios) estd presente. En las células
nodrizas, desarrclladas en los ovarios; los genes hsp27 y hsp2é son
expresados selectivamente y sus transcritos son almacenados én los
ovocitos (Zimmerman et al., 1983; Ayme y Tisgsiéreg, 1985).

Glaser et al. (1986), demostraron gque los hsp26 siguen un
patrén de expresién tejido-especifico. hRdemds en estado de embridn
golo los hegp27 y hep26 son sintetizadas, mientras que la expresidn
de los hsp23 y hsp22 no se detecta (BArrigo y Pauli, 1988) y 1la
activacidén de los pequefios hsps persiste en bajos niveles en el
adulto {aArrigo, 1987; Mason et al., 1984}. No se conocen mis
evidencias acerca de su sitio de accidn, asi como la funcién de los
genes hsps pequefios durante el desarrollo normal de la mosca. Haass
et al. (1990}, mostraron por inmunolocalizacién in situ que los
genes hsps pequeflos en Drosophila presentan patrones de expresidn
dependientes del desarrollo, especificos de cada célula;
manifestando diferentes patrones de expresién durante la
embriogénesis e incluso los heps se expresan en células no
neuronales del sistema nerviogo central (SNC) de los embriones y de
la mosca adulta.

Se ha propuesto que los genes hsps pequefios en Drosophila
forman un complejo globular de un tamafio aproximado 16S; y que la

formacién y el desarrcllo de este complejo, es independiente del
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modo de induccidn de los hsps pequefios (Arrigo y Pauli, 1988; Haass
et al., 1990).

HSPs 40: La sintesis de proteinas HSP40 persiste en niveles
altos después de la liberacién de un estrés térmico, en contraste
con la produccién de las proteinas HSP70, que es rapidamente
reprimida. Los andlisis de la transcripcién del gen hsp40 indicaron
que su ARNm, a diferencia del ARNm de los hsp70, no fue activamente
degradade después de un retornoc a la temperatura normal,
permitiendo una prolongada produccién de la proteina (Simcox et
al., 1985).

HSPg 70 : La familia HSP70 presenta algunas propiedades, como
por ejemplo su gran afinidad por el ATP Y su participacidn en el
proceso de maduracifén de otras proteinas celulares. En células no
sometidas a estrés la interaccién entre miembros de la familia
HSP70 con proteinas inmaduras es transitoria y dependiente de ATP,
en cambic en condiciones de estrés las proteinas recién
sintetizadas no maduran normalmente y permanecen unidas a una HSP70
acompafiante (Schlesinger et al., 1982; Tanguay, 1983; Munro et al._,
1984).

Después de un estrésg térmicce se acumulan una gran cantidad de
HSP70 en el interior del nucléolo ( Arrigo et al., 1980; Findly y
Pederson, 1981; Tanguay, 1983; William, 1993}.

Munro et al. (1984), gugirié gque las HSP70 tienen dos dominios
distintos. Ambos son capaces de acunularse en el nicleo, perc sélo
el dominio altamente conservado N-terminal se une al nucléolo

después del estrés térmico. Esto implica que la unidn nucleclar Y
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la migracidn nuclear ofrece distintas propiedades a la proteina y
es de importancia funcional.

HSPs 60: Los trabajos de Georgopoulos y col. en 1972
mostraron que mutaciones en dos genes de dos proteinas anti-estrés
GrbE y GroES daban resistencia a las bacterias contra virus que
dependian de su maquinaria celular. Estas proteinas llamadas HSP10
y HSP60, {encontradas sdlo en cloroplastos, mitocondrias, bacterias
y cianobacterias) son necesarias para el ensamblaje y plegamiento
de las proteinas

Las HSP10 y HSP60 participan en el ensamblaje y plegamiento de
las proteinas { Arrige et al., 1980; Findly y Pederson, 1981;
Tanguay, 1983; William, 1993).

Las HSPs60 constan de dos anillos superpuestos, de siete
subunidades cada uno, esta estructura parece servir de "banco" en
el que se ubican las proteinas que aln no se han plegado y alli
adquieren su estructura tridimensicnal final. Se asume que las
familiae HSP6Q y HSP70 trabajan coordinadamente para facilitar la
maduracién de las proteinas. A los nuevos polipéptidos que salen de
los ribosomas se les une la HSP70Q, esta unidn impide quizas que la
cadena se pliegue prematuramente; una vez unido a la HSP70
acompafiante - (chaperona) se transfiere a una HSP60, donde se produce
el plegado y ensamblaje con otros componentes proteinicos (Mason et
al, 1984; Vogel 1955).

También se les ha asociado con oncovirus. En el caso del virus
del sarcoma de Rous se localizéd un gen responsable del desarrcllo

de propiedades malignas; la enzima que se producia, ppée0src,
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actuaba sobre otra proteina implicada en la regulacidn del
crecimiento celular. Después de sintetizarse, la ppé0src se asocia
ripidamente con dos proteimas la HSP50 y la HSP90 (Arcos et al.,

1995) .

I1. Termotolerancia

Cuando los organismos ¢ las células en cultive se exponen a
temperaturas fuera de su range de crecimiento normal, la respuesta
al cambio es modulada por muchos factores ambientales, ademis de la
historia termal del organismo (Ritossa, 1962; Tissiéres et al.,
1974; McKenzie et al., 1975; Spradling et al., 1977).

A partir de la experiencia se sabe que para cambiar a una
planta de un ambiente a otro debe llevarse al cabo gradualmente
para permitirle que se adapte a los cambios de temperatura,
adquiriendo de esta manera una resistencia térmica; este fendmeno
también se presenta en bacterias, células de mamifero y roedores.

El estrés térmico induce en las células el desarrollo de un
estado transitorio de termotolerancia a través de la induccién de
las proteinas de estrés térmico. Se ha propuesto que ia sobre-
expresion de estas proteinas (HSP} y en particular de la HSPE27
contribuye al incrementc de la resistencia a nivel celular. La
acumulacién de HSP27 en criceto chino estd acompafiada per un
progresivo desarrollo de termorresistencia que se acerca al nivel
de termotolerancia inducido por estrés térmico. La expresidn de
HSP27 estd acompafiada por un incremento en la estabilidad de las

fibras de actina durante la hipertermia {Landry et al., 1991;
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Lavoie et al., 1993).

Landry et al. (1989), propusieron que la funcidn de las HSPs,
especialmente la HSP27 es ser una molécula protectora durante el
estrés térmico que se relaciona directamente con la resistencia
durante la hipertermia en c¢élulas de criceto chino Y que elevados
niveles de HSP27 son suficientes para conferir pProteccidn de un
estrés térmico intenso. Por lo cual la funcién de las HSP27 es
incrementar la resistencia térmica adquirida por las células
después de la exposicién a inductores de HSP.

El decaimientoc de la termotolerancia transitoria se explica
con base en log cambios en las concentraciones celulares de HSP27.
Las HSP70 siguen un c¢inética de acumulacién lenta ¥ decaen mucho
m&s rapido (t'/?=4h) que las HSP27 (t'/2-13h). Las HSP27 tienen tres
variantes isoeléctricas A, By C. En las células crecidas a una
temperatura normal las HSP27A representan mas del 90% de toda las
HSP27. Existe una relacidén estrecha entre el efecto del estrés
térmico sobre la fosforilacién de las HSP27 y la scobrevivencia de
las cé&lulas (Landry et al 1991; Lavoie et al 1993).

Losg organismos inician la acumulacién de proteinas anti-estrés
después (o durante)} la presencia de otros tipos de estrés. Asi, se
ha definido a la termotolerancia como una resistencia transitoria
adquirida. La induccidn y decaimiento de la termotolerancia son de
gran interés en la terapia contra el cédncer (Vogel, 1995).

La induccién méxima de sintesis de proteinas (con peso
molecular 107, 89, 70, 68 y 27 KD) ocurre concomitantemente con un

maximo incremento de termotolerancia celular y cuando ésta retorna
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a un estado basal, desaparece también la termotolerancia. Esto
sugiere que la acumulacién de estas proteinas en las células
funciona en el proceso principal de la adquisicién de un estado de
termotolerancia {Landry et al 1982} .

La familia HSP30 es menos conservada gue la familia HSP70,
pero ambas familias se relacionan con la habilidad de 1los
organismos para resistir normalmente temperaturas letales, cuando
estin sujetos a incrementos graduales de temperatura (White et al.,
1994)

Se ha reportado que el estrés térmico incrementa los niveles
intracelulares de «calcio. Y dgue la termotolerancia estd
influenciada por guelantes de calcio; iondéforos y drogas anti-
cadmodulina; los cambios en fosforilacidn de hsp2% inducidos por
estrés térmico resultan en una alteracidn a la termorresistencia;
esto puede explicarse por una desfosforilacidén parcial de 1a
cadmodulina dependiente de calcio a través de una fosfatasa 2B
(Van-Dongen et al., 1986; Gaestel et al., 1992).

Las HSP26 son una de las mis abundantes proteinas de estrés
térmico en las células eucariontes. Tienen también una marcada
expresién en algunas etapas particulares del desarrollo a
temperaturas normales. En levaduras como Saccharomyces cerevisiae,
son las responsables de la termorresistencia durante la
esporulacién y durante la germinacién de las esporas (Petko vy
Lindquist, 1986) .

Otros aspectos importantes en el estudio de la respuesta al

estrés es conocer de qué manera afectard a las células una
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posterior exposicidn: icémo se afecta su historia té€rmica?, scdmo
sobreviven las c¢élulas a exposiciones combinadas de calor ¥y
radiacién u otros factores inductores de estrés?.

Otro té&rmino de gran importancia es el de termorremistencia
que a diferencia de la termotolerancia es la resistencia que tiene
el organismo, cuya informacién estd contenida en el genoma y es
especifica de la especie (Landry et al., 1982; Petko y Lindquist
1986} .

Se ha propuesto que la termorresistencia en cé&lulas sometidas
a estrés térmico requiere de algunos procesos. La adquisicidn de la
resistencia involucra al menos dos pasos distintos: una sefial
inicial o disparo, y el procesamiento subsecuente de la sefial
iniciadora. La sobrevivencia se modifica por la lenta desaparicidn
de la termotolerancia ¢ decaimiento en ausencia de un estrés
continuo (Landry et al., 1982; Van-Dongen et al., 1986; Landry et
al., 1989).

Segn Solomon et al. (1991) las proteinas de estrés térmico
HSP70 tienen un relevanﬁe papel en la induccién de termotolerancia
y en la regulacién de la respuesta de estrés térmico. La sobre-
expresién del gen hsp70 afecta la termotolerancia was que la
regqulacidn; la baja—expresién afecta la regulacién mds que la
termotolerancia {(Jack, 1991; Angelidis et al., 1991).

Las células animales que sufren un estrés térmico suave,
suficiente para aumentar los niveles de proteinas anti-estrés,
goportan mejor un segundo tratamiento térmico, letal en otras

condiciones. Ademds las células termotolerantes son menos
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susceptibles a otros agentes tdéxicos (Munro et al 1984; Lindquist
1986; Jedlicka et al 1997).

III. Regulacidn de la respuesta al estrés térmico

Por mucho tiempo la investigaciédn acerca del estrés térmico se
hizo principalmente en Drosophila, aunque es un fendémeno universal
de amplia variedad en la naturaleza.

Procariontes.- En algunos casos poseen una sola copia de cada
gen de los cuales algunos son de expresidn constitutiva y otros mis
son inducibles. En E. coli los principales genes de protefnas de
estrés térmico estdn bajo el control del gen rpoH el cual codifica
-el factor sigma 32. Un incremento en la temperatura afecta los
niveles de sigma 32 de varias formas, y se ha observado que el gen
rpoH se expresa al menos por 4 promotores diferentes, dos de ellos
son regulados negativamente por la proteina DnahA. Al parecer en E.
coli hay dos ;istemas de estrés térmico, uno regulado por sigma-32
y otro por sigma-24 (Georgopoulos et al., 1979; Vogel, 1595i.

Eucariontes.- Todos los genes de los eucariontes son
transcritos normalmente e inducidos después de una exposiciédn a
estrés térmico, contienen una secuencia localizada en el extremo
5‘conocida como elemento de estrés térmico (Heat Shock Element,
HSE}. El1 HSE corresponde a multimeros invertidos de la secuencia
NGAAN y se une al factor de transcripcién de estrés térmico (HSF)
obtenido de diferentes organismos {Pelham, 1982; Amin et al., 1988;
Xiao y Lis, 1988; Wu et al., 1990 Sorger, 1989).

Jedlicka et al. {1897), proponen que los factores de

transcripcidn de estrés térmico (HSF) tienen un papel esencial en
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la habilidad de los organismos para sobrevivir a un estrés térmico
extremo. Estos factores pueden unirse en potenciadores (enhancer,

HSP} como un potente elemento inducible (Asano et al., 1988).

IV. Respuesta al estrés oxidativo

El estrés oxidativo se presenta cuando los niveles de especies
reactivas de oxigeno (tales como el superdxido (07}, el perdxido de
hidrégeno (H,Q,) y el &cido hipocloroso) se incrementan. Estas
especies dailan al ADN, proteinas y membranas. Lo anterior ocurre, .
si los antioxidantes se agotan y/o si la formacién de é&stos se
incrementa mas alld de la capacidad de defensa (Vogel, 1995).

Las egpecies oxigene reactivas pueden originarse a partir del
metabolismo aerobic normal, por agentes ambientales o por el
estallido de fagocitos. Para contrarrestar los dafios producidos,
los organismosg han evolucionade diferentes sistemas de defensa:
A. Los enzimaticos {superdxido desmutasa, catalasa, peroxidasa,

glutatién peroxidasa).
B. Los mecanismos no enzimiticos (vitamina A, B, C, tocoferol}.
C. Los sistemas de produccidén de proteinas.

En E. coli la resistencia adaptativa presenta dos estimulos;
uno para H,0, Y otro para Q,”. Cada unc dispara la produccidn de
aproximadamente 40 proteinas, la wayoria de las cuales son de
funcién y control desconocidas. El gen oxyR regula la produccidn de
H,0, por medic de 8 proteinas. El . locus con dos genes, soxRS,
controla la induccidn de ctras nueve proteinas en respuesta a los

generadores de superdxido pero no de H,0,. En diferentes estudios
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ge ha observado que la activacidn del sistema soxRS, incrementa la
resistencia a muchos antibidticos no implicados c¢on estrés
reductor. Esta respuesta al estrés con superdxido se debe a la
disminucidn de la sintesis de la proteina OmpF, pues esta reduccidn
podria desestabilizar el mensaje de ompF por el ARN antisentido
micF {Georgopoulos et al., 1977; Vogel, 1995).

Al parecer el estrés oxidativo es de suma importancia ya gue
est& invelucrado en procesos esenciales como el envejecimiento,

la fertilizacidn, la diferenciacién, la proliferacidn, etc.

V. Regpuesta al egtrég inducide por etanol y otros agentes
téxicoa

El alcchol ha sido una de las drogas de mayor consumo a lo
largo de la historia de la humanidad, su abuso ocasiona directa o
indirectamente gran variedad de enfermedades en diferentes regiones
del cuerpo. En exposiciones agudas se puede tolerar en niveles mis
o menos altos, en cambio en exposiciones crénicas (afios) puede
provocar un cierto grado de adaptacidn, teniendo el individuo altas
concentraciones de alcohol en la sangre. Esta tolerancia llega
acompafiada de dafio en diferentes tejidos (higado, pancreas,
corazdén, cerebro, etc.) {(Vogel, 1995).

Los estudios realizados en ratas indican que concentraciones
de 50-150 Mm de alcohol (concentracidén a la cual se efectdan
desérdenes significativos en la membrana), tienen poco o ningin
efecto en preparaciones de membranas provenientes de ratas

alimentadas con .alcohol. A este fendmeno se le ha llamado
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“tolerancia de membrana", los cambios que se dan a nivel molecular
aln no han sido identificados {Ashburner, 1970; Zimarino y Wu,
1987} .

Existe evidencia gque sugiere gque la sefial para inducir tal
respuesta adaptativa se ejerce a nivel celular. En estudios con
lineas celulares expuestas a etancl por pericdos de varios dias, se
detectan cambios especificos y reversibles en las propiedades de
las células gque ayudan a la adaptacién al etanol. Estos datos
sugieren que el alcohel dispara directamente una sefial en la célula
gue puede inducir una respuesta adaptativa (Vigue y Sofer, 1976;
0'Donnell et al., 1975).

Existen numerosos compuestos que desencadenan la produccién
de proteinas de estrés, entre ellos se encuentran el arsénico
{especificamente, arsenito y arsenato de sodio) y la azida de

sodio.

¥I. Proteinas de estrés y receptores de hormonas

Algunos estudios relacionan a la HSP90 con receptores de
hormonas esteroides. Cuando un receptor de esteroides se une a su
hormona especifica, el receptor puede interaccionar con el ADN vy
activar o© reprimir la expresién de ciertos genes. La
caracterizacién de las formas activa e inactiva del receptor de la
progesterona, mostrd que en ausencia de la hormona, el receptor se
asocia con varias proteinas celulares, entre ellas la HSPS0, que lo
mantiene inactivo. Cuando Se une a la progesterona, el receptor se

libera de la HSP90 y cambia a una forma capaz de unirse al ADN
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{vander et al., 1997).

VII. Proteinas de estrés y enfermedades infeccicsas

El estado de estrés ocasicnado por infecciones y enfermedades
inmunitarias. Puede ocasionar gque las bacterias o microorganismos
pardsitos sinteticen proteinas que puedan ser los principales
antigenos, o proteinas diana, que el sistema inmunitario utiliza
para reconocer y destruir al invasor. Aungque en algunos casos estos
antigenos pueden ser similares © igualeg a lag proteinas del hombre

(Vogel, 1995).

VIII. Proteinas de estrés y cancer

El uso de la hipertermia, en combinacién con la radiacidn, en
el tratamiento de cénceres ha tenido buenos resultados. Sin embargo
aiin hay detalles que no se han definido y que obstaculizan su
prictica. Entre ellos estd el hecho de que las células se vuelven
termotolerantes, va sea de forma local y/o total; otro problema, es
la falta de una unidad de dosis termal que evalie cuantitativamente
el efecto bioldgico {Arcos et al., 1995).

El uso de la hipertermia (en combinacidn con la radioterapia)
en tumcores superficiales, ha tenido éxito pues en algunos casos el
tumor se reduce en m&s del 50%; un problema gue presentan el
tratamiento de tumores profundos es qgue la temperatura no puede ser
constante. Algunos métodos por los que se da hipertermia son los

siguientes:

A. Calentamiento externo.
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B. Calentamiento intracavitoneal.
C. Calentamiento intersticial.

Se han reportado diferentes factores tanto enddgenos como
exdgenos que influyen en la induccidn y progresidn de un tumor.
Entre éstos se encuentra el estrés, del cual se ha reportado que
modula la inducceidn y el crecimiento de los tumores. Por lo que se
ha cencluido que el estrés es un pardmetrc firmemente establecido
en la carcinogénesis (Vogel, 1595).

También, el estrés se ha definido como cualquier cambio lejos
de una regulacién homeostdtica. Estos cambios pueden ser en la
conducta © el comportamiento (miedo, tensién, ansiedad),
fisioldgicos (incremento de la actividad gastrointestinal,
tagquicardia e incremento en la presidén sanguinea) y/o biocquimicos
(cambio en el nivel de estercides, incremento de catecolamina en el
plasma) .

En los seres humanos, las fuentes de estrés pueden ser eventos
externos (presién en el trabajo, pérdida de un ser querido) o
internos (dolor, enfermedad). Si el estrés es intenso o crénico,
puede favorecer el desarrollc de enfermedades oportunistas
asociadas con el estrés (depresidn, hipertensidén, tdlcera, dolor de
cabeza) (Vogel, 1995}.

La exposicién crénica a estrés puede conducir en algin tiempo
a la adaptacién, con una reduccidn gradual en la respuesta al
estrés. En algunos casos el estrés crdénico no produce cambios en la
respuesta a éste. Contrariamente, el estrés crénico puede llevar a

la sensibilizacién con un incremento en la respuesta al estrés por
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ur tiempo excesivo. La elevada variacién entre los individues,
probablemente se refleja en la plasticidad encontrada en la
evaluacién del procesc asi como en la habilidad de los mecanismos
de respuesta.

El estrés nc siempre esta relacionade con deterioros en la
salud, las consecuencias que este pueda ocasionar en un organismo
se relacionan con la frecuencia con que se presenta el esgtrés.
Ademdas los efectos en la salud son altamente particulares. En
algunos individuos no se muestra relacién entre el estrés y la
manifestacién de alguna enfermedad, cuando el estimulo ha side
constante por un periodo intenso; otra experiencia relevante es
cuando el estrés se relaciona con problemas y patologfas; cuando el
estrés ha sido extremo y constante {Vogel, 1995).

Log individuos usualmente expresan selectividad de respuesta
con respecto al Organo afectado (dolor de cabeza, hipertensién,
dlcera o depresidn, perc no todos simultaneamente) . Esta diferencia
y selectividad se ha explicado con base en la vulnerabilidad del
drgano. Si una persona no presenta vulnerabilidad en algin érganc
en el momento del estrés entonces no causa problemas; ne importa ia
reaccidén al estrés ya gque no afectard severamente al organismo.
Pero si existe vulnerabilidad en el 6rgano no importande el drgano
que sea, é&ste responderd patolégicamente al estrés.

La alta variabilidad de 1la respuesta al esgtrés y la
vulnerabilidad del &rgano, posiblemente requiéren tiempos
prolongados; vy las respuestas en el detrimento de la salud son

afectadas por el marco genético y por factores ambientales y/o
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experimentales (Vogel, 1995).

IX., Proteinag de estrés como chapercnas moleculares

Las chaperonas moleculares son una familia de proteinas
celulares, las cuales regulan el correcto plegade de otros
polipéptides y en alguncs casos su ensamblado en estructuras
oligomericas (Ellis and Hemmingsen, 1989; Hartl, 1996; Lorimer,
1996) .

Las chaperonas ejercen su funcidén a través de la inhibicién
de vias improductivas de plegade, impidiende interacciones
incorrectas entre_las partes de la cadena polipéptidica (Ellis,
1990; Hartl, 1996; Lorimer, 1995).

Las chaperonas funcionan no sdlo durante los procesos
celulares normales sino gue ademds actian ante la demanda causada
por un estado de estrés como lo es el estrés térmico (Ellis, 19%0).

La funcidén de las chaperonas es de gran importancia ya que
muchos procesos celulares gue involucran el ensamblaje de proteinas
presentan un riesgo propioc, dependiendo del nlmero y variedad de

interacciones gue se presenten en su conformacidn (Vogel, 1995}.

X. Estrég térmico como inductor de fenocopias
La expresidén fenotipica de rasgos genéticos es el resultado
tanto de la dotacidn genédtica que los organismos reciben (genotipo}
como del impacto del ambiente en la expresién de dicha informacidn.
Los cambios en el ambiente en el que se lleva a cabo la

ontogenia de un organismo puede llegar a alterar la expresidn de la
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informacidén que contiene inicialmente. En la mayoria de los casos
estos cambiocs en la expresién no implican modificacidén de 1la
informacidén genética, por lo que no son heredables y sb6lo se
exhiben en los organismos que tienen este tipo de alteraciones se
les conoce como fenocopias ¥y su aspecto s muy similar a las
modificaciones en el fenotipo debidas a mutaciones (Ramos et al.,
1993} .

Lags fenocopias en Droscphila pueden ser producidas en
diferentes etapas del desarrollo. Se pueden inducir ante 1la
presencia de calor, eter, radiacién, entre otros; estas fenocopias
simulan fenotipos de mutantes conocidas, como lo es bitérax,
vestigial, etc. (Gloor, 1947; Santamaria, 1979; Eberlein, 1986;
Eberlein and Mitchell, 1987; Petersen and Mitchell, 1991}).

En Drosophila melancgaster se ha reportadc que incrementos
ligeros {de 4 a mas grados) sobre la temperatura habitual (25 1 1
°¢} durante el desarrollo larvario modifican la frecuencia de
mutacidén somética en células de las alas de la mosca adulta
{(Mitchell and Lipps, 1578). También se ha reportado que el estrés
térmico aplicado a embriones de Drosophila en estado de blastodermo
induce fenocoplas de algunas mutantes dominantes -del complejo
bitérax (Santamaria, 1979).

La produccién de fenccopias se ha relacionado con efectos del
esgtrés térmico gsobre la sintesis directa del ARN a través de la
retroalimentacidén de la transcripcidén por proteinas de estrés

térmico (Mitchell y Lipps, 1978).
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Drosophila melanogaster como sigtema de prueba

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster es el eucarionte
mejor conocide genéticamente, razén por la cual se le emplea en
diversos tipos de investigaciones; ofrece numerosas ventajas que
permiten utilizarla como un sistema de prueba animal r&pido,
versdtil y eficiente, con el que puede analizarse un amplio
espectro de alteraciones genéticas inducidas por agentes
ambientales, tanto en células somdticas como en células germinales.

Se le puede mantener en espacios pequefios y el costo de su
manutencién es reducido, en comparacidén con los sistemas de
mamiferos. Por la duracidn de su ciclo de vida, proporciona gran
nimero de generaciones en corto tiempo, tiene un nimero cromosdmico
bajo (2n=8) y las larvas presentan cromosomas gigantes en sus
glidndulag salivales, los cuales se han utilizado en estudios
citogenéticos para mutagénesis v evclucidén {(Ramos et al., 1993},

Log compuegtos se pueden administrar por diferentes rutas,
ademds de gque permite la deteccidén de virtualmente todos los
eventos genéticos: sustitucidén de pares de bases en el ADN,
mutaciones génicas o puntuales con efecto deletéreo, deleciones
pequeiias, rearreglos cromosdmnicos come inversiones v
translocaciones, no disyuncidén, recombinacién en las células
germinales y en las células somdticas, entre otras.

pesde que la hembra ovoposita el huevo, hasta que emerge el
image (adulto), el ciclo de vida de Drosophila melanogaster es de
9.5 a 10 dias, a 25 £ 1 °C y 60 % de humedad relativa. La larva

pasa por tres estadios y dos mudas larvales; la primera de ellas
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ocurre a las 25 h y la segunda, a las 48 h; el pupario se forma
aproximadamente a las 96 h {Demerec, 1965; Roberts, 1986; Ramos et
al., 1993) (Fig. 2}.

Pasado el desarrollo embricnario, eclosiona del huevo una
larva (primer estadic), la cual se encuentra formada por 12
segmentos no aparentes (Demerec, 1965}. La larva presenta dos
linajes celulares diferentes; las células larvarias. y las
imagales. Las cé&lulas larvarias forman todo el cuerpo de ia larva,
han perdido su capacidad de divigidén y s6lo aumentan de volumen; en
algunas se presentan cromosomas politénices, son poliploides y
.egtan determinadas y diferenciadas genéticamente. Las c¢élulas
imagales se localizan en pegquefias estructuras denominadas discos
imagales y no estén involucradas de manera aparente con'alguna
funcién indispensable para la sobrevivencia de la larva, son
distinguibles de las c¢é&lulas larvales por su menor tamafio, su
constitucidén dipleide y la retencién de la capacidad de divisidén
celular; estin determinadas genéticamente, pero sdlo alcanzan su
diferenciacidtn cuando entran a metamorfosis (Demerec, 1965;
Wilkins, 1986; Wirgler y Vogel, 1986; Pomerai, 1990; Ramos et al.,
1993).

Durante la metamorfosis, la hormona ecdisocna desencadena una
serie de cambios en el organismo, los cuales involucran 1la
destruccidn de ciertos tejidos y oOrganos larvarios y la
organizacidén de las estructuras del adulto a partir de un
complejo de células primitivas, los llamados discos imagales. La

mayor parte de los érganos del adulto se forman a partir de éstos,
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Fig. 2 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (25 *C).
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o bien por células larvarias gque se diferencian al ocurrir 1la
reorganizacidn del estado pupal. Las extremidades, o¢jos, antenas,
alas vy el aparatoc genital se diferencian a partir de su disco
imagal respectivo, gue sufre una histogénesis durante el deéarrollo
pupal dande origen a las distintas partes del cuerpo del adulto
{Ramos et al., 1993) {(Fig. 3).

Los andlisis bioguimicos realizados tanto en las larvas como
en los organismos adultos de Drosophila, indican que en ellos se
detectan complejos enzimiticos semejantes a los de la fraccidn S9
del higado de los mamiferos, razdn por la cual Droscphila se ha
empleado en mutagénesis como modelo experimental in vivo, yva que la
capacidad de biotransformacién de promutigencs de este sistema de
prueba es similar a la detectada en los mamiferos (Vogel y
Zijlstra, 1987).

Para realizar la prueba de mutacidn y recombinacidén sométicas
(SMART} en células de las alas de Droscophila melanogaster se
utilizan larvas transheterocigdticas para dos marcadores
fenotipicos recesivos localizados en el tercer cromosoma gue
controlan el aspecto de los tricomas, ¢ procesos unicelulares que
forman las células diferenciadas de la superficie de las alas:
pelos miltiples en el ala (mltiple wing hair, mwh} y flama (flave,
£f1rY), ubicados & 0.0 y 39.0 unidades de mapa sobre el cromoscma 3,
respectivamente; de tal forma que si durante el desarrcllo de las
alas ocurren cambios en la informacidédn de 1las células, se
originaran clones celulares gque se hardn evidentes como manchas

fenotipicas mutantes gue podran distinguirse del resto de las
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células -de tipo silvestre- a través de la expresidn fenotipica de
los tricomas en la mosca adulta (Garcia-Bellido y Merriam, 1971)
(Fig. 4). Esta prueba tiene valores mis altos de sensibilidad
{0.75-0.78) v especificidad (0.83-0.86) gue la de letales recesivos
ligados al sexo {SLRLT) (0.33-0.79 y 0.50-0.73, respectivamente)
cuando se analizan compuestos no alquilantes (Vogel, 1987; Graf y
Wiirgler, 1988; Vogel y Szakmary, 1990).

En la prueba de mutacién y recombinacidn sométicas, aguellos
eventos provenientes de mutacidn puntual, delecidén, no disyuncidén
y la recombinacidén entre los marcadores utilizades (flr’ y mwh),
originardn una mancha simple en la gque las células involucradas
expresarén sélo uno de los marcadores mutantes (Fig. 5). Unicamente
los eventos de recombinacidn que ocurren entre el marcador proximal
(FIr) y el centrdmero, darén origen a manchas gemelas, en las
cuales las cé&lulas expresarédn los dos marcadores
de manera independiente (Fig. 5). Por su origen, 1las manchas
gemelas son indicadoras de recombinacién, por lo que en la prueba
SMART puede estimarse la capacidad inductora de recombinacitn de un
compuesto en particular, al distinguirse entre estos eventos y
otros (Vogel et al., 1980; Radman y Kinsella, 1980; Cairns, 1981).

Los tratamientos en la prueba SMART pueden abarcar teda la
fage larvaria o s6lo una parte de ésta. Los tratamientos agudos
pueden seleccionarse para probar compuestos con vida media corta,
para exbosiciones a altas concentraciones, o cuando se desea
localizar especificamente el efecto provocade. En adicidén a lo

anterior, los tratamientos de mayor duracidn se utilizan para
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compuestos gquimicamente estables y exposiciones a bajas
concentraciones por periodes prolongados. Debido a la duracidn de
la fase larvaria, es posible exponer a las larvas a mids de un
tratamiento, de manera que puede determinarse si el orden en que
éstos son aplicados modifica su genotoxicidad; o bien, administrax
simultdneamente ambog compuestos {co-tratamientos), con lo que es
posible estimar si la interaccién quimica entre ellos altera el
efecto inducido.

Losg tratamientos combinados pueden usarse, por ejemplo, en la
determinacién de la capacidad antimutagénica de algiin compuesto,
definida como la disminucién del efecto inducido por otros
mutdgencs. Este protocolo se ha utilizado exitosamente para probar
la combinacién de m&s de un compuesto y para analizar la actividad
antimutagénica de otrosg (Mufioz, 1994; Mufioz y Ramos, 1995). Es
importante continuar con la evaluacién de las ventajas de este tipo
de protocolos para llegar a establecer su aplicabilidad vy
limitaciones en el estudic de mds de una compuesto o factor
genotéxico.

JUSTIFICACION

La determinacién de la interaccidn entre compuestos guimicos
potencialmente genotdxicos y los factores ambientales, es relevante
para valorar el impacto genético que éstos pueden ejercer gobre los
seres wvivos. El estudio de las relaciones de sinergismo
{potenciacibn, efecto aditivo y antagonismo, entre otras) gque
oeurren entre los diversos factores gque participan en estos

procesos incrementard la informacién sobre el potencial dafiino de
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los mismes, lo cual es de primordial impertancia en 1a
determinacién de alteraciones en las células somiticas, como
proceso fundamental que antecede el desarrollo de procesos malignos
OBJETIVO GENERAL:

Analizar la interaccidén entre 1la temperatura y la
genotoxicidad de algunos xenobidticos en la induccidn de dafio a

células somidticas en Drosophila melanogaster.

Objetivos particulares:

1) Determinar el efecto de la temperatura en la frecuencia de
mutacidén y recombinacién en las células sométicas de las alas.

2) Determinar la presencia de termotolerancia en células
gsomiticas de Drosgophila.

3} Analizar el efecto de la temperatura scbre la genotoxicidad
del arsenato y arsenito de sodio en células somiaticas.

4} Analizar el efecto del arsenato y arsenito de sodio en células

somaticas termotolerantesg.

MATERIALES Y METODOS
Compuestosd quimicos : Arsenato de sodic Na,HAsO, 74,0, cristales
dibisicos CAS-NGm. [10048-95-0! y arsenito de sodio NaAs0O,, polvo
CAS-Nam. {7784-46-5], ambos de Baker Analyzed Reactivo.
Cruza y marcadores

Se utilizaron larvas + flr'/mwh + de 72 + 4 h y 24 + 4 h de

edad; las cuales se obtuvieron de la cruza progenitora 29
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los mwismes, lo cual es de primordial importancia en la
determinacién de alteracicnes en las c¢élulas somdticas, como
proceso fundamental gue antecede el desarrollo de procesos malignos
OBJETIVO GENERAL:

Analizar la interaccién entre la temperatura vy la
genotoxicidad de algunos xenobidticos en la induccidén de dafio a

células somédticas en Drosophila melancgaster.

Objetivos particularaes:

1) Determinar el efecto de la temperatura en la frecuencia de
mutacidén y recombinacidn en las células somaticas de las alas.

2) Determinar la presencia de termotolerancia en c¢é&lulas
somidticas de Drosophila.

3) Analizar el efecto de la temperatura sobre la genotoxicidad
del arsenato y arsenito de sodio en células somaticas.

4) Analizar el efecto del arsenato y arsenito de scdio en células

gomiticas termotolerantes.

MATERIALES Y METODOS
Compuegtos quimicos : Arsenato de sodio Na,HAsQ, 7H,0, cristales
dibasicos CAS-NGm. [10048-95-0] y arsenito de sodio NaAsO,, polvo
CAS-NiGm. [7784-46-5}, ambos de Baker Analyzed Reactivo.
Cruza y marcadores

Se utilizaron larvas + Flr'/mwh + de 72 + 4 h y 24 + 4 h de

edad; las cuales se obtuvieron de la cruza progenitora %9
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los mismos, lo cual es de primordial importancia en la
determinacién de alteraciones en las c¢élulas somdticas, como
proceso fundamental que antecede el desarrclle de procesos malignos
OBJETIVO GENERAL:

Analizar la interaccidédn entre la temperatura y la
genotoxicidad de algunos xenobiéticos en la induccidén de dafic a

células somdticas en Drosophila melanogaster.

Objetivos particulares:

1) Determinar el efecto de la temperatura en la frecuencia de
mutacidédn y recombinacién en las células somaticas de las alas.

2} Determinar la presencia de termotolerancia en células
somiticas de Drogophila.

3) Analizar el efecto de la temperatura sobre la genotoxicidad
del arsenato y arsenito de sodio en células somiticas.

4} Analizar el efecto del arsenato y arsenito de sodio en células

somidticas termotolerantes.

MATERIALES Y METODOS
Compuestos quimicoe : Arsenato de sodio Na,HAsO, 7H,0, cristales
dibdsicos CAS-Nam. [10048-935-0] y arsenito de sodio NahAsC,, polvo
CAS-Nam. [7784-46-5}, ambos de Baker Analyzed Reactivo.
Cruza y marcadores

Se utilizaron larvas + flr’/mwh + de 72 + 4 h yv 24 + 4 h de

edad; las cuales se obtuvieron de la cruza progenitora 99
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£1r’/TM3,Ser X dd mwh/mwh (Fig. 6)

El marcader (f1r’/TM3,Ser) "flare" se localiza a 39 unidades
de mapa en el cromosoma 3; es letal en condicidm homocigética en
células germinales, pero puede expresarse en células somdticas
produciende tricomas en forma de flama (Garcia Bellidc y Dapena,
1974) . Para el mantenimiento de esta linea se usa el cromosoma
balanceador TM3,S5er (el cual presenta miltiples inversiones gque
abarcan gran parte del cromosoma 3 y gue no permiten recobrar
eventos de recombinacién; para distinguir a las moscas portadoras
del cromosoma balanceador se utiliza el marcador "Serrata® {Ser},
un gen letal dominante que produce indentaciones en el borde distal
de las alas, de esta manera, las Unicas moscas que sobreviven son
las heterocigéticas para flr' y para Ser, por lo
gue se tiene un sistema de letales balanceados (Russell, 1992). El
marcador mwh (miltiples pelos en el ala) se encuentra en el
cromosoma 3 a 0.0 unidades de mapa; y se manifiesta fenotipicamente
porgue altera el nimero de tricomas por c¢élula; preduciendo
miltiples tricomas, en lugar de uno como en el fenotipo silvestre
(Lindsley y Zimm, 1992}.

Sincronizacién

Después de tres dias de realizada la cruza, los progenitores

fueron transferidos a frascos con medio de cultive fresco en los

que se colectaron huevos por un periodo de & hrs.
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Tratamientos

Aqudo:

Protocolo 1: Larvas flri/mwh, de 72 + 4 hrs de edad, se colocaron
en tubos que contenian 60 mg de celulosa y 0.5 ml de sacarosa al
5%, los cuales se sometieron, mediante bafio Maria a diferentes
combinaciones de temperatura, con intervalos de 1 hr entre cada
cambio, en log gue se mantenian a 25°C. .

Los tubos sge cerraron con un tapdn de poliuretano,
restringiendo el espacic a las larvas, para asegurar que todas
estuvieran expuestas a la misma temperatura (Fig. 7).

En la figura 8 se muestra un esquema del tratamiento seguido.
Lag temperaturas probadas fueron las sigquientes:

29, 33, 38, 40 y 41°C. Las dos {ltimas temperaturas resultaron
letales para las larvas de Drosophila, por lo que se eliminaron del
resto de los tratamientos.

Se realizarcn diferentes tratamientos, con uno, dos y tres
estimulos a temperaturas diferentes, segin laz siguientes
combinaciones:

25 °C (testigo negativo)
- Un pulso: 29, 33, 38 °C.
- Dos pulsos: 29-33, 33-38 y 29-38 °C.

- Tres pulsos: 29-33-38 °C.

Crénicos
Protocolo 2: Se colocaron los progenitores en frascos de

vidrio para ovopositar sobre medic fresco durante 8 hora, se dejd
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gue los huevos se desarrollaran en larvas de la edad requerida, y
posteriormente se les colocd dentro de una estufa a 29.5°C durante
96 h, para el desarrcllo temprano (24-120 h}; 120 h para el
desarrollo tardio (120-240 h}; y 216 h para la exposicidn total
{24-240 h}. El testigo negativo se mantuvo a 25°C (Fig. 9).
Protocolo 3: En tubos homeopéticos que contenian medio de cultivo
fresco en el qué gse incorpord el compuesto a probar se colectaron
hueveg de los progenitores por 8 hrs. Después de trangcurridas las
24 h del desarrollo embrionario, los viales se mantuvieron en la
estufa durante 96 h, a una temperatura de 29.5 °C hasta la pupacidn
{24-120 h) (Fig. 10).

Los compuestos y las concentraciones fueron:

Argenato de sodio 0.2, 0.4, 2 y 6 ppm

Arsenito de sodio 0.2, 0.4, 0.8 y 2 ppm

Registrc de las manchas.

Las moscas adultas transheterocigéticas que se recuperarcon de
los frascos experimentales y sus testigos respectivos fueron
sacrificadas por sobredosis de éter y se fijaron en alcohol al 70%
(Fig. 11). Las alas fueron separadas del organismo con ayuda de
pinzas de relojero y se montaron en portacbhjetos empleando solucidn
Faure {(Graf et al., 1984). En cada laminilla se colocaron 10 pares
de alas de hembras y 10 pares de alas de machos. Las alas se
revigaron a 40X, cuantificando el nimero, tipo y tamafio de manchas.
Se considera gque dos manchas son independientes cuando se separan

por wids de 2 hileras de tricomas normales (Garcia-Bellido y
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CRUZA PROGENITORA
22flr3/ TM3, Ser X domwh/mwh

|

SINCRONIZACION
Durante 8 h en medio de cultivo fresco

!

TRATAMIENTO

FIJACION

Las moscas adultas se fijan en etanol al
70%, se separan las transheterdcigas y
las portadoras del balanceador.

ELABORACION DE LAMINILLAS

Se disectan las alas y se colocan por pares
en portacbjetos con solucién Faure.

REGISTRO DE RESULTADOS
Andlisis al micrascaopio a 40X
Clasificacién en manchas:
Chicas (Ch), Grandes (G), Gemelas (Ge) y Totales (T).

5 PRUEBA ESTADISTICA
X~ para proporciones aP=0.05 (Frei y Wirgler, 1988) Yy

Programa de cémputo SMART ( Wiirgler, 1988, no publicado)

Fig. 11 Resumen de la metodologia seguida en la prueba de
SMART en células somdticas del ala de Drosophila melanogaster.
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Merriam, 1971; Graf et al., 1984).

Andlisis estadistico.

Para determinar si existian diferencias significativas entre
las geries testigo Y tratadas, se compard la-frecuencia de manchas
de cada lote mediante el programa de cémputo SMART (Frei y Wirgler,
no publicado}, a un @ = 0.05, y el procedimiento de
decisidn miltiple de Frei y Wirgler (1988). Este programa se basa
en la prueba de X* para proporciones y contrasta dos hipdtesis:

La hipdtesis nula (Heo), estipula gque ne existe diferencia
entre la frecuencia de mutacién de las series testigo y las‘
tratadas; por esta razdn, su aceptacién indica que el tratamiento
no altera la frecuencia de mutacién basal. El rechazo de esta
hipétesis indica que hay un incremento estadistico significativo en
la frecuencia de mutaeidn basal.

La hipbtesis alternativa (H,) propone que el tratamiento
incrementa m veces la frecuencia basal de mutacién. Su rechazo
indica que la frecuencia de mutacién inducida no alcanza el
incremento de frecuencia postulado (m), mientras gue su aceptacidn
sefiala un efecto positivo del tratamiento. El incremento propuestc
m, indica el nimero de veces que debe aumentarse la frecuencia de
mutacidén del lote testigo. Para manchas simples chicas y manchas
totales, m = 2 debido a que la frecuencia basal de este tipo de
manchas es alta; y para manchas simples grandes y manchas gemelas,
m = 5 debido a gue la frecuencia de estos eventos es muy baja. Los

resultados gue pueden obtenerse del andlisis son los siguientes:
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negativo (-}, si se acepta la H, y se rechaza la H,; posgitivo (+),
si se rechaza la H, ¥y se acepta la H,; débil positive (d+), si se
rechazan ambas hipdtesis, en cuyo caso la frecuencia de mutacidén
gerd mayor de la del lote testigo, pero no alcanzara el incremento
propuesto; e, indeterminado (i}, si se aceptan ambag hipbtesis, ya
gue esto no puede ser cierto simultineamente.

En las mogcas adultas, las manchas constituyen la expresidn
fenotipica de alteraciones genotipicas en las células precursoras
de las alas (células de los discos imagales de las alas). Se ha
determinado gque para alcanzar el namero de células que forman cada
ala se requiere el concursc de 15.6 divisiones celulares, asumiendo
que la duracidn del c¢iclo celular de las células precursoras es de
B h {Garcia-Bellide y Merriam, 1971; Szabad et al., 1983). Asi, una
célula precursora {(sdlo se ejemplifica con 1 célula) que inicia la
serie de divisiones mitdticas para la formacidn del ala se
encontraria en 2° ciclos = 1 célula; después deé la primera divisién
se tendrian 2' ciclos = 2 células; en la siguiente divisién, 22
ciclos = 4 cé&lulas, y asi sucesivamente, de manera que se puede
estimar cudntos ciclos de divisidn pasaron desde que se origind el
cambic en la informacién genética de 1la c&lula precurscora, ya gue
esto determinard el tamafic de la mancha en la mosca adulta, este
valor recibe el nombre de clase clonal promedio (Tabla I) (Piez,
1996} .

No obstante lo anterior, en la mosca adulta el tamafic de la
mancha no siempre corresponde con el que podria esperarse con base

en la edad de la larva al momento del tratamiento y con el tipo de
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accidén de un agente mutagénico (mutigeno o promutigeno), de manera
que variaciones en la c¢lase clonal promedioc pueden indicar
interferencia en la proliferacidn de las células precursoras.

Cuando en las series tratadas se obtienen valores menores a
los del testigo correspondiente es posible que el tratamiento
provogque atraso o impida la proliferacidén. El andlisis de la clase
clonal - promedio debe <realizarse en combinacidén c¢on otros
parametros, como la frecuencia de manchas totales y la frecuencia
de induccién X 10° células (Péez, 1996).

La frecuencia de induccién X 10 c¢élulas, estima cuantos
clones nuevos sgse inducen con base en un nﬁméro de células
congtante. La frecuencia de induccién corregida X 10%, en la que
ge restan los clones del lote testige, d& un valor indicativo de
log clones producidos s6lc por el tratamiento.

Se compard la dispersién en la distribucién del nimero de
manchas por mosca y en la distribucidn del nGmero de células por
mancha con la prueba no paramétrica de comparaciones miltiples (U
de Mann- Whitney-Wilcoxon), para la sobre dispersidén en el nimerc
de manchas por mosca y el nimero de cé&lulas por clon a un o = 0.05.
La prueba de U de Mann-Whitney-Wilcoxon aplicada a la dispersidn
poblacional contribuye a la toma de decisiones socbre la
genotoxicidad de los compuestos evaluados en la SMART (Frei vy

Wurgler, 19%5; Ramos et al., 1996).
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RESULTADOS

Se realizaron al menos dos repeticiones de cada tratamiento y
se compararon los resultados obtenidos en cada una; al no
encontrarse diferencias significativas, se procedié a sumar los
datos de cada repeticidn para incrementar el tamafio de muestra.

El factor temperatura fue probado por separado: 1) en
tratamientos agudos; 2) en tratamientos crdnicos y 3) en los
cotratamientog crodnicos con dos sales de arsénico (arsenato y

argenito de sodio).

Tratamientos agudos con temperatura

La frecuencia de manchas obtenida en moscas expuestas a uno,
dog o tres pulsos de temperatura, se muestra en la tabla IT. Con un
pulso de temperatura arriba de 25 °C, no se incrementdé de manera
significativa la frecuencia de manchas totales, aungue en todos los
cagzos la frecuencia fue ligeramente mayor a la del testige
negativo. La frecuencia de manchas grandes fue incrementada de
manera significativa y en igual magnitud con los tresg tratamientos
de un pulso (P < 0.05). La frecuencia de manchas gemelas fue
similar a la del testigo. Tawbién en los tratamientos de un pulso,
la clase clonal promedioc fue similar entre los lotes experimentales
y mayor a la del testigo (1.42).

Al dar dos pulsos de 1 h a temperaturas superiores a 25 °C,
separados por un intervalo de recuperacién de 1 h a 25 °C se
modificd la respuesta obtenida anteriormente. En el lote expuesto

a 29 y 33 °C, la frecuencia de manchas chicas (0.46) fue
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ligeramente mayor a la obtenida con 29 °C (0.37) y‘similar a la
registrada para 33 °C (0.41), en ningiin caso la diferencia fue
significativa. Se registraron pocas manchas grandes ¥y ninguna
gemela. La suma de todas las manchas alcanzé una frecuencia
intermedia entre los dos tratamientos de un solo pulso, vy
finalmente la clase clonal promedio fue mayor a la del testigo
negativo y menor a la de los tratamientos de un pulso. En las
moscas expuestas a 33 y 38 °C, la frecuencia de manchas chicas fue
menor a la de los tratamientos de un pulse (0.37) y similar a la
del testigo negativo; la de manchas grandes fue mayor a la del
testigo a 25 °C (P < 0.05), pero comparada con la de los lotes gque
recibieron un solo pulso fue aproximadamente de la mitad. Se
recobraron manchas gemelas, peroc no fueron significativas en
niimero; finalmente, la frecuencia total de manchas fue similar a la
del testigo negativo y menor a la obtenida en los tratamientos
correspondientes de un pulso. En los tratamientos con dos pulsos:
29 y 38 °C, separados por un periodo de 3 h a 25 °C, se obtuvo un
efecto diferente. La frecuencia de manchas chicas fue wayor a la
obtenida en los correspondientes tratamientos de un pulso (0.56);
la frecuencia de manchas grandes también se incrementd de manera
significativa, aungue comparada con les tratamientos individuales
el valor fue menor (0.06); no se recobraron manchas gemelas; ¥y la
suma de todas las manchas dioc la mayor induccién de todos los
tratamientos (0.62) (P < 0.05).

La combinacidn de tres pulsos de temperatura: 29, 33 y 38 °¢,

separados por 1 h de recuperacién a 25 °C, produjo séle un ligero
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incremento en la frecuencia de manchas chicas; las manchas grandes
fueron m&s numerosas que en los tratamientos con dos pulsos pero no
superarcn las frecuencias obtenidas con los tratamientos de un solo
pulso; no se recobraron manchas gemelas y la frecuencia de manchas
totales se incrementé en forma similar a la obtenida con 1los
tratamientos a 33 ¥y a 38 °C (0.52 y 0.57, respectivamente). También
en este tratamiento, la clase clonal promedio fue mayor a la del
testigo negativo (1.55).

La figura 12a muestra que la dispersidn de la distribucidén del
nimero de c¢é&lulas por mancha fue mayor en todas 1lag series
experimentales, debido a la aparicién de manchas con gran ndmerc de
células, sin embargo, la frecuencia con la que se recobraron éstas
fue baja, por lo que las diferencias con respecto al testigo
negativo no fueron significativas (P > 0.05).

La dispersion en la distribucidn de manchas por moscas también
fue ligeramente mayor a 1a.encontrada para el lote testigo, aunque
el nimerc de moscas por mancha fue gimilar entre los lotes, la
frecuencia de moscas con wmas de una mancha se incrementd en las
series experimentales (Fig. 12b).

En resumen, la aplicacidn de un pulso de temperatura mayor a
25°C, inducelalteraciones heredables en las cé&lulas somaticas de
Drosophila. Dos pulsos consecutivos {(con intervalos de recuperaciédn
de 1 h a la temperatura Optima)} confiere termotolerancia de las
células al segundo pulso y la respuesta reccbrada es menor. La
aplicacién de dos pulsos no consecutivos (separados mds de 3 h)

induce mayor dafio a las células somaticas que los tratamientos
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independientes. La aplicacién de tres pulsos consecutivos
{(separados por 1 h de recuperacidn entre cada uno), tiene un efecto

menor que la aplicacidén de dos pulsos no consecutivos (Fig. 13).

Tratamientos crénicos con temperatura

Para.los tratamientos con un mayor tiempo de exposicién a una
temperatura superior a la o6ptima se seleccionaron 29 °C, aungue
finalmente se utilizaron 29.5 °C, temperatura a la gque se logrd
estabilizar la estufa de cultivo. A 29 °C se obtuve un incremento
significative en la frecuencia de manchas grandes, por lo que al
prolongar el tiempo de exposicidn se esperaba que el efecto fuera
mis marcado.

En esta etapa se analizd el efecto de la temperatura en el
desarrollo postembrionario de moscas libres de inversién y de
moscas portadoras del cromosoma balanceador {(Ser}), en las Gltimas
la presencia de miiltiples inversiones no permite recobrar eventos
de origen recombinogénico; por lo anterior, la comparacién de las
frecuencias en los dos tipos de moscas estima la contribucidén de la
recombinacidén a la respuesta recobrada. Con la finalidad de
determinar cudl es la etapa mas sensible se analizd por separado el

efecto en la etapa larvaria y en la metamorfosis.

Moscas libres de inversidn
En la fase larvaria, el incremento en la temperatura no
modificéd la frecuencia de manchas chicas y gemelas (Tabla III),

pero 81 la de manchas grandes de manera significativa (P < 0.05),

63




Manchas/ala

0.25

64

0.2

0.15

0.1

0.05

25 29 33 38 29-33 33-38 29-3829-33-38 |
Temperatura del pulso (°C) | )

Fig. 13 Frecuencia corregida de manchas por ala recobradas en tratamientos con uno,
dos, y tres pulsos de temperatura.
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sin embargo, como este tipo de manchas contribuye en una proporcidn
reducida a la frecuencia de manchas totales, ésta apenas registré
un ligero incremento, comparado con las moscas mantenidas a 25 °C;
no obstante, la clase clonal promedio si aumentd {1.85). Cuando se
exponen log organismos a partir de las 120 h de edad Yy durante la
metamorfosis, se observd un notable incremente en la frecuencia de
manchas simples, tanto chicas como grandes (P < 0.0S), pero no de
manchag gemelas.

La suma del total de manchas quintuplica la frecuencia del
testigo negativo {2.16 y 0.40, respectivamente), registrindose una
clase clonal promedio mayor ¥ una frecuencia corregida de formacién
de clones por 10™° células de 7.2. Al exponer a las moscas todo el
periodo postembrionario, la frecuencia de manchas chicas fue menor
(1.62) a la que se esperarfia bajo un modelo aditivo (1.99); la de
manchas grandes (0.75) es hayor a la esperada (0.61); vy,
finalmente, la frecuencia de la suma de todas las manchas (2.38)
fue menor a lo esperado (2.62), con un déficit de 29 manchas (0.24
X 120 alas). La clase clonal promedio fue la mayor de todos los
tratamientos (2.24) y se registrd la mayor frecuencia corregida de
formacién de clones por 10~° células (8.1).

La dispersidn en la distribucién del nimero de células por
mancha fue mayor en todas las series experimentales, pero las
frecuencias por tipo de mancha se incrementaron notoriamente en los
tratamientos gque abarcaroh 120-240 y 24-240 h (Fig. 14a).

La dispersién en el nilmero de manchas por mosca s6lo se

modificé en los tratamientos gque abarcaron la metamorfosis (P <
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Fig. 14 a) Frecuencia de células por mancha y b) Manchas por
mosca, inducidas por temperatura en diferentes etapas del ciclo de
vida de Drosophila melanogaster. 67




0.005), siendo mayor durante todo el periodo postembrionario (Fig.
14b} .

Moscas portadoras del cromosoma balanceador (Ser)

Las moscas expuestas durante la fase larvaria mostraron la
misma frecuencia de manchas que el téstigo a 25 °C (0.52) ({(Tabla
IV), sin embargo, el efecto sobre el tipo de mancha fue diferente.
La frecuencia de manchas chicas fue menor y la de manchas grandes
registrd un incremento débil positivo (0.22), en consecuencia, la
clase clonal promedio también se incrementd {(2.21). También en
eatas moscas, durante la metamorfosis se recobrd un gran nidmero de
manchas, siendo significativo el incremento en la frecuencia de
manchas simples (P < 0.05}. La frecuencia del total de manchas fue
el triple de la del testigo negativo (1.53), con una clase clonal
promedio que fue la mayor de todos los tratamientos (2.35), asi
como la frecuencia corregida de formacidn de clones por 10°% células
(4.1)? Contrario a lo observado en las moscas libres de inversidn,
la exposicidén durante todo el perfodo postembrionario no registrd
el miximo efecto. La frecuencia de manchas chicas se incrementd
ligeramente, la de manchas grandes y la de la suma de todas las
manchas si registrd un aumento significativo pero menor al del
tratamiento anterior. La clase clonal promedio fue mayor a la del
testigo y la frecuencia de formacién de clones por 107 células fue
g6lc de 1.6.

La digpersidn en la distribucién del nimero de células por
mancha (Fig. 15a} .fue mayor en todos los tratamientos y al igual

que en las moscas libres de inversidm, en los tratamientos que
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Fig. 15 a) Frecuencia de células por mancha y b) Manchas por
mosca, inducidas por temperatura en diferentes etapas del ciclo de
vida de Drosophila melanogaster en organismos portadores de
inversion. 70




abarcaron la metamorfosis la frecuencia de todos los tamafios de
mancha ge incrementd de manera notable.

La dispersién en la distribucién del niimeroc de manchas por
mogca no se modificd en las moscas expuestas dQurante la fase
larvaria; fue mayor en el tratamiento de 120-240 h (P < 0.01), vy la
frecuencia de moscas con miltiples manchas se incrementd también en
la fase postembricnaria (P < 0.05) (Fig. 15b}.

En la figura 16 se compara la frecuencia corregida de manchas
por ala en moscas libres de inversién (silvestres) y portadoras del
cromosoma balanceador (Ser). La diferente constitucidn genética de
las moscas analizadas permite estimar la participacidén de la
recombinacién a la respuesta encontrada. Los resultados indicaron
que durante la fase larvaria el efecto de una temperatura superior
no modificd la frecuencia de manchas en ambos tipos de moscas, sin
embargo, en el periodo postlarvario (120-240 h) en ambaé se obtuvo
un incremento significativo, del que el 43 % es explicado a través
de la recombinacidn y el 57 % restante puede adjudicarse a eventos
no recombinogénicos; finalmente, cuando la exposicién abarca el
periode postembrionarie, la recombinacidn tiene una participacidn
del 80 % y sélo se recobra un 20 % de eventos no recombinogénicos.
Arsénico

En la progenie transheterociga se analizd la induccidén de
manchas por dos sales de arsénico: arsenato y arsenito de sodio.
Los compuestos se probaron a la temperatura &ptima (25 °C) durante
la fase larvaria, es decir, a partir de las 24 h de edad total que

es el tiempo en el gue emergen las larvas de primer estadio y hasta
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Fig. 16 Frecuencia de manchas corregida en moscas libres de inversion y portadoras del

cromosoma balanceador (Ser).




las 120 h, momento en el que se induce la pupacidén, por lo que se
interrumpe la exposicidén directa a los compuestos. Posteriormente
ge analizd el efecto de la exposicidn simultinea a cada uno de los
compuestos manteniendo los cultives a una temperatura superior

durante el periodo de la exposicidn (29.5 °C).

Argenato de sodio

La frecuencia de manchas totales se incrementé de manera
significativa s6lo a 0.2 ppm (P < 0.05); sin embargo, en todas las
concentraciones la frecuencia de manchas formadas por 3 o mas
células aumentd de manera significativa pero sin correspondencia
con la concentracién administrada (Tabla V). La c¢lase clonal
promedio fue mayor en todas las series experimentales con respecto
al testigo negativo. La frecuencia de formacién de clones X 107°
células no se modificd de manera importante.

La figura 17a muestra gue la dispersién en la distribucidén del
nimero de célulag por mancha fue mayor a la del lote testigo en
todas ias geries experimentales, lo que concuerda con el valor de
la c¢lase clonal promedio, es decir, aungue sdlo a 0.2 ppm hubo
induccién significativa de manchas, en las demds concentraciones se
recobraron mas manchas grandes. Resulta notoria la aparicidn de
manchas de gran tamafioc (>32 y < 256 células), sdlo en el caso del
tratamientc durante toda la fase postembrionaria se recobrd una
mancha de mis de 512 células, sin embargo esto no se repitid en los
demas lotes, por lo que su aparicidn pudo haber sido aleatoria.

La dispersién en la distribucién del nimero de manchas por

73




74

'§0°0 = EIeq =
(opear1and ou) gg61 ‘aet6agM A 1914 uoo opIenow ap ©OTiEIPYISA ATETTEUY » '

PRYPTTRGWSeId R TBATU U0 UOZ IOSN[IUOIU] T foayIvEec - reatatecd

00 LT Zr'z 0g ~(Ev'0) 0§ -{€0°0) € +{2170) S1 ~{Lzr0) Ze [ kA 09 0-SE
o 61 ¥z (37 -(3v'0) ss -{0d o) o +{51‘q) ®% -lrete) g 0zt 0'e o°se
b0~ €1 t2'z [13 -{ze'e) 8¢ -iteey x +101'0) T1 -z m vz ozl B0 652
6'c 5z 128 4 €L +lz9'0) WL -{t0'0) ¥ +{1z"0} ST ~{Qv'0) 8Y ozt zo 0°SZ
[ 4 1 13 {Ew'0) 0§ ’ {E0°9) € {00 o) ¢ (6E"0} L¥ L1149 o' . 0°%Z
|
ey ¥
TN Srm [*wied g <) Tom :
*woxd -y sepuvab 183 2-1)
*p1b LJ:1 29 1RUATS SIUCED $9I%3I03 sEisunb sedate a0 #erdute E1°34 ] 2.
-#x30D “1mqe FEETD op WDy [ lEl ANy *RYSUTH fPYIURY P CWON [wdd) “duL
00T
A BIUOI> ep UPIOWWIC) «COTINTPFING ooTINQUERIQ
Ip TIOUSNTRII {Fiyouws 3p cIeupN} eT® Jod EEyouwy

T TT T o e P —

“IICREOUNTBY ¥]TqOOROAT OP QIPEINT ISWTIL #P GRAAW] ¥ OTDON Sp OIWUSSAY UOD SOIURTURINIT LU EYPIOOPUT BVUSURE #p WTOUBRIDIT A QIBWDN A wIqeL




a)

Manchas/ala

1 Z 34 5.8 916 -32 -64 -128 -256+512

Células por mancha
b)

Naémero de moscas

s, e T 7

Manchas por mosca
25°C - ppm

Bo Clo2 o4 N2 BBe

Fig. 17 a) Frecuencia de células por mancha y b) Manchas por mosca,
inducidas por arsenato de sodio en larvas de segundo estadio de Drosophila
melanogaster.
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mosca resultd poco modificada (P » 0.05), aungue el nimero de
manchas por mosca tendi$ a ser mayor en las series experimentales
(Fig. 17b).

El cotratamiento con argenato de sodio y una temperatura de
29.5 °C dio una respuesta diferente (Tabla VI), ya gue comparadas
con su testigo concurrente, ninguna de las series experimentales
mostré una frecuencia de manchas por ala significativamente mayor
y en el caso del lote tratado con 0.2 ppm que a 25 °C dio una
respuesta significativa, ahora se recobré una frecuencia de manchas
incluso menor a la del lote expuesto s6loc a 29.5 °C. En todos los
lotes la clase clonal promedio fue similar.

La dispersién de la distribucién del ndmero de células por
mancha fue diferente a la del teatigo concurrente incluso a 0.2
ppm, va que en todos los lotes experimentales se obtuvieron
manchas de mayor tamafio que las recobradas en ausencia de arsenato
de sodic (Fig. 18a).

Al igual que en la distribucifn anterior, la dispersidn en el
ndmero de manchas por mosca también cambib, sin embargo, llama la
atencitn gque el namerc de moscas que no presentan manchas se
incrementd a 0.2, 0.8 y 2 ppm, ademis de que en todas las series
experimentales aparecieron mis mogcas que presentaban mayor nimero
de manchas (Fig. 18b}.

La figura 19 compara la frecuencia corregida de manchas por
ala obtenidas en el tratamiento con arsenato de sodio a 25 °C y el
cotratamiento & 29.5 °C. La frecuencia corregida se ha obtenido por

la diferencia entre las frecuencias experimentales y la frecuencia
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del testigo concurrente (25 o 29°C,respectivamente} El efecto
significativo del tratamiento con 0.2 ppm de arsenato de sodio no

ge mantiene a 29.5 °C.

Arsanito de sodio

El tratamiento con el arsenito de scodio a 25 °C no incrementd
la frecuencia de manchas totales en las series experimentales e
inciuso se obtuvieron frecuencias menores en presencia de 0.2 a 0.8
ppm {Tabla VII). Sin embargo, similar a lo ocurrido con el arsenato
de godioc, la frecuencia de manchas grandes se incrementd de manera
pignificativa en las moscas expuestas al arsenito (excepto a 0.4
ppm) . La frecuencia de manchas chicas fue menor a la del testigo y
no se registrd efecto en la de manchas gemelas. La clase clonal
promedio de las series expuestas al arsenito fue mayor a la del
testigo.

La dispersién de la distribucidén del nimero de células por
mancha mostrd gue la proporcidén de manchas formadas por 3 células
o mds se incrementd en relacidn con la concentracidn administrada
(Fig. 20a}. _ .

La dispersién de la distribucién del nimera de manchas por
wosca mostrd poca variacién, aungue a partir de 0.8 ppm se recobré
una mayor proporcién de moscas con mds de una mancha (Fig. 20b}.

El cotratamiento con arsenitc de sodio y temperatura (Tabla
VIII} produjo una respuesta similar al cotratamiento con arsenato
y temperatura. Comparada con el testigo concurrente, la frecuencia

de manchas totales de los cotratamientes fue menor). En el

80




81

‘50 ¢ = 03mg ¢ WITW
TPEPITTANIGIE $D {SATU BN 4UD fo#NIoUOAUT ‘f foayieleu ‘v roataveed ot (apRaTiand ou) BRET ‘aztbrgn £ A1l uc) oprAncE ep oITAAIPNLEE BLETINUY o

0 'Y oo'z 11 -{s¥'0} ¥S ~{t0"0) € +{21°0) %t - (ze'e} Bt 0zt oz 052
vo- [ [ A4 LE ~{1t°0) g -itd‘el T + (4G 0t 1T -{1z'gl sz ezt a6 a'sz
5'0- z't 88" 1 113 -{8z 0} vE -{00"0) O tisc ol ¢ -(€z 0) BE 0Ty B0 0'52
g 0~ 68 9%° T sz -{re o) &t {1000y 1 +190°0) & -fze'o) st 6zt 0 05z

FA 91 os (zv'a) of (zo-o) ¢ (toro) 1 {6€°0) ot [Eat oo ['R-14

awt
Zeu S=w {*wren Z <} Zal
'woxd M aspueabs (*®722> Z-1}
p1b PR TRROTS PTG E L2 L T-F] awTouab satdwts woTyo #81dWTSs seT® e
-51100 ~ae¥dgo wEEYD aprupN 2FRYouey sgyouey SROUeH Ry ap ‘WwoN [wdd) “duag
"
a7
X 83UOYD BP USTIWWIOY PCELET 3 SRR ST TS 1
3p eYouINDRII {FRODUCW 3P OXSHON) ®Ble Jod sFeyouwy

“IIEREOUN [P #]TUGOECAT #P CIPEIER 190110 p SWAIE] ¥ OIpCE BP O17URSAY UYD BUISTEERELS AGH #RPIONDWT BWYOUWE wp B1oUsNowly A GIYRDN CIIA W{AWL




Manchas/ala
0.25 :
0.2 .
0157
0.3

> e 7 7

1 2 3.4 5-8 916 -32 -64 -128 -236+512

Ceélulas por mancha

b)

Nuamere de moscas

§ B
o NI G T 7777
30 e LS
2 WAL 7 7 T T T T e
2 777
" @ T

0 i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 I1 12

Manchas por mosca
25°C - ppm

Bo TSo2 (o4 No.g 32

Fig. 20 a) Frecuencia de células por mancha y b) Manchas
por mosca, inducidas por arsenito de sodio.
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cotratamiento con 0.2 ppm de arsenito, la frecuencia de manchas de
1 a 2 células se redujo notoriamente, lo mismo ocurrid con la
frecuencia de mas de 3 células a 0.2 y 2 ppm. La clase clonal
promedio fue similar a la del testigo concurrente.

La dispersidn en la distribucidn del nimero de células por
mancha fue diferente a la del testigo concurrente en todos los
casos ya que en general, la proporcidn de manchas de 1 célula, que
generalmente es mayor del 50 % del total de las manchas reccbradas
fue menor y la proporcién de manchas de mds de una célula se
incrementd, sin embargo, se obtuvieron relativaﬁente pocas manchas
de gran tamafic (Fig. 21a).

La dispersidn de la distribucién del ndmero de manchas por
mosca mostrd una mayor proporcidn de moscas sin manchas que las
presentes en el testigo concurrente y s6lo en el cotratamiento con
0.8 ppm se recobraron moscas con 13 y 17 manchas scbre sus alas
(Fig. 21b).

En la figura 22 se compara la frecuencia corregida de manchas
por ala del tratamiento con arsenito de sodio a 25 °C y el
cotratamiento a 29.5 °C. En el primero, la frecuencia de manchas
fue menor a la del lote testigo incluso a 0.2 ppm, este efecto se
hace mds pronunciado en presencia de una temperatura no optima ya
que con excepcidn del lote a 0.8 ppm de arsenito de scodio, la

frecuencia de manchas es menor a la del tratamiento sdlo con

argenito de sodio.
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DISCUSION

La investigacidn enfocada a combatir o prevenir el cancer ha
explorado diversas alternativas y ha enfocado numerosos estudios
gue permiten vislumbrar los efectos y los mecanismos de accidén de
diferentes compuestos, como una alternativa que facilite, por un
lado prevenir tales efectos, o bien, si ya se ha presentado algin
tipo de alteracién entonces encontrar la forma de combatirlas.

En forma paralela a la blsqueda de alternativas Gtiles en 1la
terapia del céncer ge han desarrollado modelos bioldgicos que
aceleren el anilisis de compuestos con actividad mutagénica,
carcinogénica, teratogénica, comutagénica, eocarcinogénica,
antineopldsica etec, proporcionando informacién sobre estos
compuestos con una inversidn de tiempo y costo menores a los
requeridos en sistemas de mamiferos. Ademds de los requisgitos
anteriores, un modelo debe reproducir los eventos bioldgicos
relacionados con el desarrollo de procescos malignoes.

La iniciacidn de procesos cancerosos se asocia con cambios en
la informacién genética de las células afectadas, de manera que
aproximadamente el 80 % de log compuestos carcinogénicos son
ademds, mutégencs activos {(Cairns, 1981). Otro de los eventos
relacionados con la carcinogénesis es la capacidad de 1los
compuestos qguimicos para inducir recombinacién.

La prueba de mutacidén y recombinacién somdticas (SMART} que
utiliza las c¢élulas de las alas de Drosophila fue propuesta
originalmente como una alternativa para estudiar la actividad

genot6xica de los diversos compuestos sobre las células gomdticas
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(Graf et al., 1984). A medida que se ha acumulado informacién
relacionada con la sensibilidad y reproducibilidad de este sistema
de prueba, se ha aceptado que con esta metodologia se puede
determinar de wmanera preliminar la genotoxicidad de sustancias
pertenecientes a grupos diversos de compuestos quimicos.

Ademds de los compuestos con clara actividad mutagénica y
carcinogénica se han reportado otros factores que si bien no tienen
un potencial genotdxico definido, actdan facilitando la accidén de
otros compuestos genotdxicos (comutdgenos). Entre los compuestos
que han sido considerados comutagénicos estén el arsénico, el
cadmio, el litioc y el niquel, entre otros.

Los compuestos del arsénico alteran fuertemente la actividad
de diversas enzimas. Los organcarsenicales y los compuestos
inorgdnicos (formas trivalentes) del arsénico se consideran
reactantes primarios de sulfidrilos e inhiben sistemas enzimdticos
dependientes del grupo tiol en varios tipos de tejidos. Evidencias
epidemiolégicas asoclan a los compuestos del arsénico con ciertos
tipog de céncer, sin ewbargo, en estudios experimentales tanto in
vitro come in vivo, estos compuestos muestran un potencial
cocarcinogénico, pero no mutagénico.

Ademds de la importancia inherente al tipo de compuestos
involucrados, es también necesario considerar la participacidn de
otrog factores en el ambiente para la induccidén de dafio. Entre
éstos se tiene a la temperatura que puede amodificar la estabilidad
¥ la persistencia de un compuesto guimico (el tiempo en el cual el

compuesto permanece en el ambiente sin sufrir cambic en su
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composicidén y/o estructura), o bien, alterar a la maquinaria
enzimitica propia del organismo implicada en la desintoxicacidn
(Vega, 1985).

Se han reportado diferentes factores tanto enddgenos como
exbgenog que influyen en la induccién y progresién de un tumor.
Entre otres pardmetros se encuentra el estrés, el cuél se ha
reportado que modula la induccién y el crecimiento de tumores. Se
ha concluido que el estrés es un pardmetro firmemente establecido
en la carcinogénesig (Vogel, 1995).

En este trabajo se probd el efecto de la temperatura scbre lag
células somaticas de las alas; en primera instancia se probé el
efecto de una exposicidén aguda a una temperatura mayor a la éptima
para el crecimiento de Drosophila; posteriormente se analizé el
efecto de una exposicidén crénica y finalmente, en cotratamientos
con dos compuestos de arsénico, unc de los cuales, el arsenito de

sodio es considerade un claro inductor de estrés.

Efecte de la temperatura

Existen dos planteamientos principales que intentan explicar
el efecto que puede ocasionar la temperatura en los organismos; 1)
la temperatura es capaz de ocasionar alguna alteracidén al ADN y
esta alteracién puede ser fijada y transmitirse a la descendencia;
¥ 2} la temperatura induce fenotipos similares a mutaciones
conocidas (fenocopias} y estas alteraciones son {nicamente a nivel
de expresién.

Mitchell en 1975, propeone que la produccidn de fenocopias esta
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relacionada con efectos de estrés gsobre la sintesis directa del ARN
a través de la retroalimentacidn de la transcripcién de proteinas
de estrés térmico (HSP).

Santamaria en 13979%, reporta que un estrés térmico de 37°C
aplicado a embriones de Drosophila en estado de blastoderme induce
fenocopias de algunos mutantes dominantes del complejo bitdrax.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que
la temperatura induce mutacién y recombinacién somdtica en células
de las alas de Drogophila. El aumento en la frecuencia de manchas
fue mayor conforme se incrementd la temperatura de los pulsos (29,
33 6 38 °C). Un aspecto interesante en la respuesta recobrada fue
que aunque la suma €otal de manchas no alcanzéd valores
significativos, al distinguir entre manchas Ehicas {(de 1 a 2
células) y grandes (de mas de 3 células}, en las {ltimas se
obtuvieron incrementos significativos a partir de 29 °C. Las moscas
tratadas pregsentaron manchas en el intervalc de 65-128 células. De
acuerdo con la edad de las larvas al momento del tratamiento (72 h)
y el tiempo que transcurre hasta el término de la actividad
mitética, se esperan clones de hasta 512 células, lo que sugiere
que las primeras manchas se originaron despuds de transcurrido un
ciclo de divisidén celular (8 h), aunque en la mayor parte de los
tratamientos éstas se manifiestan claramente en clones de 1 a 32
células, probablemente como resultado de la reparacién de las
alteraciones inducidas. La aparicidn de clones de mds de 3 células
es sumamerte importante porque implica que el tipo de dafio que se

recobra es8 heredable ya que las manchas grandes indican
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proliferacién celular. Aunque este resultado no descarta la
produceidn de fenocopias como proponen Mitchell (1975) y Santamaria
{1979), es relevante considerar que la exposicidn a temperaturas
mayores a la Optima puede generar dafio heredable, los resultados
obtenidos en este trabajo apoyan la idea que la temperatura induce
dafioc gque eg transmitide a las siguientes generaciones. Cuando se
utilizan dos pulsos consecutivos, separados por sdleo 1 h a 25 °C,
se recobrd un efecto menor, es decir, aunque la f£recuencia de
manchas de los tratamientos a 29-33 y 33-38 °C fueron ligeramente
mayores a la del testigo, son menores comparadas con las obtenidas
en los tratamientos con un solo pulso a la misma temperatura (29,
33 &6 38 °C). El periodo entre la aplicacidén del primer y dltimo
pulso es de s8lo 3 h, que es menor a la duracidn de un ciclo
celular (8 h}.

Se ha reportado que la mayoria de las células de casi todos
los organismos responden al estrés térmico con la induccidn de un
grupo de proteinas a las cuales se les ha llamado proteinas de
estrés térmico (HSP). Lé induccidén de la sintesis de HSPs es
acompafiada por la suspensidn de la sintesis de otras proteinas. Las
células estresadas se comprometen con la mayoria de la magquinaria’
de biocsintesis macromolecular en la produccién de estas proteinas.
Tal compromisc garantiza que las HSPs aparezcan y confieran
termotolerancia a las células que las estdn expresando (Ashbuner
1$70; Lindguist 1986; Zimarino y Wu 1987).

Lo anterior podria explicar porqué el efecto fue menor al

aplicar dos pulsos en un periode de 3 h, ya que cuando se aplica el
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segundo estimulo, las HSPs han incrementado ya su sintesis, con lo
cual se protegeria la célula del segundo pulso de temperatura. Una
respuesta diferente se obtuvo al separar los dos pulsos por un
periodo mis largo. El tratamiento a 29-38 °C implica un intervaloe
de 5 h entre la aplicacién del primer y el segundo pulsc. En este
tratamiento se incrementd de manera significativa la frecuencia de
manchas chicas y grandes, y se registrd el mayor efecto global de
estos tratamientos. Lo anterior permite sugerir que si el efecto de
dos pulsos consecutivos parece conferir termotolerancia a las
células de las larvas expuestas, ésta podria tener una duracién
menor a 3 h, que es el tiempo gue transcurre entre el término del
primer pulso y el inicio del segundo. La eliminacién del estado de
respuesta al estimulo y el tiempo que transcurre hasta que el
equilibrio celular sge restaura, podria implicar un estado de
sengibilidad celular de importancia en mutagénesis gue haria a la
célula particularmente vulnerable a la accidn de otros mutdgencs y
comutigenos oportunistas.

La aplicacién de tres pulsos consecutivos separados por un
periodo de recuperacién de 1 h apoy6é los resultados anteriores, ya
que aungue 1la frecuencia de manchas se incrementd de. manera
significativa (0.55)}, fue similar a la obtenida con los pulsos
individuales: 0.47, 0.52 y 0.57 (conr 29, 33 vy 38 °C,
respectivamente} y no alcanzd la obtenida en el tratamiento con dos
pulsos no consecutivos (29 y 38 °C). Asi, parece ser que la
termotolerancia si se indujeo, aungue la aplicacidén de tres pulsos

parece implicar una presidén mayor. Como se muestra en la figura
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13a, aungue en todos los tratamientos se registran manchas grandes,
en los dos iltimos se recobran en menor proporcidén y se incrementa
la fraccién de manchas de 1 célula.

La dispersidn en la distribucién de manchas por mosca es un
indicador de la susceptibilidad individual de los organismos
expuestos. El uso de diferentes organismos de la escala evolutiva
ha indicadc que mientras unos son particularmente susceptibles a la
accidn de mutdgenos y carcindgenos, otros logran mantenerse sin
alteraciones evidentes. Esto podria ser el resultade de 1la
actividad metabélica, la eficiencia en reparacidn y otros aspectos
relacionados con la dotacidn genética de los organismos expuestos.
Cabe aclarar que aungue se utilizan cepas puras para los marcadores
implicados en el estudio de la mutacidn y la recombinacidn
somiticas, no se espera que sean idénticos para el resto del
genoma, lo que es evidente en la respuesta diferencial observada en
la figura 12b, ya que mientras algunas moscas presentan miltiples
manchas en sus alag, otras no muestran alguna.

Por otro lado, la exposicién crénica al estrés puede conducix
en cierto tiempo a la adaptacién, con la reduccién gradual en la
respuesta al estrés. En algunos casos el estrés crénico no produce
cambios en Su respuesta a éste. Contrariamente, el estrés crdnico
puede llevar a la sensibilizacidn con un incremento en la respuesta
al estrés por un tiempo excesivo (Vogel 1987) . Esto puede llevar al
desgaste de la maguinaria celular, la cual se satura cuando las
sélulas son enfrentadas consecutivamente a estrés térmico. Y

entonces pueden generarse alteraciones.
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Para analizar el efecto de una expesicién mayor a una
temperatura superior a la Optima se seleccionéd la de 25.5 °C
(temperatura en la que se estabilizd la estufa de cultivo}, ya que
con 29 °C se recobraron manchas grandes en una frecuencia
significativa y no se observé pérdida de organismos como ocurrid
con los otros tratamientos a temperaturas superiores a las
indicadas (» 38 °(C).

La exposicidn a 29.5 °C durante la fase larvaria (24-120 h) no
tuvo efecte en la frecuencia de manchas chicas, incrementd
significativamente el némerc de manchas grandes y no modifiéé la
frecuencia de manchas gemelas. Sin embargo, al considerar todas las
manchas, s6lo se observé un pequefio incremento en la frecuencia de
manchas (0.46) comparado con el testigoe (0.40). La clase clonal
promedio se incrementS indicando la aparicidén de manchas grandes
{(hasta 32 células).

La exposicidn durante la fase postlarvaria (120 a 240 h) es
posterior al disparo de la metamorfosis por la hormona ecdisona y
ge marca por la migracidén de las larvas hacia una superficie con
menor humedad en el frasco de cultivo, por lo que va no ingieren
alimento y muestran movimientos cada vez mids lentos mientras se
aproximan a la formacidén del puparium, estructura formada por la
cutficula que las mantiene aisladas del exterior durante 1la
metamorfogis. Se ha descrito que las Gltimas divisicnes celulares
transcurren después de la formacidén del puparium, es decir a las
1244 h de edad total (Demerec, 1965; Szabad et al., 1983). Si esto

es asi, cabe suponer gue en 24 h pueden transcurrir 3 ciclos
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celulares de 8 h de duracidn, de manera que si a las 120 h se
induce alguna alteracidn que cambie la informacién de las células
en divisidn, podrian obtenerse clones de B células, perc come las
divisiones no son sincrdnicas, no se degcarta la posibilidad de
recobrar c¢lones de hasta 16 células,

El tratamiento durante la wmetamorfosis incrementd mis de 4
veceg la frecuencia de manchas chicas y mias de 50 veces la de
manchas grandes, no obstante, tampocc en este tratamiento se
obgervd induccidén de manchas gemelas. El incremento global fue de
més de 5 veces la frecuencia basal. La clase clonal promedio se
incrementd en consecuencia por el efecto de las manchas grandes y
ge obtuvo una frecuencia de induccidén de clones X 105 de 8.8, lo
que implica un claro efecto genotdxico. Curicsamente se registrd la
aparicién de una mancha de mayor tamafico a lo esperado, sin embargo,
este date fue inico por lo que no podria sugerirse un efecto
mitogénico del tratamiento.

La aplicacién de temperatura durante el periodo
postembrionario completo {24 a 240 h), wmostré una respuesta
semejante al tratamiento anterior aunque se recobrd una frecuencia
mayor de manchas grandes (0.75) y una frecuencia total de 2.38,
curiosamente no se incrementd la frecuencia de manchas chicas con
respecto al tratamiento anterior. Al calcular el nimerc de manchas
que se esperarian bajo un modelo aditive de los tratamientos
durante la fase larvaria y la postlarvaria se encontrd un déficit
de manchas chicas (1.62) con resgpecto a las esperadas (1.99), lo

que se explica porque las manchas chicas surgen durante lag dltimas
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divisiones celulares por lo gque realmente no se esperaria un
incremento en su frecuencia en el tratamiento postembriconaric. Con
respecto a las manchas de mads de 3 células, se recobraron mis de
las esperadas (0.75 y 0.61, respectivamente}. El tamafio de estas
manchas se ubicd en el intervalo de 33 a 64 células, lo que resulta
interesante ya que sugiere gue se originaron cuando las larvas
tenian mids de 120 h de edad. La frecuencia de induccidn de clones
% 10% células fue el mayor obtenido en todos los tratamientos
{9.8).

Log datos obtenidos resultan interesantes porgue indican que
en general, la mayor parte de las manchas recobradas en la SMART
(incluyendo las manchas recobradas en organismos no tratados)
surgen principalmente después de las 120 h de edad, es decir,
durante 1é histogénesis gue se lleva al cabo en la metamorfosis y
s6lo en el caso de compuestos fuertemente genotdxicos se llegan a
inducir manchas con origen mis temprano. Asf, como se ha mostrado
por otros estudios, esta etapa del ciclo de vida resulta la mis
sensible y de interés en el estudio de la mutagénesis (Demerec,
1965; Wilkins 1986; Pomerai 1990).

Otre aspecto interesante es la nula inducciédn de manchas
gemelas. Debe recordarse que estas manchas surgen por eventos de
recombinacidn entre el marcador proximal (flr) y el centrdmero, lo
que sefiala a una zona principalmente heterocromitica. Se ha
propuesto que la temperatura es capaz de provocar alteraciones en
la estructura del ADN las cuales son reparadas principalmente por

recombinacidén (Munroc et al, 1984; Desrosiers and Tanguay 1985;
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Maldonado et al, 1993; Arcos et al, 1995); =sin embargo, la
priacticamente nula induccidén de estas wmanchas sugiere que la
recombinacién en las zonas heterocromdticas participa poco en la
reparacién del dafio inducide o bien, que estas zonas son menos
afectadas, 1lo cual podria entenderse con base en la mayor
compactacidén del ADN en estas regiones {Desrosiers et al, 1986).

Al analizar el efecto de la temperatura en moscas portadoras
de inversiones wiltiples (Ser) debido la presencia del cromosoma
balanceador (Fig. 16}, se observdé que al igual que en su
contraparte gilvestre, la exposicién durante la fase larvaria no
incrementd la frecuencia de manchas con respecto a su testigo
concurrente; sin embargo, la exposicidn en la etapa postlarvaria
produjo el miximo efecto en las moscas Ser, lo que apoya el hecho
de que esta etapa es la més vulnerable en el desarrcllo de 1la
mosca. La contribucién de la recombinacidén, estimada mediante la
diferencia en la respuesta de ambos tipos de mogcas indicd que sélo
2l 43 % de las manchas son producidas por eventos de naturaleza
recombinogénica y el resto tienen un origen diferente, ya que el
ramafioc de las manchas fue también grande, puede decirse que la
temperatura efectivamente produce alteraciones en el ADN que son
heredables ya gue se transmiten a las células hijas que forman un
clon.

En la expogicidén durante la fase postembrionaria la respuesta
fue diferente. Las moscas portadoras de inversiones sélo muestran
el 20 % del total de eventos recobrados en las moscas libres de

. Cx s e d
inversién. Una posibilidad eSS que en esta etapa las moscas
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portadoras de inversién sean mis sensibles ya que la demanda de la
recombinacién en la produccién de manchas se incrementa, por lo que
probablemente se estén perdiendo algunas de las células dafiadas;
esto no necesariamente resulta letal para la mosca va que se ha
determinado experimentalmente que las células que forman las alas
pueden llevar al cabo divisiones celulares extras para cubrir la

superficie de las alas (Garcia Bellide y Merriam, 1971).

Efecto del arsénico

De las dos sales de arsénico, el arsenatc a la concentracidn
mds baja (0.2 ppm} incrementd la frecuencia de manchas totales. El
arsenito de sodio no tuvo un efecto significative., En la figura 23
se comparan las frecuencias de manchas por ala recobrados en log
tratamientos con las dos males de argénico. En comparacién con el
arsenato de sodio, la frecuencia de manchas de los lotes con
argenito de sodio son menores a la del testigo. Este resultado
apoya el reportado por Ramos et ql. (1995} en Drosophila, quienes
encontraron que el arsenato de sodio resulta mis genotdxico que el
arsenito de sodio en exposiciones crénicas. Lo anterior es
relevante porque gran parte de los estudios de mutagénesig han
conferido una mayor actividad al arsenito de sodio, aunque en los
estudios in vivo esta actividad no ha podide ser comprobada
(Leonard y Lauwerys, 1980; IARC,1987; Tripathy et al., 1990) . Ramos
¥y Rodriguez ({1995) proponen que la gran toxicidad del arsenito de
sodio es responsable de la baja actividad de este compuesto y han

sugerido que su actividad puede ser principalmente como comutidgeno.
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Ademds el arsenito de sodio ha sido calificado como un fuerte
inductor de estrés ya que interfiere con la actividad de gran
cantidad de enzimas e induce aproximadamente el 80 % de las hsp que
se inducen en tratamientos con temperatura {Parker et al.,1987;
Jedlicka et al., 1997}, lo anterior explicaria parcialmente porqué
la frecuencia de manchas de los lotes con arsenito es menor a la
del testigo, esta actividad podria ser responsable de los reportes
en los que se califica al arsenito de sodio como un antimutdgeno
{Leonard and Lauwerys, 1980). Por su parte, el arsenato de sodio esg
menos tdxice por lo que penetra con mayor facilidad a los
organismos y posteriormente es transformado a la forma As(III} en
la que probablemente produce dafic, no es considerado un inductor de
egtrés eficiente. La menor toxicidad del arsenato le ha restado
importancia en los estudios de mutagénesis, sin embargo como ha
sido mostrado en el caso de Drosophila por Ramos et al. {(1995), su
potencial mutagénico es mayor en exposiciones crdnicas. En el
pregente estudio, se muestra que ambos compuestos son genotdxicos
y capaces de inducir manchas de mds de 3 células, por lo que el
efecto resulta heredable y mayor en el caso del arsenato de sodio.

Se ha propuesto gque el egtrés térmico induce en las células el
desarrollo de un estado transitorio de termotolerancia y en algunas
gituvacicnes también de gquimiotolerancia, a través de la induccidn
de proteinas de estrés térmico {Lavole et al., 1993). Landry y col.
{1991) proponen gue las HSP27 juegan un importante papel en el
desarrollo de esta respuesta, como habilidad transitoria para

gobrevivir. Ademds se ha reportado que las células de diferentes
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organismos responden al estrés térmico con la induccién de 1la
sintesis de un pequefio grupo de proteinas de estrés térmico, HSP
cuya funcidén es proteger a las cé€lulas de este tipo de estimulos
{Arrigo et al., 1980; Findly y Pederson 1981; Tanguay 1983;
Lindguist, 1986; Parker et al., 1987). Por su parte, Jedlicka et
al., (1997) proponen que los factores de transcripcidn del estrés
térmico (HSF)} tienen un papel esencial en la habilidad de los
organismos para sobrevivir a un estrés térmico extremo.

Los cotratamientos con arsénico y temperatura arrojaron los
resultados esperados, ya que ahora no se recobrd induccidn de algin
tipo de mancha por el arsenato y el arsenito de sodio (Figs. 21 y
22). La frecuencia de manchas fue menor a la de sus testigos
concurrentes y tampoco se indujeron manchas grandes en las
concentraciones probadas. Las menores frecuencias de manchas por
ala recobradas en el tratamiento con arsenito de sodio ¥
temperaturé indican que aungue ambos tratamientos son inductores de
estrés, la respuesta inducida es diferente y mayor cuando se
encuentran presentes ambos inductores (Leonard et al., 1980;
Desrosiers et al., 1986; Tripathy et al., 1990).

Un aspecto gue reguiere ser probado experimentalmente es si la
temperatura induce también gquimiorresistencia, es decir, si
confiere a los organismos expuestos mayor capacidad para tolexar
concentraciones de compuestos que en otras condiciones resultarian
letales.

los resultados obtenidos en este trabajo confirman que el

modelo in vivo de Drosophila melanogaster y la prueba de mutacidn
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y recombinacién somidticas constituyen una metodologia sensible,
versatil, econfmica y confiable para estudiar las interacciones

entre varios compuestos de interés.
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CONCLUSIONES

1. La temperatura per se induce mutacién y recombinacién

gomaticas en células de las alas de Drosophila melanogaster.

2. Las alteraciones inducidas en las células somaticas son de

naturaleza heredable.

3. La exposicién aguda a una temperatura elevada confiere
termotolerancia a las células expuestas por un periodo menor
a 3 h.

4. 1a sensibilidad a la exposicién a una temperatura de 29.5 °C
durante diferentes etapas del desarrollo postembrionaric se
encuentra en el orden: etapa postembrionaria > etapa

postlarvaria » etapa larvaria.

5. En exposiciones cronicas a 25°C, el arsenato de sodio es més

genotbéxico que el arsenito de sodio.

6. En el estadio larvario la exposicién proleongada a una
temperatura superior a la Sptima reduce el efecto genotdxico

del argenato y del arsenito de sodio.

7. El modele in vivo de Drosophila es 1Util en el estudio del
efecto residual del estrés y la induccién de termotolerancia

y quimiotolerancia.
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