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INTRODUCCTION

En el presente estado del conocimiento, el progreso de -
las ciencias biolégicas equivale al progreso de la medicina, ya que
esta disciplina basada frecuentemente en las generalizaciones de 1a
biologfa, recurre a la informacién biol6gica para fundamentar sus -
adelantos. Puesto que el objetivo de la ciencia hecha por el hombre
es el hombre mismo, prdcticamente cualquier conocimiento que se ob-
tenga acerca de los seres vivos es relevante al entendimiento de la
naturaleza humana y a la conservacifn de la salud.

ET punto de partida 16gico es la genética, como ciencia
central de la biologia y de la radiobiologia, si se considera que -
el control genético del organismo y de cada una de sus células cons
tituye un aspecto bdsico para las ciencias naturales, dado que en -
la actualidad es una generalizaci6n vdlida la que sefiala que los --
efectos biolbgicos de las radiaciones se deben principalmente a los
disturbios inducidos en el mecanismo genético. No es un resultado -
casual, por consiguiente, que el florecimiento de Ta radiobiologfa
coincide con la consolidacién de Ta genética.

Cuando se originé la genética de las radiaciones en 1927,
con los experimentos de Muller, quien demostrS que 10s rayos X pue-

den alterar al gene, se anticipé Ta utilidad de Ta aplicacién de --




las radiaciones ionizantes a la biologfa, al disponerse de una he--
rramienta que induce variabilidad genética en el grado que se desee
Y que ademds contribuye a Ta resolucidn de la estructura genética.-
No obstante, dicha herramienta se calificé como relativamente cruda,
ya que la acumulacidn de iones con energia suficiente afecta a cual
quier tipo de molécula en su trayectoria. A pesar de esta falta de
especificidad, la genética de las radiaciones constituye un campo -
muy fructifero de investigacidn en el que colaboran genetistas, ra-
diobiélogos y biofisicos.

Por su misma naturaleza, la genética de las radiaciones
implica ademas de investigacidn basica, aplicaciones de sus propios
principios. Por ejemplo, al considerar que grandes segmentos de la
poblacién humana estdn expuestos, ya sea a rayos X en estudios de -
diagnéstico, o bien a 1luvia radiactiva, se ha puesto mucho interés
sobre la investigacion del riesgo genético de las poblaciones, re--
sultante de exposicion general a agentes mutagénicos tan activos co
mo son las radiaciones ionizantes. Por consiguiente, se justifica -
el gran esfuerzo realizado para la obtencién de datos sobre la tasa
de mutacion de mamiferos, con la esperanza de extrapolar Tos resul-
tados a 1a tasa de mutacion correspondiente a Homo sapiens.

Una de Tas especialidades mas relevantes de los radiobid
logos, es 1a exploracion de Tos problemas involucrados en el enveje
cimiento. E1 dafio derivado de la modificacion de la informacion ge-
nética contenida en las células somdticas, se‘resuelve gradualmente

utilizando diversos agentes controlables en experimentos, tales co-




mo los efectos mutagénicos de la radiacidn, en concordancia con los
efectos a largo plazo que ocurren en los organismos irradiados, en
relacion con el envejecimiento.

Existen muchas teorfas propuestas para explicar el fené-
meno conocido como envejecimiento. Dichas teorias difieren en sus -
proposiciones bdsicas referibles principalmente a defectos genéti--
cos intrinsecos o bien a la acumulacidn al azar de mutaciones somd-
ticas. Es claro que el envejecimiento tiene un componente genético
y un componente ambiental segin Comfort (1968): "La mayoria de los
gerontdlogos defienden una hipdtesis general sobre el envejecimien-
to, como la pérdida de informacidn celular probablemente en células
fijas y originalmente a nivel molecular". Esta pérdida de informa--
cidn celular que es esencialmente irreversible, es dependiente del
tiempo, de tal modo que se alcanza una etapa en la que el individuo
no puede responder eficientemente a las variaciones ambientales.

Aunque el envejecimiento tiene su expresién a nivel celu
lar, los eventos iniciales que conducen al deterioro de un organis-
mo con el paso del tiempo, ocurren indudablemente al nivel molecu--
lar. Por consiguiente, es de primera importancia investigar los me-
canismos por medio de los que la célula regula 1a sintesis y la ac-
tividad de sus enzimas, incluyendo el examen de los mecanismos de -
control de Ta transcripcidn y de la translaci6n de la sintesis pro-
téica, de la represion y de la desrepresifn, as? como el control --
hormonal.‘

Cada especie muestra un perfodo de vida medio y maximo -




(Lansing, 1959) 1o que implica claramente factores genéticos. Se ha
sugerido que la explicacidn para este fendmeno resida en los geno--
mas, ya sea que tengan programas genéticos diferentes o bien, diver
sos grados especificos de mutabilidad. Estos conceptos son posibili
dades interesantes que han contribuido moderadamente a la interpre-
tacion en términos moleculares.

En el hombre, 1a longevidad tiene una base genética (Lan
sing, 1959; Kallmann y Jarvik, 1959). Existe una correlacién positi
va entre el periodo de vida de los progenitores y la de sus descen-
dientes; los gemelos monocigdticos tienen un perfodo de vida mds si
milar entre si que el de los gemelos dicig6ticos, quienes a su vez
tienen un periodo de vida mds semejante que el de los dos indivi---
duos tomados al azar en una poblacion. Las causas de Ta muerte en -
gemelos monocig6ticos son similares en una proporcidn dos veces ma-
yor que en los gemelos dicigfticos, aunque se desarrollen en condi-
ciones ambientales diferentes (Kallmann y Jarvik, 1959). Las muje--
res viven mds tiempo que 1os hombres, aunque no parecen estar invo-
Tucrados genes ligados al sexo en la determinaci6n de l1a longevidad.

Se requiere una discusifn mas cientifica y mas amplia, -
sobre los prospectos y directivas para la investigacion sobre el en
vejecimiento, porque en la actualidad este problema no es, en gene-
ral, del conocimiento de los investigadores que nho son especialis--
tas en dicho campo, por 10 que Tas decisiones que se planeen pueden
ser ficilmente influidas por el tono optimista o pesimista de los -

investigadores especialistas. Los organizadores de investigacion re




quieren estar enterados de la existencia de prospectos razonables,-
sobre 1a identificacidn de un proceso principal en el envejecimien-
to de Tos mamiferos, que podria ser sometido a interferencias que -
alargaran el periodo de vida.

Aunque Ta posibilidad de una influencia sencilla en gran
escala sobre Ta duracién de la vida humana no se puede excluir en ba
se a lo que se conoce en Ta actualidad, 1a mayor parte de los inves
tigadores considera a la senectud de los mamiferos como un proceso
tan complejo como las alteraciones inductoras de malignidad tisular,
mientras otros investigadores con base en estudios evolutivos o en
principios de genética, sefialan que el proceso es esencialmente no
modificable debido a razones de diversidad (Medawar, 1945; Strehler,
1962) . Junto con la pérdida de programacién que descompensa progre-
sivamente 1a homeostasis en funcién de la edad, se reporta la acumu
lacion de defectos genéticos inaccesibles a la seleccibn, por lo --
que este pesimismo podria estar justificado.

A juzgar por los congresos y publicaciones recientes, la
mayoria de los investigadores en gerontologfa, tienen una hipdtesis
general principal sobre el envejecimiento que se expresa como la -~
pérdida de informaci6n celular a nivel molecular probablemente en -
células fijas, siendo secundarias la dishomeostasis de otros tipos
por la pérdida de informacidn neuronal, endocrina e inmunolégica. -
Dicha hipétesis estd basada en la historia natural del envejecimien
to en los organismos en general, o sea, en la biologfa de 1a radia-

cion, asT como en las matemdticas estocdsticas aplicadas a las ta--




blas de supervivencia. E1 contenido de informacién de ADN en las cé
Tulas postmitdticas en edades sucesivas, no se ha medido, 10 que po
dria sugerir que la hipétesis estd equivocada.

La teoria general no excluye una identidad Gtil entre --
las causas del envejecimiento entre organismos diferentes, por ejem
plo, entre los imagos de insectos y los cultivos de células de mami
feros, 1o que aumenta las posibilidades experimentales de prueba.

En Drosophila se puede inducir acortamiento de la vida -
por irradiacién o bien por adicion al alimento de andlogos de amino
dcidos (Von Hahn y Verzar, 1963; Harrison y Holliday, 1967) antes -
de que el estado postmitético se establezca, o sea, durante la vida
larvaria.

Se dispone actualmente de técnicas experimentales para -
el examen directo del funcionamiento del ADN en células fijas me---
diante la deteccidn de materiales sin sentido (Orgel, 1963), asf co
mo de evidencias sobre sintesis compensatorias para restaurar la --
pérdida de precisidén en la sintesis protéica (Clarke, 1966; Wulff,-
1962) siguiendo los experimentos propuestos originaimente por May--
nard-Smith (1959, 1962, 1966).

Entre los experimentos conclusivos sobre el problema, se
tiene a los que demuestran que la informacién celular puede ser pro
tegida mediante substancias gque prolongan la vida de células fijas.
Los reportes de Harman (1961) sobre el efecto de agentes antioxidan
tes como prolongadores del periodo de vida en ratones y los datos -

presentados en esta tesis constituyen, probablemente, contribucio--




nes vdlidas en favor de la proteccidn de 1a informacidn genética.
La interpretacion de los datos experimentales resefiados
en el presente trabajo, parece ser compatible con algunos de los --
postulados de 1a teoria de Ta mutacidn somdtica del envejecimiento,
dentro de los 1imites impuestos por las consideraciones que se ana-
lizan. Estos datos, que no constituyen una prueba de la teorfa, tam
poco la refutan. En general, las teorfas concernientes a los meca--
nismos del proceso normal de envejecimiento, son extremadamente di-
ficiles de probar en el terreno experimental, por 1o que cualquier
resultado experimental relevante al problema, ya sea inconclusivo,-
o bien, que tenga una corrélacién definitiva con las hip6tesis de -
trabajo, posibilita otros mecanismos factibles de ataque, para la -

resolucidn ulterior del problema.




CAPITULO I

POSIBLES MECANISMOS DEL ENVEJECIMIENTO Y SU RELACION
CON EL ACORTAMIENTO DE LA VIDA EN ORGANISMOS IRRADIADOS

Los argumentos relativos a los procesos generales involu
crados en el envejecimiento natural de los mamiferos, y a los facto
res analizables que los aceleran o retardan, pueden explicar asimis
mo, algunos de Tos aspectos comparativos de la senectud. Los datos
inclufdos dentro de este contexto fueron extraidos, a juicio del au
tor, de 1a Titeratura tan abundante de que se dispone sobre las in-
vestigaciones y acerca de Tas teorfas explicativas del envejecimien
to en una multitud de especies. E1 prop6sito principal, no es la --
elaboracién de un sumario comprensivo de los procesos que intervie-
nen en el envejecimiento, sino la evaluacion de algunas de las teo-
rias mds generalizables que se han formulado, asi como de la eviden
cia que las apoya o las contradice.

Es notable 1a atencidn de que ha sido objeto 1a biologia
de 1a senectud y su modificacion por factores externos durante 1a -
(1tima década, como 1o indica 1a abundante Titeratura sobre los va-
riados aspectos del problema, discutida en numerosas reuniones de -

investigadores (Shock, 1960; Handler, 1961; Harris, 1962; Krohn, --




1966; Lindop y Sacher, 1966). Los experimentos realizados en el ra-
tén, en Drosophila y en otros insectos, son particularmente relevan
tes en ese orden de importancia, considerando las escasas conclusio
nes aceptadas para la formulacidén de una hipdtesis tendiente a la -
generalizacidn.

Los investigadores que han dedicado un periodo valioso -
de su vida al estudio de los procesos del envejecimiento, comprome-
ten su opinidn entre los aspectos del problema que juzgan significa
tivos y las nociones que a su criterio son aparentemente triviales.
Por.otra parte, la evaluacion de los postulados estd en funcidn de
Tos resultados experimentales, y su defensa no se funda necesaria--
mente en las secuencias del tipo causa y efecto, ya que los mecanis
mos propuestos se derivan en algunos casos, a 10s procesos observa-
bles que son consistentes con la informacion aceptada. En la dispo-
nibilidad de varias hipotesis que cumplan con el criterio anterior,
se favorecen aquéllas que requieran el componente mds reducido de -
suposiciones.

Previamente a la discusidn, es conveniente recordar, que
1os postulados que tienden a la generalizacifn de los conceptos bio
16gicos, como ocurre con las teorfas sobre el envejecimiento, deben
confrontar, tanto los hechos pertinentes, como las observaciones ex
perimentales. Las teorias enunciadas que incluyen, por ejemplo, la
alteracion de l1a coldgena en relacifn con la edad, ciertos pardme--
tros bioguimicos, el comportamiento celular en Tlos cultivos de teji

dos, etc., deben ser concordantes con las observaciones procedentes




de otras 1ineas de investigacidn, ya que la literatura bioldgica es
tan basta, que mediante una seleccién apropiada (si bien inconscien
temente predispuesta) de hechos, se puede sustentar cualquier teo--
ria a condicion de que se formule razonablemente.

Las observaciones numerosas y los resultados experimenta
les en el campo de la gerontologia se pueden dividir, en aquellas -
que son pertinentes, y que por consiguiente contribuyen a la vali--
dez de 1o que se considera admitido, y 1as que en relaci6n con los
postulados tedricos constituyen (nicamente obsef&aciones neutrales.
Por ejemplo, la desnutricién durante Tas primeras etapas del desa--
rrollo que prolonga significativamente la vida de algunos animales
(Mc Cay, 1952; Fanestil y Barrow, 1965), y las dos%s relativamente
bajas de irradiacién que retardan el envejecimiento en el ratén y -
en Dnosophila, son observaciones que pueden clasificarse en rela---
cién con el problema, como descubrimientos neutrales.

En el estudio del envejecimiento es necesario distinguir
claramente las modificaciones tisulares y la debilitacién producida
por los procesos bdsicos que caracterizan a la senectud, de los ---
eventos patoldgicos que tienen una relacidén escasa con el envejeci-
miento. En el hombre y en varios animales de laboratorio se puede -
aminorar la interferencia del componente patolégico gracias a lo --
que se conoce acerca de la incidencia natural de numerosas enferme-
dades al aumentar 1a edad, asT como del debilitamiento observable -
en las poblaciones que se desarrollan en condiciones dptimas. En es

te respecto es necesario evaluar con cierto rigor las conclusiones
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obtenidas exclusivamente a partir de tablas de supervivencia de di-
ferentes 1ineas de la misma especie con diversos perfodos de vida.-
Por ejemplo, una 1inea de ratones cuyos individuos mueren de leuce-
mia alrededor de los doce meses de edad, no puede considerarse como
un ejemplo de la aceleracidon del envejecimiento al compararla con -
otra 1Tnea cuyos individuos tienen un periodo de vida cercano a dos
afios y medio. En forma similar, cuando el periodo de vida se acorta
mediante algln procedimiento experimental, las conclusiones sobre -
la posibilidad del envejecimiento precoz o del envejecimiento acele
rado no se justifican si no se tiene un control sobre los factores
patoldgicos que puedan modificar el proceso. E1 problema se simpli-
fica en los estudios en Drosophila, mediante una poblacidn testigo
constituida por numerosos individuos, que desarrolldndose en condi-
ciones Optimas tienen una supervivencia media reproducible en cada
experimento, que en ausencia de los factores externos que se anali-
zan, representa el perfodo de vida media Gptima para la 1inea que -
se investiga.

En la imposibilidad para obtener mejor informacién sobre
las alteraciones bioguimicas, fisiol6gicas y patoldgicas que prece-
den al punto final de la vida, Kohn (1966) sefiala que son mds signi
ficativos los experimentos que prolongan la vida mds alld del perio
do 6ptimo, que los tratamientos que acortan dicho perfodo. En otros
trabajos (Fé1ix et al. 1970a, 1970b y la presente tesis), se discu-
ten Tos resultados obtenidos por el autor scbre el alargamiento de

la vida media de D. melanogasten mediante la adicién de compuestos
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antioxidantes al medio de cultivo, asi como por dosis bajas de irra
diacion aplicadas a los adultos. Ambos efectos son explicables me--
diante las hipdtesis congruentes que se discuten en los capitulos -

correspondientes.

Teorfas sobre los mecanismos fundamentales que intervienen en el en

vejecimiento e interpretacion de Tos factores modificantes de Ta ve
Tocidad del proceso.

ET envejecimiento es un proceso gradual de deterioro, --
que es acompafiado en general por modificaciones estructurales y fi-
sioldgicas en la mayor parte de los sistemas de 6rganos (Korenchevs
ky, 1961; Brues y Sacher, 1962; Strehler, 1960; Shock, 1962). Algu-
nos investigadores acentian la distincidn entre el "envejecimiento
fisioldgico" y el "envejecimiento patoldgico" implicando que l1a sus
ceptibilidad aumentada a varias enfermedades, puede ser un componen
te significativo del proceso de envejecimiento, ya que a medida que
pasa el tiempo se manifiestan diferencias en el grado de deterioro
de los tejidos. En general, 1a muerte se debe al fracaso funcional
de uno o de varios Grganos en los que hay poca divisibn celular, de
To que se deduce que las células defectuosas son seleccionadas en -
algunas poblaciones celulares en proliferacion. Desde este punto de
vista es razonable 1a opinidon de Comfort (1956}, que define al enve

jecimiento como el proceso biolGgico que aumenta la susceptibilidad
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a la enfermedad. Aunque son obvias las excepciones a esta defini---
cidn, la generalizacidn obedece a un criterio razonablemente bueno.
Adn el céncer y la arterioesclerosis se clasifican como procesos se
parables del envejecimiento, aunque los tejidos longevos ofrecen un
médio favorable para el desarrollo de ambos padecimientos, soportan
do por otra parte, los efectos indirectos de otras enfermedades en
una forma menos efectiva que los tejidos jdvenes.

La definicién de Maynard Smith (1966) implica el concep-
to de Comfort, pues incluye a todos los procesos que condicionan en
el individuo una mayor probabilidad para morir en un intervalo de -
tiempo dado a medida que envejece, por 1o que durante el proceso de
envejecimiento tiene Tugar un aumento en la fuerza de mortalidad en
funcién de la edad.

Existen dos maneras de demostrar que el envejecimiento -
ocurre en una especie dada. Una es la medida de un aspecto fisiol6-
gico en individuos de diferentes edades, o en el mismo individuo a
edades diferentes. Por ejemplo, si se mide cada afio 1a velocidad de
una :persona para recorrer la distancia de 100 metros, a partir de -
la edad de 30 afios, se registra una disminucion gradual al princi--
pio, que se hace mds pronunciada con el paso del tiempo. E1 segundo
método mide el incremento de Ta fuerza de mortalidad en una pobla--
¢ién. Si Ta fuerza de mortalidad aumenta con la edad, tiene lugar,-
efectivamente, el envejecimiento, en vista de que no hay razones pa
ra asumir que los individuos Tongevos estdn expuestos a condiciones

mds severas que los jdvenes.
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La primera conclusidn que se puede obtener en relacidn -
con los dos procedimientos, es la imposibilidad para deducir de la
forma de una grafica derivada de los datos en una tabla de supervi-
vencia, algin postulado en relacién con otra grdfica que represente
la modificacion de algin aspecto fisiolfgico contra la edad. Por --
ejemplo, si se grafica la tabla de supervivencia, ya sea como el 1o
garitmo de la supervivencia contra el tiempo, en cuyo caso una po--
blacién con una fuerza constante de mortalidad daria una 1inea rec-
ta, o como el Togaritmo de 1a fuerza de mortalidad contra la edad -
(funcién de Gompertz), que da una linea aproximadamente recta en al
gunas poblaciones, se obtiene Unicamente informaci6n acerca del por
centaje de mortalidad en los individuos que constituyen una pobla--
cién en relacidn con su edad. Tales diferencias se deben a la diver
sidad genética entre los miembros de la poblacién, a diferencias en
tre las circunstancias ambientales que confrontan, o a la inciden--
cia de eventos al azar que influyen sobre el proceso durante la vi-
da de cada individuo. Por consiguiente, la forma de las grdficas de
rivadas de tablas de supervivencia indican algln paradmetro relativo
al grado de variabilidad genética de la poblacidn, el efecto de la
diversidad de las circunstancias ambientales, o bien la incidencia
de eventos que ocurren al azar, sin valorar el grado de desarrollo
de Tos procesos de enyejecimiento en individuos de diferente edad.-
Aunque los dos métodos sefalados demuestran que los procesos de en-
vejecimiento tienen lugar, no toman en consideracion los eventos in

trinsecos causativos de tales procesos. Las tablas de supervivencia
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dan una medida aproximada de la suma total de todos los procesos de
envejecimiento que estdn ocurriendo, mientras que los datos fisiol6
gicos ilustran con precisifn algin aspecto especifico del envejeci-
miento.

Resulta de interés, por consiguiente, la investigacidn -
sobre las caracteristicas del tejido senil, asf como de las causas
intrinsecas que pueden explicar su origen. Las numerosas teorfas al

respecto son reunidas a continuacion en tres categorias generales.

I. Acumulacién de productos dafiinos del metabolismo

Ciertos productos como 1a coldgena, se acumulan en algu- ~
nos tejidos dando a los 6rganos la apariencia caracteristica de 6r-
ganos envejecidos. Mientras la acumulacién ocurre en forma notable
en algunos tejidos, en otros no tiene lugar; el envejecimiento de la
piel constituye el ejemplo mds ilustrativo. Casarett (1964) sefiala
que durante el envejecimiento normal de los mamiferos, tiene lugar
un proceso dafiino progresivo al nivel histopatoldgico definible co-
mo el incremento de la "barrera histohemitica", cuyo principal cons
tituyente es el tejido conectivo que separa a la sangre de las célu
las del parénquima. A través de dicha barrera se efectla el inter--
cambio de oxigeno, de bifxido de carbono, de nutrimentos y de pro--

ductos metab6licos. E1 espesamiento de 1a barrera histohemitica in-
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volucra un aumento de la densidad fibrilar y de la coldgena, con el
descenso correspondiente en el componente bdsico del tejido conecti
vo, 1o que origina l1a fibrosis arteriolocapilar.

Los investigadores en el campo de la biologia celular re
conocen que los procesos bioldgicos pueden ser modificados por el -
material no viviente que rodea a las células, aunque por otra parte,
es frecuente que Tos gerontdlogos no consideren el papel que desem-
pefian las substancias extracelulares que intervienen en el envejeci
miento, a pesar de que se ha demostrado repetidamente que las alte-
raciones que ocurren en las protefnas fibrosas del tejido conectivo
pueden explicar una buena proporcion de las manifestaciones del en-
vejecimiento en los mamfferos.

Las principales protefnas fibrosas del tejido conectivo,
que son la coldgena, la elastina y 1a reticulina presentan altera--
ciones similares que contribuyen a las debilidades relacionadas con
el envejecimiento. La coldgena ha sido estudiada extensivamente, --
considerdndosele como un modelo del envejecimiento de las protefinas
fibrosas estables. Dada su alta proporci6n y distribucién en el or-
ganismo de los vertebrados en general, las alteraciones tan nota---
bles en su composicién y en sus propiedades, deben producir efectos
observables en el organismo.

E1 papel biolégico de 1a coldgena depende de 1a distribu
cion de 1a fuerza y de la elasticidad de las fibras maduras que la
constituyen, ya que su distribucidn alrededor y a través de los 6r-

ganos y de los vasos sanguineos le permite soportar las tensiones y

16




mantener la forma de los 6rganos (Oderr, 1964). Las células muscula
res, cuya sarcolema contiene coldgena, se contraen dentro de un ar-
maz6n de coldgena (Kono et af., 1964). Varios investigadores han --
propuesto que la fuerza es transmitida de las c&lulas del mdsculo -
liso a otras células por medio de redes de coldgena (Mullins y Gun-
theroth, 1965; Wiederhielm, 1965). Finalmente, se acepta que en las
relaciones tisulares, cualquier substancia que pase entre las célu-
las y los vasos sanguineos, debe hacerlo a través de la coldgena.

Entre las causas principales de la muerte dé los indivi-
duos de una poblaci6n humana que envejece, se han propuesto secuen-
cias de causa a efecto entre un tejido conectivo que se hace rigido
y las lesiones patoldgicas inherentes. En resumen, la incidencia de
hipertensidn y arterioesclerosis pueden ser explicados, por el in--
cremento en la rigidez de los vasos mds delgados, por la difusién -
disminuida de nutrimentos y de otros materiales a través de las pa-
redes de los vasos, con la inflamacién consecuente y por las compli
caciones resultantes de la acumulacién de sales minerales y de 11pi
dos. Es probable que el descenso de 1a resistencia a la infeccidn -
tenga su origen en 1a imposibilidad resultante para que las hormo--
nas, nutrientes y anticuerpos 1leguen a los sitios criticos en las
concentraciones necesarias, asi como en la insuficiente eliminacién
de substancias dafiinas {Kohn, 1966).

En la actualidad parece evidente que la radiacidn no ace
lera la iniciacidn o el progreso del envejecimiento natural en to--

das sus manifestaciones. En efecto, en el hombre y en los mamiferos
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la radiacidon no abrevia el perfodo de latencia de todas las enferme
dades que caracterizan a la senectud, como seria de esperarse si to
dos los procesos de envejecimiento fueran acelerados (Alexander y -
Connell, 1963).

No obstante, es un argumento importante en contra de la
teoria que se discute, que las dosis de irradiacidn que acortan el
periodo de vida no aceleran la agregaci6n de la coldgena, que apa--
rentemente no muestra modificaciones en los animales irradiados ---
(Connell y Alexander, 1959; Darden et al., 1963; Verzar, 1957). Ade
mds, los 6rganos, como el misculo esquelético, que no acumulan los
productos dafiinos del metabolismo mencionados, se alteran notabie--
mente con la edad, constituyendo, de hecho, uno de los sintomas mis
caracteristicos del envejecimiento.

Una de las alteraciones celulares mds generales que se -
pueden relacionar con el envejecimiento consiste en la acumulacién
progresiva de granulos de lipofucsina en ciertas cé€lulas del orga--
nismo (De Robertis y Saez, 1960; Bondareff, 1959; Bourne, 1957; Wil
cox, 1959). Los granulos de lipofucsina, que constituyen el 1lamado
“pigmento del envejecimiento" se derivan de los procesos de deshe--
cho en el citoplasma (Boyd, 1953).

Uno de los ejemplos mds conocidos consiste en la 1lamada
"atrofia parda del corazén", que es una caracteristica visible de -
1a vejez localizada en el miocardio. En las preparaciones histolégi
cas, el pigmento se observa como resultado de una aglomeracién de -

grénulos de color pardo en el misculo cardfaco y en otros tejidos

18




como en las células nerviosas, en el compus fufeum, en la gldndula
prostdtica y en las células intersticiales de los testiculos.

Sin embargo, se conoce relativamente poco acerca del sig
nificado del "pigmento del envejecimiento", cuya presencia debe ser
especialmente significante en las células de Organos vitales, tales
como el corazon y el sistema nervioso central. Los estudios mds re-
cientes, con aplicacién de técnicas histoquimicas al nivel de reso-
lucion del microscopio electrénico, posibilitan una visi6n mds di--
recta de la significacion funcional de estos grénulos pigmentados.

Se ha reunido evidencia en favor de que el pigmento del
envejecimiento se relaciona con la estructura celular conocida como
lisosoma. Segin 1a opinién de De Duve (1959a) los lisosomas contie-
nen la mayor parte de las enzimas celulares que pueden fragmentar -
practicamente cualquier substancia presente en la célula. En circuns
tancias normales, las enzimas de los lisosomas tienen relaci6n con
los procesos de degradacién orgdanica necesarios para proveer a la -
célula con Tos nuevos materiales que se requieren para la recons---
truccitn de los componentes estructurales necesarios para el mante-
nimiento de procesos metabGlicos bdsicos (De Duve 1959b). Los liso-
somas se observan como bolsitas limitadas por su propia membrana, -
que contienen la mayor parte de las enzimas que al ser liberadas --
pueden causar la degradacién fisiolfgica de 1os compuestos conteni-
dos en la célula. La membrana que envuelve cada lisosoma evita que
las enzimas actlen sobre las estructuras celulares, lo que darfa Tu

gar a alteraciones profundas, ircluyendo a 1a muerte celular, ya --
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que se tiene evidencia substancial sobre la posibilidad de que los
lisosomas se activen bajo la influencia de una variedad de condicio
nes fisioldgicas o patoldgicas y sobre la destruccidn parcial o to-
tal de la célula bajo tales condiciones.

La activacidon de Tas enzimas digestivas de los Tisosomas
pueden dar origen a los lisosomas secundarios o derivados, uno de -
estos, denominado vacuola aut6faga, es de especial interés para el
estudio del envejecimiento. Las vacuolas aut6fagas se han observado
en una gran variedad de células en el transcurso de eventos metabd-
Ticos desfavorables que ocurren durante el ciclo celular, incluyen-
do a las condiciones patoldgicas resultantes del bloqueo o interfe-
rencia en las rutas metabélicas normales, por agentes como los ra--
yos X y los compuestos alquilantes (Brandes y Anton, 1966). La ma--
yor parte del material contenido en las vacuolas autéfagas es dige-
rido por las enzimas lisosomales, con excepcién de algunos compie--
jos 1ipoprotéicos. En este estado, las enzimas hidroliticas tienden
a desaparecer y parte del cuerpo celular queda ocupado por las va--
cuolas que contienen material indigerible. A estas estructuras se -
les denomina "cuerpos residuales" que no se pueden distinguir del -
pigmento del envejecimiento, por lo que De Duve (1§64) ha sugerido
que la acumulacién de residuos de 17pidos que tiene lugar durante -
el envejecimiento resulta de Ta actividad Tipolitica Timitada de los
1isosomas.

Strehler et af.{1959) demostraron que el pigmento del en

vejecimiento (lipofucsina) se acumula siguiendo una relacién cuanti
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tativa con la edad. Dichos autores postulan que "dada su ausencia -
en los individuos muy jovenes, su presencia casi sin excepcidn en -
los corazones envejecidos, la falta de correlacidn con alguna enfer
medad cardiaca y su acumulacién en el miocardio del hombre, cumple
con los requerimientos que definen a un proceso bdsico de envejeci-
miento".

Como se sefialé antes, es posible inducir rdpidamente la
formacién de cuerpos intracelulares similares al pigmento del enve-
jecimiento en individuos jﬁvenes, por agentes o procedimientos que
bloqueen las rutas metabdlicas normales. La irradiacién produce el
mismo efecto, por lo que el proceso puede considerarse como una ma-
nifestacion del envejecimiento prematuro posterior a Ta irradiacidn

en varios tipos de organismos.

II. E1 Uso y el desgaste organico

La observaci6n de que todos los objetos inanimados mues-
tran un desgaste gradual, hizo pensar que el envejecimiento podria
interpretarse en términos similares. Los efectos de la tensifn orgd
nica ("stress") sobre l1a salud fueron extensivamente analizados por
Selye, quien propuso una relacién entre el envejecimiento y los sin
dromes adaptativos que se desarrollan durante la tensidn organica -

(Selye y Prioreschi, 1960).
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E1 concepto de que una enfermedad pueda causar el acorta
miento de la vida, aunque tenga lugar una recuperacidon completa, es
muy antiguo, aunque no se ha podido demostrar. Jones (1956) y Com--
fort (1956) reunieron datos actuariales en favor de que el aumento
en la incidencia de enfermedades en una poblaci6n humana reduce Ta
supervivencia que es de esperarse y que por consiguiente, tiene al-
guna relacién tanto con el envejecimiento como con la muerte prema-
tura. No obstante, al definir dichos autores el envejecimiento como
el aumento en la mortalidad a una edad especffica, no implican que
la tensién orgdnica acelere el envejecimiento, sino que, la vida me
dia de los individuos decrece cuando la probabilidad de un evento -
fatal aumenta.

En resumen, mientras es obvio que la vejez disminuye la
capacidad para soportar la tensidn orgdnica, no se ha demosirado --
que Ta misma constituya per se una causa significativa del envejeci
miento.

Curtis (1961) y Stevenson y Curtis (1961) desarrollaron
una serie de experimentos para la evaluacién de la teorfa del uso y
desgaste orgdnico y del grado en que la radiacién puede considerar-
se como un tipo de tensidn orgdnica Unico, segin los efectos genera
les que tiene en el ratdn. En un experimento sometieron colonias de
ratones a los efectos de algunos compuestos téxicos como 1a mostaza
de nitrdgeno y el toxoide de la tifoidea, en dosis tan concentradas
que aproximadamente la mitad de los animales murieron durante el --

primer dia del tratamiento. Al comparar las curvas de supervivencia
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de los sobrevivientes con las de animales que recibieron una dosis

semiletal de rayos X, y con las del grupo testigo, encontraron que

los animales inyectados con los compuestos téxicos mostraron una ex
pectativa de vida semejante a la del grupo testigo, mientras que en
los animales irradiados se observf una reduccidn en el periodo de -
vida proporcional a la dosis administrada. E1 experimento demostrd

en esta aproximacion original al problema, que 1a tensibn orgédnica

no es un elemento causativo importante que acelere el envejecimien-
to. Posteriormente, se hicieron otros experimentos para generalizar
la conclusion anterior, administrando substancias téxicas durante -
periodos prolongados comparables algunas veces al de la vida del --
animal, estudidndose el efecto acumulativo de las tensiones repeti-
das durante la vida del ratdn. Se aplicaron varios agentes quimicos
no especificos, incluyendo a 1a mostaza nitrogenada administrada --
por via intravenosa e intraperitonal, el toxoide del tétano, la to-
xina del tétano y el toxoide de 1a tifoidea, asi como trementina --
por inyeccidn subcutdnea, que condicioné el desarrollo de grandes -
tlceras. Los agentes mencionados se aplicaron en la frecuencia ma--
yor permisible que no matase a los ratones. En algunos casos se ad-
ministrd una dosis casi letal tres dfas por semana durante un perio
do equivalente a las dos terceras partes de la vida de Ta poblacién
testigo, encontrdndose en todos los casos, que a pesar de la severi
dad de Tos tratamientos, el perfodo de vida no se modificéd signifi-

cativamente.
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I1I. Teoria de la mutacidn somdtica en relacidn con el envejecimien

to

La manifestacidn mds general de la desorganizacién orgd-
nica que tiene lugar espontdneamente se define como envejecimiento,
que es un proceso irreversible en el tiempo, a su vez acelerado pro
porcionalmente por la irradiacidén. E1 descenso gradual de la eficien
cia de los tejidos conduce al fracaso fisiol6gico de alguno de los
6rganos vitales, 1o que en el terreno de 1a radiobiologia se inter-
preta como una reparacién insuficiente del dafio inducido por una --
dosis de irradiaci6n que culmina con la pérdida de la vida, que es
una consecuencia eventual que tiene lugar después de muchas genera-
ciones celulares posteriores a la alteracién original. La relacidn
entre los dos eventos: dafio inicial y fracaso funcional es objeto -
de abundante trabajo experimental, ya que el efecto dafiino debido a
la irradiacidn, se mantiene Tatente durante un perfodo que compren-
de varios afios en algunos mamfiferos de vida larga, manifestandose -
finalmente en el acortamiento del periodo de vida y en la induccion
del céncer, a pesar de que en el lapso transcurrido tienen lugar --
una proliferacion celular ininterrumpida, asi como el mantenimiento
de una continuidad fisiol6gica. Con fundamento en estas premisas se
postula repetidamente, que el sitio donde se almacena el dafio laten
te es el material genético, causante de la disminucidn en la eficien

cia de las células irradiadas (Ford et al., 1957; Kelly, 1959).
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Una de las teorias mads discutidas sobre el envejecimien-
to es 1a de Ta mutacion somdtica, que propone al evento mutacional
como la causa principal de la senectud (Szilard, 1959; Failla, 1960;
Curtis, 1963). E1 concepto enunciado como mutacién somitica incluye
a todas las alteraciones del material genético contenido en los cro
mosomas de las células somdticas, que al ocurrir en la 1fnea germi-
nal son identificables como mutaciones génicas o como aberraciones
cromosdmicas. Mientras Curtis (1963) hace explicito el concepto de
que las mutaciones implicadas en el envejecimiento son las que se -
acumulan en las células que no se dividen, 1a misma asuncidn estd -
implicita en las teorfas de Failla (1960) y de Szilard (1959).

La vida de los animales se acorta cuando son expuestos a
la irradiacién, obteniéndose curvas sigmoides al graficar la super-
vivencia en funcién del tiempo transcurrido después del tratamiento.
La supervivencia media disminuye al aumentar la dosis de exposicidn.
Por otra parte, se ha demostrado una diferencia en la sensibilidad
entre 1ineas diferentes de ratones (Grahn y Hamilton, 1957), que --
puede referirse a la heterogeneidad de su composicibn genética.

Aunque se ha demostrado una relacién lineal, dentro de -
ciertos 1imites, entre la dosis de radiacién gamma y el acortamien-
to de 1a vida, La DL50 aumenta con el fraccionamiento de la dosis -
(Paterson et al., 1952). Con apoyo en los datos anteriores y en ---
otras observaciones complementarias, Blair (1958) formuld una teo--
ria sobre el acortamiento de la vida, debida a 1a irradiacion segin

los conceptos siguientes: E1 dafio total causado por la irradiacidn
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es proporcional a la dosis. Mientras el dafio inducido es en parte -
reparable, el dafio irreparable se acumula en razén de l1a dosis to--
tal. Como ambos tipos de dafio son aditivos, 1a muerte ocurre cuando
la suma de ambos componentes alcanzan un nivel critico determinado,
que tiene a su vez, un efecto inversamente proporcional con respec-
to a 1a edad de los animales irradiados.

Los demfgrafos han reconocido desde hace tiempo que el -
logaritmo de la mortalidad especifica en funciﬁn de la edad en una
poblacidn (fuerza de mortalidad) graficado contra la edad en que --
ocurre la muerte, es aproximadamente Tineal después de los primeros

afios de la infancia. Esta relaci6n, conocida como funcién de Gom---

pertz se aplica también a las poblaciones irradiadas (Sacher, 1956).

Las observaciones anteriores promovieron el interés para
investigar la naturaleza de 1a relacibn existente entre el dafio pro
ducido por la irradiacion y el envejecimiento. Es conveniente recor
dar que aunque el envejecimiento es un proceso universal, su defini
cion implica ciertas dificultades, puesto que 1o que se observa es-
tadisticamente en las poblaciones no es el envejecimiento, sino la
mortalidad, que es un pardmetro que estd en una relacidn directa --
con el envejecimiento. Las teorias sobre el acortamiento de la vida
por la irradiacién, han recibido apoyo en numerosos datos experimen
tales demostrativos de la similitud entre el dafio histol6gico poste
rior a la irradiacién y las lesiones debidas a la senectud.

Dada 1a ignorancia que se tiene sobre las lesiones bdsi-

cas que acortan la vida en los animales multicelulares, el efecto -
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conocido de la radiacién como un agente mutagénico promovié la espe
culacién sobre la importancia de 1a mutaci6n somdtica como un even-
to bioldgico fundamental determinante del envejecimiento. La idea -
implicita en este concepto es antigua en la biologia, aunque 1a for
mulacion de una teoria en términos definidos, es reciente. Failla -
(1960), Curtis (1958) y Szilard (1959) han sefialado los efectos de-
letéreos posibles, resultantes de 1a mutacion esponténea, que se --
acumulan tanto en las células somaticas en multiplicacién, como en
las que no se dividen. Por otra parte, estd demostrado, a partir de
abundante evidencia directa, que 1a gran mayorfa de las mutaciones
son dafiinas, por 1o que es explicable que los 6rganos de animales -
seniles, que han acumulado un nimero apreciable de c&lulas portado-
ras de mutaciones, manifiesten una menor eficiencia funcional, a 1a
que comparativamente tendrian en otras condiciones. A pesar de que
la teorfa es muy sugestiva, la evidencia en su favor fue idnicamente
fragmentaria antes de 1a Gl1tima década.

Szilard (1959) sefiala a 1a mutaci6n somdtica como la cau
sa fundamental del envejecimiento, asumiendo que la muerte celular
ocurre cuando dos genes homflogos que intervienen en una funcién --
esencial, son modificados por la mutacidon. Cada mutaci6n que hereda
el individuo es designada por Szilard como una "falta", que difiere
en su momento de ocurrencia de la mutacidn esponténea o "impacto" -
que tiene lugar en las células somaticas del adulto.

Szilard calculd, tanto el promedio de faltas acumuladas

como los impactos inducidos por la radiaci6n ionizante, determinan-

27




do el acortamiento de la vida humana en funcién de ambos eventos. -
No obstante, sus resultados no son comprobables, debido al presente
estado de ignorancia sobre el complejo conjunto de interacciones --
biol6gicas que conduce al acortamiento de la vida en la pobiacién -
humana. En su estado actual, la teorfa no predice la correlacidn es
perada entre la duracidn de la vida de los progenitores y la de su
descendencia, si asi lo hiciera, se facilitarfa considerablemente -
su verificacion experimental.

Failla (1958) también interpret6é al envejecimiento como
un efecto de la mutacidon, demostrando que es posible 1a aplicacién
de 1a funcidn de Gompertz, utilizando los datos derivados de pobla-
ciones de c&lulas en cultivos artificiales, si se asume que el cam-
bio en el grado de mortalidad en relacion al transcurso del tiempo,
es un proceso resultante de eventos producidos por un impacto.

Otro componente importante, a saber, los mecanismos posi
bles de reparacidn de las mutaciones, se desconoce en su mayor par-
te. Al respecto, es significativo que los intentos para acortar el
periodo de vida mediante mutdgenos que no tuvieron éxito en un prin
cipio (Curtis, 1958), dieron resultados positivos en experimentos -
posteriores (Alexander y Connell, 1960). En estos experimentos se -
examinaron los efectos radiomiméticos manifiestos en el acortamien-
to de la vida que producen los mutdgenos quimicos cuando son admi--
nistrados al ratén.

Las técnicas desarrolladas durante la Ultima década para

la observacidn de los cromosomas humanos proporcionan otro enfoque
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aplicable a l1a resolucién del mismo problema. Bender y Gooch (1962)
demostraron que las células de la sangre procedente de individuos -
expuestos accidentalmente a dosis muy moderadas de irradiacidn, con
tienen cromosomas anormales aln varios afios después de 1a exposi---
cién. Por otra parte, Jacobs et af. (1961) descubrieron que en la -
sangre del hombre, las células con nidmeros anormales de cromosomas
aumentan con la edad. En observaciones posteriores con el mismo pro
pésito, Jacobs et al. (1964) encontraron un incremento en la frecuen
cia de leucocitos con anormalidades cromosémicas en individuos a --
partir de los 65 afios de edad.

Las observaciones anteriores son también relevantes a la
seleccién celular que debe ocurrir en la médula 6sea (Bender y ----
Gooch, 1962). Desde este punto de vista las aberraciones cromosami-
cas observadas por Jacobs et af., (1961 y 1964) deben corresponder
a una pequefia proporcidn de las que tienen lugar espontdneamente, a
no ser que las células con aberraciones tengan un valor adaptativo
neutral o mayor al que exhibe el resto de la poblacién, por 1o que
el efecto que tengan sobre el envejecimiento, seglin 1a teorfa de la
mutacion somdtica, debe ser minimo. Los 6rganos con proliferacién -
celular activa como la médula Gsea no envejecen, segin dicho crite-
rio.

En las células de Jos 6rganos con actividad mitdtica muy
reducida, como el higado de los mamiferos, las aberraciones cromosd
micas se acumulan en funcidn de 1a edad (Crowley y Curtis, 1963), -

por lo que se afirma legitimamente que el envejecimiento celular --
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asT considerado, tiene lugar en los drganos con division celular --

|
|
|
|
|

muy reducida, o nula como el higado y el sistema nervioso, respecti

vamente.

La investigacidn en cultivo de tejidos proporciona otra
evidencia favorable a 1a teorfa del envejecimiento de las células -
individuales. Hayflick (1965) descubri6 que Tas células procedentes
de varios drganos en cultivo de tejidos, pueden dividirse aproxima-
damente 50 veces antes de fragmentarse y morir, exceptuando la posi
bilidad de que tenga lugar una alteracién no definida en el cultivo,
que por su naturaleza, 10 transforma en un céncer. Ademds, si las -
células con que se inicia el cultivo proceden de un animal Tongevo,
pasan por un nlmero menor de divisiones, que las que proceden de un
animal joven. Los experimentos de Hayflick, constituyen una de las
evidencias mas firmes en favor de la teoria sobre la muerte celular
causada por 15 acumulacién de mutaciones.

En una serie de experimentos, Krohn (1963) injerté va---

rias veces un fragmento de piel procedente de un ratdén joven en ra-

tones de 1a misma edad, dejando pasar cierto tiempo entre cada rein
jerto, que envejeciG, a pesar de que los huéspedes sucesivos eran -
jévenes. La pieza de piel reinjertada vivié durante un tiempo un po
co mayor comparado con el perfodo normal de la vida del ratdn de cu
ya piel obtuvo el injerto, por 1o que es permisible postular en au-
sencia de otro evento analizable, que la acumulacién creciente de -
mutaciones, es la causa de la muerte de las cé€lulas del injerto. --

Los experimentos anteriores demuestran el incremento de mutaciones




en funcion del tiempo, en células somdticas que no se dividen, por
1o que también dan cierta justificacidon al postulado del envejeci--
miento celular.

En 1a imposibilidad de medir 1a frecuencia de mutaciones
en células que no se dividen y que constituyen la mayor parte de al
gunos tejidos somaticos, se han ideado varios procedimientos para -
la estimacidn de l1a frecuencia con que tiene lugar la mutacién somd
tica. La conocida técnica de adicion de colchicina a Tos tejidos o
células en cultivo para la visualizaci6n de las aberraciones cromo-
somicas durante la metafase es aplicable también a las células que
no se multiplican en condiciones normales, ya que la divisidn celu-
lar suspendida se reanuda en algunos casos, por el efecto de facto-
res externos. Por ejemplo, en el higado se puede inducir actividad
mitética mediante la hepatectomfa parcial o por inyeccién subcuta--
nea de tetracloruro de carbono, que destruye aproximadamente el 65
por ciento del tejido hepdtico (Albert, 1958). Durante la regenera-
cidn, el Tndice mitdtico alcanza su valor maximo a las 72 horas des
pués del tratamiento, determindndose mediante el examen microscopi-
co la frecuencia de las aberraciones cromos6micas acumuladas en las
células somdticas en su periodo de vida previo a la actividad mit6-
tica inducida artificialmente (Stevenson y Curtis, 1961).

Si se asume que, como ocurre en vegetales (Caldecott, --
1961), la frecuencia de aberraciones es un indice de la frecuencia
de mutaciones puntuales, el procedimiento citol6gico citado puede -

extrapolarse para la estimacién indirecta de la frecuencia de muta-
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ciones puntuales en el higado de los mamiferos (Curtis, 1963).

Otro experimento que demuestra la relacién causal entre
Tas mutaciones y el envejecimiento, se refiere a la comparacion de
la frecuencia de aberraciones cromosémicas entre las células hepdti
cas de una 1inea de ratones de vida corta, y el mismo pardmetro en
otra 1inea que tiene una vida relativamente Targa (Crowley y Curtis,
1963). Los resultados, demuestran que en los individuos de 1a prime
ra linea las aberraciones cromosémicas tienen mayor incidencia que
en los individuos cuyo perfodo de vida es mas prolongado. En las --
dos poblaciones la muerte se debe a una serie de causas diversas, -
por lo que se tiene confianza en que las diferencias entre los pe--
riodos de vida respectivos resultan de la diversidad en Tos proce--
sos causativos del envejecimiento fisioldgico y no de un defecto o
padecimiento especificos.

En otro experimento, cuyos resultados estan en favor del
mismo concepto, se compara la velocidad con que aumenta el porcenta
je de aberraciones cromosGmicas en el perro y en el ratén (Curtis -
et ak., 1966). Desde un punto de vista fisioldgico es pemisible --
adelantar que las células hepdticas del perro son muy semejantes y
realizan las mismas funciones que las células hepdticas del ratén,-
y que, por lo tanto en las dos especies deben originarse aberracio-
nes cromosémicas con una frecuencia similar en relacién al tiempo.-
Por otra parte, el ratén envejece con una velocidad aproximadamente
seis veces mayor que el perro, por lo que las aberraciones cromosd-

micas deben estar en una proporcifn seis veces mayor en las células
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del higado del ratdn. La contradiccién aparente se resolvidé median-
te T1a observacion citoldgica que demostré la validez de la segunda

hiptesis. Cuando menos en estas dos especies, los hepatocitos enve
jecen a l1a misma velocidad que el animal de que son parte, si se --
considera vdlida la correlacidn entre el envejecimiento y 1a acumu-
lacidn de eventos de tipo cromosémico.

Cuando se mide el efecto de la irradiacidn con rayos X -
segin el porcentaje de aberraciones cromosémicas inducidas en el hi
gado del ratdn, se encuentra, asimismo, una correspondencia notable,
ya que las aberraciones aumentan por el tratamiento, decreciendo --
lentamente durante un periodo que puede comprender varios meses ---
(Stevenson y Curtis, 1961). E1 porcentaje de aberraciones cromosdmi
cas inducidas por la irradiacidn es proporcional a la dosis, 1o mis
mo que el acortamiento de la vida.

E1 fraccionamiento de Ta dosis de irradiacion o  1la re
duccion de la razén de dosis se traduce en un efecto biol6gico redu
cido, si se compara con el efecto de 1a aplicaci6n de 1a misma do--
sis en un solo tratamiento cuando el parametro que se mide, es la -
frecuencia de las aberraciones cromosémicas inducidas. Por ejemplo,
una dosis de rayos X o de rayos gamma administrada durante un perio
do largo, tiene una efectividad aproximadamente igual al 25 por ---
ciento de la misma dosis, administrada en una sola aplicacién aguda.
Si se irradia una poblacién de ratones con 2,000 rads en una razdn
de dosis baja, que requiere el transcurso de varios meses, se obtie

ne un efecto equivalente al de una dosis de 500 rads aplicada en --
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unos cuantos segundos. Al investigar el dafio producido, segin el --
porcentaje de aberraciones cromosdmicas, se demuestra la misma rela
cién (Curtis y Crowley, 1963). Por otra parte, en los experimentos
de irradiacion con neutrones, no se observa el efecto bioldgico an-
terior, que es en este caso, independiente de la razén de dosis, ob
teniéndose los mismos resultados para las aberraciones inducidas, -
cuya frecuencia depende dnicamente de l1a dosis administrada (Curtis
et al., 1964).

Segln los resultados anteriores, es permisible afirmar,-
que tanto para los diferentes tipos de radiacién como para las di--
versas razones de dosis, existe una correspondencia entre la induc-
cién de aberraciones y el acortamiento de 1a vida, por 10 que seria
sorpresivo que no existieran una relacién causal entre los dos efec
tos bioldgicos observados.

Los experimentos con fraccionamiento de la dosis, demues
tran que existe una reparacion activa del dafio cromosémico, que de-
be operar tanto en las mutaciones espontdneas como en las inducidas,
1o que se ha comprobado principalmente en la investigacién de los -
procesos de reparacidn en bacterias. Por consiguiente, 1a imagen que
se tiene en la actualidad del cromosoma, es la de una estructura 14
bil que continuamente se rompe y se repara. Algunas de las rupturas
son de tal dimensidn o de tal naturaleza, que resultan irreparables;
1a acumulacién de las aberraciones cromosémicas derivadas de estas
rupturas puede constituir la causa del envejecimiento celular y or-

ganico, segidn la abundante evidencia experimental descrita brevemen




te en los pdrrafos anteriores. Las c€lulas mitéticas del organismo
son probablemente tan susceptibles a l1a mutaci6én como las células -
somaticas que no se dividen, aunque aquellas dispongan de un perio-
do reducido para la reparacidn durante la interfase, por lo que, en
estos tejidos el proceso de seleccidn demostrado en Tas poblaciones
celulares en proliferacion, elimina a la mayor parte de las células
portadoras de aberraciones, 1o que no sucede en los tejidos en los
que la actividad mitética no tiene lugar.

La evidencia aportada principalmente por las investiga--
ciones de Failla (1960), Curtis (1958) y Szilard (1959), contenida
en la literatura resumida en este reporte, constituye una hipdtesis
de trabajo que por sus impTicaciones relativas a la biologia gene--

ral, merece ser investigada extensivamente.
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CAPITULO II

MORTALIDAD Y ACORTAMIENTO DE LA VIDA MEDIA INDUCIDOS POR LA TRRADIA
CION CON DOSIS SUBLETALES DE ELECTRONES ACELERADOS EN ADULTOS DE --
DROSOPHILA MELANOGASTER

RESUMEN

E1 soma del adulto de Drosophila, a excepcidn de los he-
matocitos y de algunas cé€lulas del tubo digestivo es esencialmente
un sistema sin multiplicacién celular. Se irradiaron adultos de 14
y de 43 dias de edad con las dosis de electrones de 1 Mev, de 7.32
a 43.92 kR y de 7.32 a 29.28 kR respectivamente. E1 acortamiento de
la vida fue proporcional a la dosis, 10 que puede interpretarse co-
mo la pérdida celular debida a alteraciones genéticas. Los machos -
envejecieron con mayor rapidez que las hembras. La vida media aumen
té en Tas hembras irradiadas con 7.32 y con 14.64 kR a los catorce
dfas de edad, o con 7.32 kR a Tos 43 dias de edad.

E1 porcentaje de supervivencia media, expresado como la
relacion entre la supervivencia media de 1os grupos irradiados y la

supervivencia media de los testigos, no mostrd diferencias signifi-




cativas entre las poblaciones irradiadas a los 14 o a los 43 dias -
de edad. Los resultados favorecen a la hipdtesis de 1a "aceleracidn”

del envejecimiento producida por la irradiacién.

INTRODUCCION

La aceleracion del envejecimiento natural por exposicién
a la radiacidn ionizante, constituye uno de los aspectos de 1a radio
biologfa investigados con la mayor amplitud durante la G1tima déca-
da. Como introduccidn al presente capitulo sobre la modificacién de
la mortalidad en adultos irradiados de D. melanogaster, se discuten
las geﬁera1idades del problema que se ha investigado en varios ti--
pos de crganismos.

En los mamiferos, la irradiacion parcial o total del ---
cuerpo acorta el perfodo de vida. E1 efecto, que es variable segin
el tipo de tejidos irradiado y segiin la dosis aplicada, comprende -
Tos siguientes aspectos: (a) dafio a tejidos especificos (por ejem--
plo, dermatitis y cdncer de la piel); (b) induccién de una enferme-
dad especifica {ej. leucemia); (c) produccidn de alteraciones mds
generalizadas (ej. reduccién de 1a inmunidad, dafio a los tejidos -
vascular y conectivo y envejecimiento prematuro).

Los animales irradiados desarrollan algunas de las en--

fermedades caracteristicas de su especie con anterioridad a la eta-
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pa de 1a vida en que ocurren normalmente, haciéndose aparentes las

modi ficaciones fisioldgicas e histopatol6gicas caracteristicas del

envejecimiento prematuro. E1 acortamiento del perfodo de vida estd

condicionado por varios factores. Algunas especies muestran efectos
mds tempranos que otras; asimismo, es frecuente encontrar diferen--
cias en la reduccién del perfodo de vida entre 1ineas de 1a misma -
especie que difieren en su constitucion genética. Por otra parte, -
es evidente que el envejecimiento es una propiedad caracteristica -
separable de los sintomas que lo caracterizan, como el cancer y las
denominadas enfermedades degenerativas cuya frecuencia aumenta con

la edad cronoldgica y que son resultantes del envejecimiento, mds -
bien que las causas que lo producen.

Bergonnie y Tribondeau (1906), sefialaron que la radiosen
sibilidad de un tejido estd directamente relacionado con su capaci-
dad de proliferacidn. La susceptibilidad de un organismo a la radia
cidn depende precisamente de dos de los tejidos en proliferacién ~-
mds intensa: el epitelio intestinal y el sistema hematopoyético.

Envejecimiento programado.- Los tejidos de los mamiferos

siguen normalmente un programa de crecimiento. Durante 1a embriogé-
nesis todos Tos organismos aumentan en tamafio por divisidén celular.
En Ta adolescencia, el crecimiento de Jos Grganos ha cesado virtual
mente, alcanzdndose la proporcién somdatica del adulto. Durante la -
vida adulta se requiere en general una actividad mit&tica mucho me-
nor para mantener el estado de equilibrio. Las células de Tos mamf-

feros pueden ser clasificadas en tres grupos segln su capacidad mi-
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tética en Tos adultos (Hoffman, 1968): células con mitosis continua,
células con mitosis intermitente y células no mit6ticas.

Células con mitosis continua.- Las células del tracto --

gastrointestinal y las células hematopoyéticas se dividen contfnua-
mente durante toda la vida. La eritropoyesis no da signos de insufi
ciencia en personas longevas, aunque el volumen total de células ac
tivas de la médula roja se reducen (Henschen, 1968). En el ratén --
después de alcanzada la mitad de su perfodo de vida, el nimero de -
células y el nimero de unidades que forman colonias por fémur decre
ce (Yuhas y Storer, 1967); ademds, 1a habilidad de las células de -
la médula Gsea para formar colonias disminuye cuando son trasplanta
das en serie a ratones irradiados (Siminovitch et al., 1964). Estas
observaciones sugieren una capacidad proliferativa limitada, aunque
se requiere aln mucho trabajo para aclarar la cinética de la hemato
poyesis durante la senectud.

Células con mitosis intermitente.- Este grupo comprende

a células, tales como las hepdticas, las de los tidbulos renales y -
las células Oseas. Las c@lulas hepdticas son reemplazadas lentamen-
te en condiciones normales, aunque después de 1a hepatectomia par--
cial tiene lugar una respuesta regenerativa. Al medir el grado de -
sintesis de ADN en células parenquimatosas, la regeneracifn es mds
rdpida en animales j6venes que en animales viejos (Bucher, 1967).

Células no mitéticas.- Durante la juventud o al iniciar-

se el estado adulto, el tejido nervioso pierde virtualmente toda ca

pacidad mitdtica. Dicha pérdida se refleja clinicamente como una re
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paracidén incompleta posterior al dafio. Es igualmente conocida la T1i
mitada reparacion del mdsculo cardfaco y la del mdsculo esquelético.

Células in vitro.- La habilidad para iniciar crecimiento

de explantos tisulares decrece con la edad del donador (Soukupovd et
al., 1970), por 1o que existe una reduccién en funcidn del tiempo,-

en el potencial de crecimiento, que es una propiedad inherente y es

pecifica de las células diferenciadas.

E1 dafio producido por 1a irradiacidn de los sistemas vi-
vientes, incluyendo al hombre, comprende dos tipos de efectos: los
efectos inmediatos agudos y los efectos retardados. La magnitud de
ambos depende de la dosis; no obstante, el dafio inducido aidn por do
sis muy pequefias es analizable. Los efectos inmediatos incluyen el
dafio en varios sistemas orgdnicos, como los tejidos hematopoyéticos,
las gonadas y el tubo digestivo, que cuando son muy severos causan
-la muerte del individuo en los dfas o semanas posteriores a la irra
diacion. Los efectos retardados se caracterizan por el desarrollo -
del céncer después de un periodo largo que puede comprender muchos
afios, y por la aceleracion de Tos procesos normales de envejecimien
to, que conducen a un acortamiento de la vida que no puede atribuir
se a ninguna enfermedad especifica. Es de interés especial, que la
jrradiacion total del organismo, con dosis relativamente bajas, que
no causan muerte prematura, aunque producen efectos inmediatos in--
significanetes, acortan la vida del individuo en forma apreciable.

En varios sistemas bioldgicos se ha demostrado la rela--

cién entre los efectos inmediatos y 1a pérdida de material genético
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en las células individuales irradiadas, debido a las rupturas produ
cidas en los cromosomas por la irradiacién. Por otra parte, Tos ex-
perimentos de Oster (1958, 1959a, 1959b, 1961), de Muller (1960) y
de Ostertag y Muller (1959) han demostrado que el aumento en la mor
talidad del adulto de Drosophifa cuando se irradian estados de desa
rrollo anteriores al imago, obedece a factores genéticos similares.
Muller (1963) sefialé que la pérdida de células debida a
las alteraciones genéticas producidas en etapas anteriores a la ---
emergencia del imago, son la causa de su muerte prematura; la mayor
parte de los cambios dependen de mutaciones puntuales, y de las de-
ficiencias o de la pérdida total de cromosomas, como lo demuestran
los experimentos en Drosophila y en Habrobracon. Los experimentos -
en los que se irradian individuos con cromosomas de diferente cons-
titucion estructural, sefialan que los mecanismos efectivos principa
les incluyen la pérdida de cromosomas resultante de rupturas pre---
vias. Las modificaciones sefialadas se perpetdan en el adulto mani--
festdndose en una etapa posterior a su origen, al quedar contenidas
en las células en interfase permanente del imago. No obstante, aun-

que estas modificaciones persisten hasta la muerte del adulto, en -

éste opera una dindmica cromosdomica diferente, puesto que Tas ruptu .

ras cromosémicas probablemente no conducen a la pérdida de material
genético. Los procesos que tienen Tugar al irradiar estas células -
fijas (postmitdticas) deben diferir de los conocidos esquemas de da
fio y de reparacién durante el ciclo celular normal de las células -

mitéticas.
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En 1a imposibilidad experimental para el examen de los -
eventos producidos por la irradiacin que ocurren de novo en las cé
Tulas en interfase permanente del adulto de Drosophila, tampoco es
posible 1a extrapolacidn de los datos escasos que se tienen sobre -
la mortalidad que tiene lugar durante la interfase de células mité-
ticas y de algunas cé}ulas postmitoticas como los linfocitos. En --
efecto, los mecanismos que conducen a la muerte celular de las célu
Tas en divisidn, son diferentes a los que producen la muerte en in-
terfase; ambos seran mejor inte}pretados cuando se conozcan 1os pro
cesos de reparacién en las células postmitéticas irradiadas, ya que
Ta expresion del dafio depende no sélo de las lesiones iniciales, si
no de la habilidad de 1a célula para reparar el dafio (Kelly, 1961).
Se debe hacer una distinciﬁn clara entre los eventos bioquimicos --
que producen una muerte retardada en las células en multiplicacidn
y lTos que causan la muerte en interfase. En el primer caso, 1a sin-
tesis de proteinas y de &cidos nucléicos continda (Whitfield y Ri--
xon, 1959), mientras que, la muerte inducida por irradiacién en in-
terfase es inmediata y se caracteriza por la interrupcién de los --
procesos metab6licos en células que, por otra parte, difieren nota-
blemente en su comportamiento bioquimico, tales como las células --
que normalmente no se multiplican, como los linfocitos, las células
con interfase prolongada, como los ovocitos y las células en divi--
sion activa, como las espermatogonias.

En la actualidad no se tiene un esquema coherente sobre

las bases bioquimicas de 1a mortalidad celular. Se ha analizado el
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papel de la sintesis de los acidos nucléicos y de las proteinas, pe
ro se requiere una informacién extensiva sobre las alteraciones ci-
toldgicas de las estructuras subcelulares que tienen lugar inmedia-
tamente después de la irradiacién. No se deben ignorar otros facto-
res como las modificaciones de Ta permeabilidad celular (Lessler, -
1959; Brinkman y Lamberts, 1960), el mantenimiento del balance idni
co (Curran et af., 1960; Barber et af., 1957) y la destruccién de -
las membranas citopldsmica y nuclear (Bacq y Alexander, 1961).

Algunos aspectos basicos de la controversia sobre las --
causas del envejecimiento al nivel celular estan resueltos, medién-
te 1a investigacion realizada en varios tipos de células, cuya con-
clusidn principal implica que el idnico evento capaz de producir una
modi ficacion permanente en la célula, es la alteracidn del ADN o de
la estructura cromosémica. Otros tipos de dafo celular que se han -
investigado son reparables. La importancia de la mutacién se puede
ilustrar por el efecto letal que produce la modificacién de un gene
que controla Ta sintesis de una enzima esencial para la célula; el
cambio conduce evidentemente a 1a muerte celular.

Es bien conocido que existe una recuperacién activa del
dafio cromosémico posterior a la irradiacién con rayos X o con rayos
gamma, 1o que explica el efecto del fraccionamiento de 1a dosis so-
bre la duracidn del perfodo de vida en el ratén y en Dnosophila. El
proceso de recuperacion opera tanto en las mutaciones espontdneas -
como en las inducidas, como 1o postula la investigacién de los pro-

cesos de reparacidn del dafio genético en las bacterias. Los rompi--
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mientos que no son reparables son los que probablemente persisten -
causando el envejecimiento en los mamiferos.

Los experimentos antes citados en favor de la teorfa del
envejecimiento en funcidn de las mutaciones presentan varias limita
ciones. En primer lugar, no permiten la interpretacién del periodo
tan prolongado que puede transcurrir entre la produccién de las al-
teraciones cromosémicas y su manifestacién como un aumento de la --
mortalidad prematura, observable después de varios dias o semanas -
en Dnosophila y entre el primero y el segundo mes posteriores a la
irradiacion en el ratén. Se puede asumir que las células siguen vi-
viendo con su ARN y protefnas presentes en la célula antes del tra-
tamiento, 1o que requeriria atribuirle al ARN una vida mucho mds --
larga que la que se ha demostrado experimentalmente en mamiferos. -
No obstante, los experimentos en huevos de Axbacia, en bacterias, -
en células en cultivo, etc., constituyen ejemplos de células que --
contindan su vida y se dividen durante perfodos largos, después de
1a destruccién total o parcial de su ADN, lo que ofrece ciertas po-
sibilidades para la interpretacidn de la retardacién observada; aun
que los mecanismos son discutibles.

La mutacién letal es una de las alteraciones mds proba--
bles entre 1a multitud de cambios que ocurren esponténeamente o en-
tre las modificaciones inducidas por irradiacién, en el material ge
nético. Si por ejemplo, ocurre una mutacion letal en Ta médula Osea
de los mamiferos, la célula muere y es reemplazada por otra célula

no dafiada. Por otra parte, si dicha mutacidn tiene Tugar en un teji
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do cuyas células no se dividen, como en Tos tejidos cerebrales, 1a
célula que muere no es substituible. En 1a actualidad se reconoce -
que Ta pérdida de células en tales drganos acompafia al envejecimien
to constituyendo una de Tas causas principales de los miltiples sin
tomas observables caracteristicos de la senectud.

Szilard (1959) postula a la mutaci6n somdtica como la --
causa del envejecimiento celular e individual. Cuando Tos dos genes
homglogos necesarios para una funcién celular son alterados, se pro
duce l1a muerte celular. La hipdtesis de Szilard no implica necesa--
riamente Ta inactivacién de los dos genes homGlogos, ya que los re-
sultados obtenidos en Drosophila (Stern y Novitsky, 1948; Muller y
Campbell, 1950; Crow y Temin, 1964) indican que las mutaciones es--
pontdneas en Drosophila no son, en general, completamente recesivas,
sino que muestran una expresidn fenotipica variable en Tos heterdci
gos, entre Ta dominancia y la recesividad completas.

Por varias razones, los insectos constituyen un material
bioldgico especialmente adecuado para el examen de la teorfa de la
mutacion somdtica. En el adulto de Drosophila virtualmente no exis-
te duplicacion celular, a excepcidon de las gonadas y de los hemato-
citos, por lo que, algunos de los procesos importantes que pueden -
intervenir en el acortamiento de 1a vida de los mamiferos, como la
malignidad tisular y 1a autoinmunidad, no son relevantes en 0. metla
nogasten . La mosca de Ta fruta constituye un sistema simple muy --
adecuado para el trabajo de Taboratorio, con un perfodo de vida lo

suficientemente corto para que el trabajo sea tolerable; como es un
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organismo poiquilotermo, propicia el estudio de la velocidad del en
vejecimiento en relacidn con la temperatura; su alta fecundidad pro
porciona poblaciones numerosas en un lapso razonablemente adecuado
para propdsitos experimentales, y finalmente, 1o que complementa su
importancia al respecto, es el conocimiento tan amplio de su genéti
ca, que posibilita la comparacidn entre individuos genéticamente ho
mogéneos, que no obstante, difieren considerablemente en su conteni
do cromosfmico, puesto que, por ejemplo, puede estar ausente una --
parte considerable del genoma en condicidn diploide, que es precisa
mente 1o que establece la diferencia entre Tos machos y las hembras.
Generalmente se trabaja con 17neas mantenidas durante muchas genera
ciones por entrecruzamiento que tiene lugar principalmente entre in
dividuos de Ta misma generacidn, disponiéndose de la homogeneidad -
genética que requieren los estudios sobre 1a modificacién de 1a Ton
gevidad por el efecto de varios agentes externos.

Si se considera que la mayor parte de las investigacio--
nes en mamiferos se refieren a células en proceso de multiplicacidn,
se tienen dos sistemas esencialmente diversos con diferencias extre
mas en su radiosensibilidad en relacidn con los procesos de enveje-
cimiento. Asf se dispone de una diversidad excepcional para la com-
paracidn de resultados de experimentos similares, a los niveles ce-
Tular e individual.

En este capitulo se describen los resultados posteriores
a la irradiaci6n, obtenidos en adultos de D. melanogaster, con elec

trones acelerados. Se aplicaron varias dosis a las edades de 14 y -
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de 43 dfas a varios grupos de imagos, determindndose, a partir de -
las grdficas de supervivencia: la vida media, la supervivencia me--
dia y el porcentaje de supervivencia.

Con los datos numéricos asi derivados, se intent6 la in-
terpretacidn cualitativa y cuantitativa en funcién de las dosis y -
de las edades en que se aplicaron, discutiéndose 1os componentes --
bioldgicos y genéticos que pueden intervenir en el acortamiento de
la vida por exposicién a dosis subletales de radiacién ionizante en

el adulto de D. mefanogaster.

MATERIALES Y METODOS

Se empleé 1a 1inea y/sc8 Y, de D. melanogasten, manteni-
da durante 71 generaciones en un lapso de cinco afios en el laborato

8 facilitan la identificacisn del

rio. Los marcadores yellow y scute
sexo, para el registro de 1a'morta1idad. Las poblaciones fueron ob-
tenidas ajslando a adultos emergidos de la pupa durante un lapso de
10 horas, por lo que la determinacién de la edad tiene un error de

+ 5 horas. Los adultos se alimentaron ad Libitum con un medio de --
cultivo de composicifn constante cuyos ingredientes principales son:
harina de maiz, agar y levadura de cerveza, con adicion de tegosept

y de dcido propidnico para evitar contaminaciones. Debido a la este

rilidad de los adultos irradiados, se favorece la contaminacién del




medio de cultivo, por 1o que fue necesario agregar a todos los gru-
pos, incluyendo al medio del grupo testigo, el antibi6tico pembri--
tin (Beecham) en la concentracidn de 0.065 mg/ml (Félix, 1969), que
alargd ligeramente la vida media de los adultos del grupo testigo,-
en comparacidn con el valor obtenido en los experimentos con adi---
cidon de antioxidantes, resefiados en el siguiente capftulo. Los cul-
tivos fueron mantenidos a la temperatura de 25 + 1°C durante el ex-
perimento. Para evitar aglomeracién se aislaron (nicamente 50 hem--
bras y 50 machos en cada cultivo en frascos lecheros de 1/4 de 1i--
tro. En el grupo testigo se registr6 Ta mortalidad de 600 indivi---
duos, mientras que la mortalidad de los grupos irradiados se deter-
miné en poblaciones de 300 a 500 adultos. Considerando la importan-
cia que tienen para los estudios de mortalidad las condiciones 6pti
mas del medio de cultivo, se hicieron los transvases de cada pobla-
cién sin anestesiarlas, cada 48 horas, registrdndose 1a mortalidad
al contar los adultos muertos que quedan adheridos a la superficie
del medio después de cada transvase. E1 registro se continué hasta
1a muerte del dltimo adulto en cada cultivo.

Se utilizé el acelerador Van de Graaff del Instituto de
Fisica de 1a U.N.A.M., en la Ciudad Universitaria, produciendo un -
haz de electrones acelerados de 1 Mev en Ja raz6n de dosis de --~--
7.3212kR/seg con una corriente de 10MA, aplicdndose el método de -
Fricke para las determinaciones dosimétricas. Las poblaciones se --
irradiaron dentro de bolsas tubulares de polietileno iguales a las

empleadas en la dosimetria, para evitar errores en la estimacifn de
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las dosis aplicadas a cada grupo. Se irradiaron dos grupos de adul-
tos, a los 14 dias y a los 43 dfas de edad respectivamente, en un -
gradiente de dosis de 7.32 a 43.92kR en el primer grupo y de 7.32 a
29.28kR en el segundo grupo.

Con los datos de mortalidad se obtuvieron grdficas sig--
moides que indican el descenso del porcentaje de supervivencia en -
relacion con la edad (Figs. 1, 2 y 3). A partir de los mismos datos
se derivé la ecuacion de la recta para la misma relaci6n mediante -
la transformacifn Probit o el Togaritmo natural del porcentaje de -

supervivencia y el método de minimos cuadrados (Figs. 4 y 5).

RESULTADOS

Acortamiento del perfodo de vida en relacién con las dosis

La vida media normal de los machos y de las hembras a --
los 14 dias de edad es de 44.55 y 43.12 dias respectivamente. Las -
cifras correspondientes a los adultos sobrevivientes a los 43 dfias
de edad son 53.95 y 50.53 dfas (Tablas I y II). Existe una relacién
lineal entre la dosis y la vida media posterior a la irradiacidn --
dentro del rango de 7.32 a 43.92kR del grupo irradiado a los 14 ---
dias de edad y de 7.32 a 29.28kR en el grupo irradiado a los 43 ---

dfas, en el que no se incluyen los resultados producidos por dosis
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mayores, debido al alto porcentaje de mortalidad inmediata (en las
48 horas siguientes a 1a irradiacién).

Los machos envejecieron mds aprisa que las hembras en am
bos grupos. En el primer grupo el efecto es mds notable; 1a mortali
dad inducida en los machos por 14.64kR es comparable a la mortali--
dad producida en las hembras por 43.92kR (Tablas I y II, Figs. 1 a
5).

TABLA I

Vida media en dfas de los adultos irradiados a los 14 dfas de edad.

Kilorads Testigo 7.32 14.64 21.96 29.28 36.60 43.92

machos 44,55 47.04 40.53 36.05 35.04 32.02 29.48
hembras 43.12 47.13 45.04 42.89 42.55 40.89 39.43

TABLA II

Vida media en dfas de los adultos irradiados a los 43 dfas de edad.

Kilorads Testigo 7.32 14.64 21.96 29.28
machos 53.95 53.91 52.67 50.29 50.06
hembras 50.53 51.22 50.53 49.65 49.26
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Acortamiento de la vida en relacidén con la edad

E1 porcentaje de supervivencia media, que es la relacion
entre Ta supervivencia media de los individuos irradiados y la su--
pervivencia media del grupo testigo, indica que la misma dosis pro-
duce el rismo efecto a Tas dos edades (machos: X2 = 1.5103, P >0.50;
hembras: X% = 4.6486, P>0.10). (Tablas III y IV, Figs. 6 y 7). La
relacion resulta interesante si se considera que en el grupo testi-
go de los grupos irradiados a los 14 dfas, la mortalidad acumulada
de hembras hasta los 14 dfas de edad equivale al 3% de 1a poblacién,
en comparacion con Ta mortalidad en el perfodo comprendido entre --
Tos 37 y lTos 51 dias de edad del mismo grupo, que es equivalente al
43% de la poblacién. La mortalidad entre los dos perfodos difiere -
por un factor aproximadamente igual a 14 (Tabla V). En 1a misma ta-
bla se muestra la supervivencia de las hembras del grupo testigo, -

del grupo irradiado a los 43 dfas de edad.
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TABLA III

Supervivencia media y porcentaje de supervivencia media de los adul

tos irradiados a los 14 dfas de edad

Kilorads Testigo 7.32 14.64 21.96 29.28 36.60 43.92

machos

s.m. 30.55 33.04 26.53 22.05 21.04 18.02 15.48
p.s.m. 108.15 86.84 72.18 68.87 58.99 50.67
hembras ,

s.m. 29.12 33.13 31.04 28.89 28.55 26.89 25.43
p.s.m. 113.77 106.59 99.21 98.04 92.34 87.33

La supervivencia media, s.m., se obtiene restando a la vida media -
(TABLA 1) 14 dias. E1 porcentaje de supervivencia media, p.s.m., es
1a relacién entre la supervivencia media del grupo irradiado y la -
supervivencia media del grupo testigo.

TABLA Iv

Supervivencia media y porcentaje de supervivencia media de los adul
tos irradiados a los 43 dfas de edad

Kilorads Testigo 7.32 14.64 21.96 29.28

machos

s.m. 10.95 10.91 9.67 7.29 7.07
p.s.m. 99.63 88.31 66.58 64 .57
hembras

s.m. 7.53 8.22 7.53 6.65 6.26
p.s.m. 109.16 100.00 88.31 83.13

La supervivencia media, s.m., se obtiene restando a 1a vida media -
(TABLA II) 43 dfas. E1 porcentaje de supervivencia media p.s.m., es
la relacién entre la supervivencia media del grupo irradiado y la -
supervivencia media del grupo testigo.
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Incremento de Ta vida media en relacidén con la dosis

En las hembras del grupo irradiado a los 14 dfas con las
dos dosis mds bajas, se tiene un porcentaje de supervivencia media
igual a 113.77 y 106.59, respectivamente. En los machos del mismo -
grupo el porcentaje de supervivencia media es de 108.15 para 1a do-
sis de 7.32kR. Asimismo, en el grupo irradiado a los 43 dfas con la
dosis mds baja se tiene un valor de 109.16 para la supervivencia me

dia de las hembras (Tablas III y IV).

TABLA V

Supervivencia normal de las hembras

Edad en dfas Porcentaje Edad en dfas Porcentaje
1 100.00 43 100.00
9 98.28 44 88.27
16 96.73 46 67.66

23 94.15 48 60.34
30 88.11 50 54.19
37 67.43 52 44.69
44 43.29 58 24.51
51 24.76 60 20.12
58 13.99 64 ) 11.18
65 5.37 68 6.08
72 1.92 72 2.16
79 1.06 76 1.60
86 0.00 88 0.00
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Diferencias interespecificas

Siguiendo el mismo disefio experimental se irradiaron ---
adultos de cuatro especies de Daosophila en un gradiente de dosis -
de 8.32 a 91.52kR, con intervalos de 8.32kR entre cada grupo (Félix
y Ramirez, 1967, 1969). De la ecuacién resultante de la relacién en
tre el Probit del porcentaje de supervivencia con la dosis, se obtu

vo la dosis Tetal media. (Tabla VI).
TABLA VI

Valores de la DL50 en kilorads

D. pseudoobscuna 33.779 + 0.855
D. vindlis 37.725 + 1.650
D. sdmulans 39.171 + 1.179
D. melanogasten 40.115 + 1.449

Al aplicar 1a distribucién t de Student se encontraron -
diferencias significativas en el valor de 1a dosis letal media en--
tre las cuatro especies, a excepci6n de D. melanogaster y D. simu--
Lans, que son dos especies muy semejantes que producen descendencia

en cruzas interespecificas.
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DISCUSION

Se ha sugerido que el acortamiento del periodo de vida -
posterior a la irradiacién, puede interpretarse como una acelera---
cién de Tos procesos que conducen al envejecimiento, o bien, como -
Ta inducci6n de un envejecimiento precoz. La aceleracién del enveje
cimiento se expresaria como una disminucién del periodo de vida de-
pendiente de 1a edad en que se aplica la irradiacién. E]1 envejeci--
miento precoz tendria lugar si el organismo envejeciera rapidamente,
en el perfodo consecutivo a 1a irradiacidn, sin alterarse la veloci
dad natural del envejecimiento posterior a dicho periodo.

La teorfa del envejecimiento acelerado estd favorecido -
por los experimentos que demuestran una reduccién proporcional en -
el perforo de vida, por la misma dosis aplicada en diferentes eda--
des. Si la irradiacién produjera un envejecimiento precoz no se po-
dria explicar la relacién anterior, ya que el acortamiento depende-
ria Unicamente de la dosis y no de Ta edad, a no ser que se produje
ra una reduccidn del efecto precoz en relacién con la edad.

E1 presente experimento contribuye a la teoria de 1a ace
leracidn del envejecimiento por 1a irradiacién, ya que la disminu--
cion que es de esperarse, expresada como el porcentaje de supervi--
vencia media, que relaciona la supervivencia media del individuo --
irradiado con la supervivencia media del testigo, es independiente

de 1a edad, dentro de los 1imites de dosis y edad que se investiga-
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ron.

Kohn y Guttman (1963) irradiaron ratones de la linea ---
LAF1 de varias edades, determinando el perfodo que transcurrié an--
tes de la muerte de Tos individuos tratados con diferentes dosis de
rayos X..

Los resultados son diferentes a los obtenidos en Tos ex-
perimentos con Drosophila: la Dlgg (30") es menor en los animales jo
venes que en los animales maduros y viejos (Kohn et af., 1956; Sa--
cher, 1957; Lindop y Rotblat, 1962). Se concluye que 1la sensibilidad
a la induccién de ciertos efectos tardios es ™mas notable en anima
les jévenes.

Lindop y Rotblat en su reporte preliminar (1962), conclu
yeron que cuando el acortamiento de la vida en el ratén se conside-
ra como porcentaje de la expectancia de vida a partir del momento -
de Ta irradiaci6én (porcentaje de supervivencia media), este porcen-
taje tiende a ser el mismo, para 1a misma dosis indepehdientemente
de 1a edad de 1a exposicién. No obstante, otros autores a partir de
datos de supervivencia, sefialan que el animal joven es mds sensible
que el de mayor edad (Kallman y Kohn, 1958; Lindop y Rotblat, 1961;
Upton et af., 1960).

Aunque el acortamiento de l1a vida por exposicion del or-
ganismo completo a los rayos X en roedores (Curtis y Healey, 1957;-
Curtis y Gebhard, 1958, 1960; Upton, 1960), ha sido explorado am---
pliamente, se tienen reportes muy escasos (Curtis y Healey, 1957; -

Curtis y Gebhard, 1960; Alexander y Connell, 1960) concernientes a
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los efectos de agentes radiomiméticos sobre el periodo de vida. No

obstante que Curtis y Gebhard (1960) reportaron que la mostaza de -
nitrégeno no causa acortamiento de la vida en los ratones, ATexan--
der y Connell (1960), observaron un efecto muy notable del acorta--
miento de la vida por el clorambucil y por mileran, en la misma es-
pecie. Aunque estos dos compuestos son mutdgenos, seria prematuro -
concluir que el acortamiento de 1a vida es debido a Ta acumulacidn

de mutaciones somdticas en las células. E1 mileran es mds efectivo

que el clorambucil en las dosis empleadas en este experimento, 1o -
que no da apoyo a la hipdtesis, puesto que en condiciones compara--
bles, el clorambucil es mds mutagénico que el mileran (Fahmy y Fah-
my, 1956).

Es mas probable que el acortamiento de vida por los agen
tes quimicos en roedores sea el resultado de Ta muerte celular du--
rante d tratamiento. Se requiere la prueba del efecto de substan--
cias que sean mutagénicas y que a la vez no tengan efectos citotéxi
cos, para determinar si las mutaciones somdticas tienen un papel --
significativo en la determinacidn del perfodo de supervivencia en el
ratén.

E1 acortamiento de 1a vida por irradiacidén a la edad de
14 dfas es mds notable en este experimento que en el de Baxter y --
Blair (1967), ya que estos autores no encontraron efecto de acorta-
miento después de la aplicacién de dosis de 1 a 15kR, asi como una
pequefia disminucion con la dosis de 25kR (Rayos X de 100 kvp en la

razén de dosis de 1,400R/min) en machos de la 1inea Swedish-R de --
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D. melanogasten. Como la vida media del testigo en el experimento -

de Baxter y Blair es muy cercana a la vida media del testigo del --

presente experimento (43 y 44.5 dfas respectivamente), se puede com
parar la reduccién que tiene un valor igual al 6.9% (Baxter y Blair,
1967) con la reduccién de 19.1% encontrada en este trabajo, produci
dos por dosis comparables de 25 y 22kR. Segin estos datos, se produ
Jjo un efecto tres veces mayor por una dosis ligeramente menor, lo -

que puede indicar diferencias considerables en la radiosensibilidad

del material biolégico estudiado. Asimismo, se encontraron diferen-

cias significativas en la supervivencia de los machos irradiados en

edad temprana comparados con el control, aplicando una dosis tan pe
quefia como 14.64kR.

Baxter y Tuttle (1957) obtuvieron resultados similares a
los del presente trabajo, con respecto al porcentaje de superviven-
cia media en adultos irradiados en edades comprendidas entre 1 y 25
dias. Los datos contenidos en el presente experimento extienden el
valor constante del porcentaje de supervivencia media hasta los 43
dfas, perifodo que estd cercano a la vida media del testigo.

Se ha sugerido (0'Brien y Wolfe, 1964), que la naturale-
za de 1a relacidn entre el envejecimiento y el acortamiento de la -
vida inducido por irradiacifn, puede ser estudiada mediante los ---
efectos sobre el acortamiento de 1a vida dependientes de la edad en
que se aplica irradiacidn. Los experimentos de este tipo realizados
por Baxter y Tuttle (1957) demuestran un acortamiento de la vida in

ducido por irradiacién que es constante, si se expresa como el por-
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centaje de la expectativa de vida, posterior a 1a irradiacidn. Es--
tos resultados contradicen la conclusién adelantada por Baxter y --
Blair (1967) a partir de otros datos, a saber, que una sola dosis -
de radiacidn mata a los imagos después de un perfodo constante, ---
cualquiera que sea la edad en que se aplic6 1a irradiacibn. Por ---
otra parte, Lamb (1966) reporté datos en favor de un porcentaje ---
constante de acortamiento de la vida en funcién de la edad, similar
al encontrado por Baxter y Tuttle (1957). Esta contradiccién en la
literatura sobre los efectos de la irradiacién en el acortamiento -
de 1a vida, estd resuelta (a juicio del autor), por la discusidn ex
puesta en los pdrrafos precedentes.

Atlan et al. (1969) examinaron el efecto de Ta radiacién
gamma procedente de Cobalto-60, en machos de la 1inea Oregon-R de -
D. melanogasten, cuya curva de supervivencia difiere de Ta determi-
nada en otros experimentos. En Tas poblaciones estudiadas por Atlan
1a mortalidad natural se inicia después de una larga meseta que se
extiende hasta los 50 dfas de edad del adulto, en comparacidn con -
Ta curva sigmoide de supervivencia obtenida por otros autores. Como
resultado de Ta mortalidad casi nula en la meseta, los adultos en--
tre las edades de 1 a 20 dias muestran la misma supervivencia que -
tiene un valor de 30 a 31 dfas, después de 1a aplicacifn de 50kR. -
Al iniciarse el descenso de Ta curva de supervivencia natural, los
efectos de la irradiacidén son aditivos al dafio acumulado por el en-
vejecimiento. Los resultados obtenidos por Atlan son congruentes --

con los de este trabajo, al tomar en consideracidn las diferencias
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en las curvas de mortalidad natural.

La constancia del valor de supervivencia media a diferen
tes edades, las diferencias entre l1a radiosensibilidad de los ma---
chos y de las hembras, asi como 1a relacidn lineal entre la reduc--
cion de la vida media y la dosis, dentro de ciertos 1imites, estén
en favor de la hipftesis del envejecimiento en funcién del dafio ge-
nético espontaneo y del dafio genético inducido por irradiacién.

E1 alargamiento del periodo de vida de las hembras des--
pués de l1a aplicacion de pequefias dosis de irradiacién, se correla-
ciona con la esterilizacién correspondiente a las mismas dosis (No-
thel, 1963; Wood, 1964; Sonnenblick y Gartner, 1967).

Los experimentos de Ward y Bird (1962) y de Strgmnaes --
(1959) sobre el efecto de la irradiacién en Ta produccién de leta--
les recesivos Tigados al sexo, cuando se irradian machos de diferen
tes edades, indican diferencias en radiosensibilidad entre l1ineas -
de D. melancgaster, sugiriendo la intervencién de diferentes geno--
mas que controlan la radiosensibilidad, que depende a su vez de 1la
edad del macho en el momento de la irradiacidn. Dicha sensibilidad
aumenta con la edad del macho tratado, encontrdndose un efecto simi
lar cuando los huevecillos se irradiaron en diferentes edades (Patter .
son et al., 1932).

Bonnier y Luning (1950) observaron también un decrecimien
to en la proporcién de huevecillos que eclosionan, al aumentar el -
tiempo que transcurre entre la irradiacidn y la fertilizacién.

Probablemente todas las células 1levan en su nicleo por
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separado, los determinantes de su perfodo de vida, aunque no estd -
bien definido si 1a muerte del organismo es resultante de las muer-
tes aisladas de un nidmero critico de ciertos tipos de células, o --
bien, del deterioro de todas o de muchas células hasta un nivel en

el que no pueden 1levar a cabo Tas acciones integradas necesarias -
para que prosiga la vida del organismo. Por otra parte, es claro --
que la dependencia entre la edad en que mueren los individuos de --
Dnosophila y 1a edad en que tuvo lugar la exposicién a la radiacién
ionizante, afirma que el dafio resultante del tratamiento acelera el

proceso de envejecimiento. Por consiguiente, el dafio inducido en la
célula incrementa la velocidad normal del envejecimiento, aceleran-
do el fracaso de los procesos involucrados en la actividad integral.

No se puede proponer ninguna explicaci6n que no sea gené
tica sobre el resultado esperado en el acortamiento de la vida de -
Tas hembras comparado con el acortamiento de vida de los machos por
la misma dosis; en estos, la expectativa de vida es acortada en gra
do mayor que en las hembras. La haploidfa de una quinta parte del -
genoma del macho es congruente con esta relacifn, si se considera -
que la probabilidad de expresidn de los genes letales recesivos o -
detrimentales es mayor en los machos que en las hembras.

Se han presentado argumentos para apoyar a la hipdtesis
de que el envejecimiento espontdneo, como parte del desarrollc nor-
mal, se debe, cuando menos en parte, a alteraciones genéticas en cé
lulas somdticas. Dichos razonamientos concuerdan con la dependencia

entre el envejecimiento y la ploidia. Los cambios genéticos son en
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su mayor parte recesivos y dependientes de mutaciones puntuales, de
ficiencias o pérdida de cromosomas, segin lo demuestran los resulta
dos obtenidos en Duosophila, Habrobracon y en materiales vegetales,
al comparar los efectos de la irradiacion en individuos de diferen-
te ploidfa.

Cuando una especie diploide de un organismo multicelular
ha sido expuesto a irradiacién del cuerpo entero, es dificil deter-
minar en qué grado estd involucrado el dafio genético. Aunque algu--
nas de las células somdticas pueden mostrar rupturas cromosémicas y
distribucion anormal de material cromosémico durante la divisién, -
puede existir compensacidn por las células no dafiadas. Por otra par
te, en las células mas especializadas que ya no se dividen y que --
son, en general, mds resistentes a la radiacién, no se puede demos-
trar el dafio cromosdmico.

Una aproximacion al estudio del dafio genético y no gené-
tico en células somdticas 4n vivo, consiste en comparar la sensibi-
lidad a 1a radiacidon de aquellas especies en las que existe una di-
ferencia en el nimero de juegos de cromosomas. Se ha desarrollado -
este tipo de investigacidn en cereales diploides y poliploides ----
(Froier et al., 1941), en levaduras haploides y diploides (Tobias,-
1952) y en individuos haploides y diploides de la avispa Habrobra--
con fjuglandis (Clark et af., 19503 Clark, 1957). Estos estudios han
demostrado una diferencia en la sensibilidad a 1a radiacién entre -
organismos que difieren en su nimero de juegos de cromosomas. Por -

ejemplo, en Habrobracon, Tas pupas diploides de machos y hembras --
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tienen la misma sensibilidad a Ta radiacidn, pero ambas son mds re-
sistentes que las pupas de machos haploides (Clark y Rubin, 1961).

Las dosis de irradiacidn empleadas fueron tan pequefias -
que no afectaron el desarrollo de las pupas, que se transformaron -
en adultos estructuralmente normales. No obstante, dichos adultos -
mostraron un decrecimiento en su perfodo de vida. Este pardmetro, -
por lo tanto, constituye una prueba muy sensitiva para observar el
dafio resultante de l1a exposicién a los rayos X. Los experimentos en
los que se irradian organismos durante su desarrollo, no deben con-
cluir con el examen del aspecto de los adultos, puesto que se puede
obtener informacién dtil al continuar las observaciones hasta la --
muerte del organismo, ya que es posible que, aunque no se observen
anormalidades estructurales externas, el decrecimiento en el perfio-
do de vida indique la induccidn de un dafio fisioldgico controlado -
genéticamente.

La duracién mas prolongada de la vida de los machos di--
ploides comparados con la de los machos haploides de Habrobracon --
después de la irradiacion del estado adulto, indica el dafio genéti-
co producido en las células postmitéticas, ya que en los adultos de
los insectos 1a divisién de células somdticas no tiene lugar. Por -
consiguiente, Ta mutacién génica y la ruptura cromosémica en las cé
Tulas somdticas, pueden ser eventos causativos de una disminucidn -
en la habilidad funcional a partir del nivel celuiar. En este caso
no estdn involucradas la distribucién anormal de cromosomas ni la -
pérdida subsecuente de material genético, sino la disminucién de la
eficiencia del material genético en las células especializadas.
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Fig. 1. Mortalidad de machos de Drosophila melanogaster

de la lfnea y/sca\’. Efecto de la irradiacibén con electrones

de 1 Mev a los 14 dfas de edad.
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Fig. 2. Mortalidad de hembras de Drosophila melanogaster

de la linea y/scSY. Efecto de la irradiacidn con electrones

de 1 Mev a los 14 dfas de edad.
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Fig. 8. Mortalidad de machos y de hembras de Drosophila

melanogaster (v sch). Efecto de la irradiacién con elec~-

trones 1 Mev a los 43 dfas de edad.
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de machos y de hembras de Drosophila melanogaster ———-—

(y/sc8Y) irradiados a los 14 dfas de edad con electrones

de 1 MeV,
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irradiados a los 43 dfas de edad con electrones de 1 Mev, en

relacién con el tiempo transcurrido después del tratamiento.
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CAPITULO III

EFECTO DE LOS COMPUESTOS ANTIOXIDANTES; HIDROXITOLUENO BUTILADO, HI
DROXIANISOL BUTILADO Y GALATO DE PROPILO SOBRE LA VIDA MEDIA DE DRO
SOPHILA MELANOGASTER

RESUMEN

Los radicales libres, que se originan espontdneamente --
acumuldndose en funcién del tiempo en los sistemas vivientes, pue--
den originar dafio en las estructuras bioldgicas, en proporcién a su
propia concentracién. La acumulacidon espontdnea de los radicales 1i
bres, procedentes de los procesos de autooxidacidn en grasas organi
cas, aceites y otros compuestos que se oxidan con facilidad, son --
ejemplos conocidos de la acumulacién de radicales. Es de esperarse
que dichos radicales originados en reacciones enzimdticas, produz--
can miltiples efectos dafiinos en los sistemas biolégicos.

Harman (1968) ha demostrado que el hidroxitolueno butila
do alarga significativamente 1a vida media de Tos ratones de 1a 17-
nea LAFl, cuando se agrega diariamente a la dieta de los mismos. Ta

Tes datos favorecen a 1a hipdtesis de que las reacciones de los ra-
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dicales libres de origen endégeno contribuyen significativamente al
envejecimiento.

En el presente estudio se demuestra que los compuestos -
antioxidantes: hidroxitolueno butilado, hidroxianisol butilado y el
galato de propilo, tienen un efecto sobre el alargamiento de la vi-
da media de Drosophila, similar al observado en ratones. E1 efecto
fue mds notable en los machos que en las hembras, lo que sugiere --
una proteccidn contra el dafio genético permanente inducido por los

radicales libres en células postmitéticas.

INTRODUCCION

Los procesos de envejecimiento, caracterizados por su --
universalidad en las poblaciones de 1a misma especie y por su ini--
ciacidn y aceleracidn que tienen lugar durante etapas determinadas
de la vida, son ademds, progresivos y no reversibles en condiciones
naturales. La definicidn incluye un gran nimero de modificaciones -
orgdnicas que satisfacen a dicho criterio. Es de esperarse que exis
tan mecanismos bdsicos similares de envejecimiento entre especies -
emparentadas y adn entre grupos filogenéticos distantes, con patro-
nes metabélicos y de desarrollo diversos.

Las dosis aln pequefias de irradiacién ionizante superio-

res a cierto 1imite, aceleran algunos de los procesos de envejeci--
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miento, por 10 que se busca una interpretacifn a los fenbmenos cuya
influencia sobre el envejecimiento esté demostrada en los organis--
mos irradiados, e intentar la descripcidn de cualquier aspecto rela
cionado con la senectud, que a su vez sea acelerado por 1a irradia-
cidn.

Varios autores han sugerido que Tas consecuencias del en
vejecimiento se deben a 1a pérdida o inactivacion espontdnea de las
células en funcidn del tiempo (Handler, 1961). Esta nocibn es promo
vida por los notables progresos de 1a biologfa molecular, que rela-
cionan a Ta muerte celular con las alteraciones en 1os sistemas de
codificacion y de 1a sintesis de las protefnas. Otras hipétesis no
implican necesariamente la pérdida celular en el organismo que enve
jece, sino el dafio inducido en las mismas, por el evento principal
que se considera como responsable del dafio citado, que es 1a muta--
cion somatica (Curtis, 1963; Curtis y Crowley, 1963). E1 valor de -
estas hipétesis depende de 1a medida en que se extiende su demostra
cion experimental, por 1o que la resolucidn del problema requiere -
del desarrollo futuro de lineas de investigacién en organismos di--
versos, anticipdndose que no parece remoto el hallazgo de procesos
similares causantes tanto del envejecimiento, como de los efectos -
de 1a irradiacién en sistemas biolbgicos diferentes.

E1 esquema de los mecanismos implicados en el dafio indu-
cido por irradiacién al nivel molecular es evidentemente incompleto,
sin embargo, se asume que dicho dafio es debido en su mayor parte a

la formacién y a las reacciones secundarias consecutivas de los ra-
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dicales libres, que son los intermediarios entre los productos de -
vida corta, a saber los iones y las moléculas excitadas, y los pro-
ductos radioquimicos finales. Los radicales libres tienen una gran
reactividad porque contienen un electrén impar, por 1o que es evi--
dente la probabilidad de modificacion de 1a estructura quimica de -
las moléculas normales, al interactuar con dichos radicales.

La irradiacién de los mamfferos puede producir mutacio--
nes, cancer y envejecimiento prematuro (Hempelmann y Hoffman, 1953;
Upton, 1957). Como estos procesos tienen un origen espontdneo en la
naturaleza, se investiga si los eventos originales son similares.

E1 mayor efecto bioldgico producido por la irradiacién -
tiene su origen en 1a disociacion del agua, con la consecuente for-
macion de los radicales libres de gran actividad quimica HO- y HOZ‘,
que también se originan espontdneamente en los organismos, en condi
ciones normales. En efecto, los estudios in vivo sobre la resonan--
cia paramagnética del electrén han demostrado la presencia de los -
radicales libres en los sistemas vivientes (Commoner et af., 1954,-
1957; Ingram, 1958), cuya concentracién aumenta con la actividad me
tab6lica debido a su producci6n en las reacciones biolégicas de oxi
dacién y de reduccién (Michealis, 1951; Waters, 1946). Como las ---
reacciones en las que intervienen los radicales libres no son espe-
cificas, se anticipa que pueden producir efectos laterales al reac-
cionar con los componentes celulares.

Otra evidencia en favor de que los radicales HO- y HOZ--

se producen en la célula, procede del estudio de animales con defi-
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ciencia de la vitamina E, donde las mitocondrias y 1os microsomas -
contienen productos de la peroxidacién de 1ipidos (Zalkin y Tapel,-
1960; Pritchard y Singh, 1960), proceso en el que interviene proba-
blemente el radical HO'. La fragmentacidon de dichos productos da --
origen a su vez a radicales libres activos incluyendo al HO", RO y
ROZ' » que se acumufan en cantidades potencialmente significativas
desde el punto de vista biol6gico. Otras investigaciones sugieren -
la produccidn de radicales Tibres dentro de 1a célula durante la ac
¢cion de la xantina oxidasa, varios sistemas de deshidrogenasas ----
(Commoner et al., 1957), y de la peroxidasa (Yamazaki et af., 1960).
De esta y de otras evidencias experimentales se deduce el origen es
pontdneo de Tos radicales libres de Ta naturaleza del HQ" y HOZ‘ du
rante el metabolismo normal. Por consiguiente, es posible que una -
parte de los procesos causativos de 1a mutacibn espontdnea, del cén
cer y del envejecimiento sean similares a los inducidos por irradia
cidn, origindndose en el primer caso los radicales HO" y HOZ' en --
los procesos metabélicos, y en el segundo caso en la disociacién --
del agua (Harman, 1962).

Los radicales libres deben reaccionar, hasta cierto pun-
to con otros constituyentes celulares, incluyendo a los dcidos nu--
cléicos, cuyas modificaciones son especialmente significativas en -
relacién con el envejecimiento. Los radicales orgdnicos que tienen
origen en el ADN por la pérdida de un dtomo de hidrégeno, darfan --
lugar a otras reacciones como la adicién de oxigeno con formacion -

de peréxidos y compuestos oxigenados, degradacién en unidades mas -
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pequefias y dimerizacién, tal como se ha demostrado en sistemas sen-
cillos de polimeros y radicales 1ibres (D'Alelio, 1952; Tappel, ---
1955).

ET1 curso de eventos a partir de la absorcién inicial de
1a energia de 1la radiacién y su manifestacién final en forma de da-
fio genético, ya sea ruptura de cromosomas o induccidn de mutaciones
es una larga cadena que puede ser modificada por varios factores am
bientales. E1 dafio inicial por exposicidn a radiacidn ionizante dis
persa, como los rayos X y los rayos gamma, es modificado en varios
grados, por factores como el contenido de humedad, proporcién de. --
oxigeno, temperatura y otras condiciones (Konsak et af., 1961). La
deteccion de radicales libres con vida relativamente larga ha pro--
porcionado una nueva orientacién al estudio y al entendimiento de -
Tos mecanismos del dafio inducido por irradiacién. La naturaleza, --
produccidn, vida y forma de decaimiento de los radicales tiene re--
percusidn sobre 1a amplitud del dafio resultante de la exposicién a
la radiaci6én (Zimmer et al., 1957; Ehrenberg y Ehrenberg, 1958; Con
ger y Randolph, 1959; Kirby-Smith y Randolph, 1960; Randolph y Ha--
ber, 1961; Ehrenberg, 1961). Los radicales libres producidos por ra
diaciones ionizantes interactian con el oxigenoc para formar radica- _
les peroxilos altamente reactivos, los que, al aumentar el nlmero -
de radicales libres, producen dafio biol6gico ulterior. Al decaer, -
ya sea por interaccifn entre radical y radical, o por interacciéq -
con compuestos sulfhidrilos, causan un dafio menor.

La relacidn entre los radicales libres y los efectos bio
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18gicos, ha sido demostrada por la adicién de compuestos que captu-
ran radicales como el 6xido nitrico (Sparrman et al., 1959) y por -
aplicacién de métodos para 1a deteccién de la resonancia del spin -
del electrén (Ehrenberg y Ehrenberg, 1958; Conger y Randolph, 1959;
Conger, 1961).

La intervencidn bioldgicamente significativa de Tos radi
cales se debe a que generalmente intervienen en procesos en cadena,
puesto que por su reactividad extrema, existen Unicamente en concen
traciones muy reducidas. Solamente en los procesos en cadena en las
que intervienen repetidamente especies quimicas portadoras, se ob--
tienen productos finales en cantidades significativas. No obstante,
se debe sefialar cierta reserva con respecto a este principio gene--
ral: en los sistemas vivientes, la amplificacitn bioldgica puede ha
cer importantes a reacciones raras que ho se realizan en cadena. --
Por ejemplo, los rayos cbsmicos u otras fuentes externas, y los ele
mentos radiactivos en el organismo humano, lo sujetan a una razdn -
de dosis igual a 0.1 rad por afio. Esta razén de dosis tan pequefia -
produce alrededor de 10'7 moles de radicales libres por cuerpo huma
no, por afio. Claramente, esta es una cantidad extraordinariamente pe
quefia de radicales iniciadores, que son en parte responsables del -
nivel tan bajo de mutaciones naturales.

La amplificacidn bjolégica es de importancia primordial,
dada 1a enorme sensibilidad de Ta célula a Tas modificaciones en su
aparato hereditario, constituido por ADN. Debido a la sensibilidad

tan notable del ADN, la alteraci6n por radiacifn de Unicamente una
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molécula entre 106 a 107 moléculas en la c€lula puede ser letal pa-
ra 1a misma.

Las alteraciones en el ADN en las células de un organis-
mo multicelular, influyen individualmente sobre su habilidad funcio
nal y colectivamente sobre las interrrelaciones arménicas necesa---
rias para la supervivencia de los conjuntos celulares y del indivi-
duo. Como ejemplo, las alteraciones en las propiedades de los teji-
dos conectivos recientemente formados, (Boucek et al., 1958) pueden
resultar de las mutaciones acumuladas en funcidn del tiempo en las
células que dan origen a los fibroblastos. Ya que las células del -
organismo dependen del tejido conectivo, Tos cambios que ocurren en
el mismo, debido a las mutaciones en las células responsables de su
mantenimiento, deben manifestar efectos nocivos en el organismo. En
el caso de las células de vida larga como las del midsculo esqueléti
co y las del sistema nervioso, las alteraciones acumuladas en el --
ADN se traducen en un deterioro gradual de su habiiidaa funcional.

Los radicales libres producidos en el agua tienen gran -
reactividad e interactlan con una gran variedad de moléculas. Si se
agregan otras substancias a la solucién, competirdan en la captura -
de dichos radicales con las moléculas presentes, por ejemplo, con -
las enzimas, reduciendo la inactivacion de las mismas. Esta protec-
cién fue descubierta por Dale (1952) quien encontrd que algunas ---
substancias, principalmente los compuestos que contienen SH, prote-
gen a las soluciones diluidas de enzimas.

En las reacciones de radicales libres con intervencién -
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del oxigeno molecular se manifiesta una accidon inhibitoria por adi-
cion de substancias antioxidantes, como el hidroxitolueno butilado
(BHT) que captura a los radicales libres intermediarios. Ya que la
efectividad de Tos compuestos como el BHT es independiente en su ma
yor parte de 1a composicion quimica de los radicales R® o RGZ‘ s €S
tos compuestos deben reducir extensivamente los efectos deletéreos
originados en las reacciones con radicales Tibres en un organismo,-
cuando estdn involucrados compuestos como dcidos nucléicos, mucopo-
1isac§ridos, 1ipidos o protefnas.

Harman (1962, 1968, 1969) y Harman et af. (1966) demos--
traron la accidn protectora de varias substancias antioxidantes in-
hibidoras de las reacciones con radicales libres, cuyo efecto se ma
nifiesta en un alargamiento de la vida, cuando dichas substancias -
se agregan al alimento normal de ratones machos. La vida media del
ratén aument6 en la proporcién del 45% cuando se afiadié BHT en la -
proporcidn de 0.50% en peso a la dieta semisintética de Tos machos
de la 1fnea LAF1 (Harman, 1968).

Dada la universalidad de algunos de los aspectos metabd-
licos mencionados, modificables por la intervencién de radicales 1i
bres, en el presente experimento se investigd el efecto de tres com
puestos antioxidantes similares en su estructura qufmica sobre la -
vida media de 0. melanogaster.

E1 hidroxitolueno butilado, 2,6 di-terbutilo p-cresol --
(BHT); el hidroxianisol butilado, mezcla de 2 terbutilo-4-metoxife-

nol y 3 terbutilo-4-metoxifenol (BHA), y el galato de propilo, éster
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propilico del &cido gdlico (GP), son tres compuestos antioxidantes
fenglicos, cuyos efectos sobre la duracién de la vida de D. melano-

gasten se describen a continuacion.

MATERIALES Y METODOS

Se empled la 1inea y/scaY, mantenida durante 75 genera--
ciones en un lapso de cinco afios en el laboratorio. E1 fenotipo de
los machos y de las hembras facilita el 1levar por separado el re--
gistro de la mortalidad, ya que las hembras son de color amarillo,-
contrastando con los machos de color pardo, por el alelomorfo nor--
mal de yellow que 1levan en el fragmento sc8 del comosoma X adheri-
do al cromosoma Y. Las poblaciones fueron obtenidas mediante el ais
lamiento de adultos emergidos de la pupa, dentro de un fapso de 10
horas posterior a la eclosidn, por 10 que la determinacién de la --
edad tiene un error de + 5 horas. Los cultivos se mantuvieron a la
temperatura de 25 + 1°C durante todo el experimento. Dada 1a influen
cia que tiene 1a composici6n del alimento sobre Ta vida media de --
Dnosophika, asi como las condiciones asépticas (Strehler, 1962; ---
Lamb, 1966), se sefiala a continuacién la proporci6n en porcentaje -
de los constituyentes empleados en la elaboracién del medio de cul-
tivo para el experimento: agua bidestilada (85.47), agar en fibra -

(1.10), harina de mafz (5.16), sacarosa (2.90), dextrosa (2.07), le
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vadura de cerveza en polvo (2.48), dcido propi6nico (0.41), tego---
sept disuelto al 12.5% en alcohol etilico (0.41). Los antioxidantes
se disolvieron en alcohol etflico en una proporcidén que no afecta a
la viabilidad de los adultos de Dnosophila, agregandolos durante la
etapa de agitacién del medio, para su homogenizacién a una tempera-
tura menor a 40°C.

La aglomeracidon de los adultos en los cultivos es otro -
factor que debe considerarse (Strehler, 1962) por su influencia so-
bre 1a mortalidad, por 1o que se aislaron dnicamente 50 hembras y -
50 machos en cada cultivo, en frascos lecheros de 1/4 de litro. El
registro del efecto de los antioxidantes empleados, sobre la morta-
lidad de los imagos se hizo a partir de 6 cultivos para cada concen
tracidn, registrandose, por consiguiente, la duracién de 1a vida de
600 individuos en cada grupo. Con el propfsito de mantener condicio
nes Gptimas en los cultivos, se hicieron transvases de adultos sin
anestesiarlos, a nuevos cultivos cada 48 horas, registrandose la --
mortalidad al contar los muertos que quedan adheridos a la superfi-
cie del medio, después del transvase. E1 registro de mortalidad se
continué hasta 1a muerte del dGltimo imago en todos los cultivos.

Después de 1a prueba de toxicidad previa al experimento,
se afiadieron los antioxidantes al medio de cultivo en las siguien--
tes concentraciones en peso: hidroxitolueno butilado (0.100, 0.010
y 0.001%), hidroxianisol butilado (0.100, 0.010 y 0.001%), galato -
de propilo (1.000, 0.100 y 0.010%). Los antioxidantes se agregaron

al medio de cultivo durante l1a duracidn total del estado adulto.
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Con Tos datos de mortalidad, se obtuvieron graficas sig-
moides que indican el descenso del porcentaje de supervivencia en -
relacién con la edad (Figs. 8 y 9). Se emplearon escalas semiloga--
ritmicas, con el prop6sito de ilustrar claramente el efecto de la -
edad sobre la mortalidad cerca de 1a terminacién del perfodo de vi-
da. Con los mismos datos, y mediante 1a transformacién Probit y el
método de minimos cuadrados se obfuvo la ecuacién de la recta para
la relacidn: Probit del porcentaje de supervivencia/tiempo en dias

(Figs. 10 y 11).

RESULTADOS

La vida media normal de machos y hembras es de 40.42 y -
41.36 dias respectivamente. En 1a Tabla VII estdn contenidos los da
tos sobre 1a vida media de cada grupo tratado, asf como el porcenta
Jje de supervivencia obtenido de la relacién entre la vida media del

grupo tratado y la vida media del grupo testigo.




TABLA VII

Efecto de los compuestos antioxidantes: hidroxitolueno butilado ---
(B.H.T), hidroxianisol butilado (B.H.A) y galato de propilo (G.P),-
afiadidos al medio de cultivo durante el estado adulto, sobre la vi-
da media de los imagos de Drosophila melanogaster (y/sc8Y).

machos hembras

compues to % conc. v.m.en d. p.de s. v.m.en d. p.de's.
testigo 40.42 41.36
B.H.T. 0.100 44 .55 110.22 43.12 104.22
B.H.T. 0.010 46.97 116.20 43.33 104.76
B.H.T. 0.001 52.12 128.95 47.42 114.65
B.H.A. 0.100 30.06 74.36 34.63 83.73
B.H.A. 0.010 41.13 101.76 43.01 103.99
B.H.A 0.001 45.18 111.78 41.08 99.32

G.P. 1.000 37.44 92.63 28.46 68.81

G.P. 0.100 42.64 105.49 40.74 98.50

G.P, 0.010 44 .60 110.34 37.85 91.51

La vida media en dfas (v.m. en d.), comprende el perfodo que trans-
curre entre la emergencia de los imagos y 1a muerte del 50% de la -
poblacién. E1 porcentaje de supervivencia (p. de s.), se obtiene di
vidiendo 1a vida media del grupo tratado entre la vida media del --
grupo testigo. (% conc.), porcentaje de concentracién en peso.

De los datos contenidos en la Tabla VII se deduce que el
compuesto que resultd mds efectivo para producir un alargamiento de
la vida media fue el B.H.T., a 1a concentracién de 0.001%. E1 por--
centaje de supervivencia es mayor a 100 en las tres concentraciones
empleadas en los dos sexos. E1 B.H.A. produjo un efecto menos nota-
ble, mientras que el G.P. solamente alargl el perfodo de vida media
de Tos machos alimentados con las dos concentraciones menores de es

te compuesto.
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Los machos mostraron mayor sensibilidad que las hembras
al compuesto B.H.T. en las tres concentraciones empleadas. E1 mayor
porcentaje de supervivencia en todo el experimento es el de los ma-
chos que se alimentaron con B.H.T. a Ta concentracién de 0.001%, --
produciéndose un alargamiento de la vida media equivalente al 28.95%
de 1a vida media del testigo.

La vida media de 1os machos aumenté en 7 de los 9 grupos,
mientras que, 1a vida media de las hembras aumenté dnicamente en 4
de Tos 9 grupos tratados con los compuestos antioxidantes.

Al hacer la comparacidn entre 11 de los puntos sobre las
curvas de supervivencia del grupo testigo con los correspondientes
de los grupos tratados, se encontraron diferencias significativas -
mediante la distribucién de X2 en los machos de los grupos: G.P. a
la concentracién de 0.100% (X° = 132.592, P <0.001), G.P. a 1a con
centracidn de 0.010% (X2 = 80.316, P <0.001), B.H.T. a 1a concen--
tracion de 0.010% (X2 = 93.285, P < 0.001), B.H.T. a la concentra--
cion de 0.001% (X2 = 178.975, P <0.001), y B.H.A. a 1a concentra--
cion de 0.001% (X2 = 199.068, P <0.001). En las poblaciones de hem
bras no se encontrd ninguna diferencia significativa al aplicar la

distribucién de X%, al nivel de significacién de 0.05.

DISCUSION

Los compuestos antioxidantes del tipo fendlico como el hi
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droxitolueno butilado producen un alargamiento de la vida media en
D. melanogaster, segin los resultados del presente experimento.

Harman et af. (1966) y Harman (1968) demostraron un efec
to mas notable al agregar B.H.T. en varias concentraciones a la die
ta semisihtética en ratones de la 1inea LAFI. Las diferencias entre
los resultados obtenidos, se deben probablemente al diverso grado -
de toxicidad que tiene dicho compuesto en las dos especies, ya que
Ta concentracién menor (0.001%) es la que produjo un efecto mayor -
en Tos machos adultos de D. melanogastenr.

E1 dafio genético inducido por la irradiaciﬁn se debe ---
principalmente a la formacién y reacciones de los radicales libres
a partir de las moléculas del agua. Como la radiacion ionizante ace
1era§ios procesos que conducen al envejecimiento, se postula el sig
nificado de 1os radicales 1ibres de origen end6geno sobre las célu-
Tas del organismo.

Los compuestos antioxidantes con estructura quimica simi
lar al B.H.T. tienen una accién inhibitoria en las reacciones de ra
dicales 1ibres con intervencidn del oxigeno. La efectividad de es--
tos compuestos es independiente en su mayor parte de la composicidn
de los radicales R* & R02' » por 1o que protegen a varios tipos de
moléculas. Se pretende relacionar dicha propiedad protectora con --
los efectos dafiinos que pueden tener los radicales libres que son -
producidos espontdneamente en los sistemas vivientes. Si el enveje-
cimiento involucra procesos resultantes del ataque de los radicales

libres a los componentes celulares, principalmente al ADN, l1a accidn
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protectora al nivel molecular mediante la captura de dichos radica-
les puede manifestarse como una disminucion en la velocidad caracte
ristica del envejecimiento al nivel individual, y por consiguiente,
en un alargamiento de Ta vida.

La diferencia en 1a radiosensibilidad entre los machos y
las hembras de D. mefanogaster estd relacionada con la haploidfa'--
del cromosoma X en los machos, dada la proporcion considerable de -
la totalidad del genoma contenido en dicho cromosoma. Asimismo, el
dafio genético producido por los radicales libres de origen endocelu
lar tiene mayor expresién en los machos, en los que los compuestos
antioxidantes descritos muestran un efecto protector mayor sobre --
los procesos celulares de degradacidn, acelerados por los radicales
libres. Si el envejecimiento natural estd incluido en tal esquema,-
la teorfa del alargamiento de la vida en funcidn de la captura de -
radicales 1ibres mediante los compuestos antioxidantes introducidos
con la alimentacién al organismo, és congruente con loé resul tados

del presente experimento.
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CONCLUSIONES

Desde 1a iniciacién de 1a radiobiologfa, se demostrd que
las mutaciones ocurren espontdneamente, que su frecuencia aumenta -
con el incremento de la temperatura, por la adicidn de ciertos com-
puestos quimicos y por la exposicién a las radiaciones ionizantes.-
E1 espectro de las mutaciones inducidas varfa segiin el tipo y con--
centracién o l1a dosis de cada agente mutagénico. Las mutaciones son
eventos esencialmente irreversibles, variando su grado de expresidn
desde la letalidad completa, hasta la heterosis. Dado que se acumu-
lan gradualmente en funcién del tiempo, es de interés intrinseco co
nocer el grado de acumulacién de las mutaciones en varios tipos ce-
Tulares, asi como el efecto que pueden tener sobre T1a célula afecta
da en si misma y sobre el organismo considerado como una unidad ---
constituida por sistemas interdependientes.

Hasta 1a década pasada, se carecié de datos cuantitati--
vos sobre la frecuencia de mutaciones gsponténeas en varias espe---
cies en condiciones ambientales normales, disponiéndose de determi-
naciones muy escasas, a pesar de que la mutabilidad espontdnea cons
tituye el evento primario del que se derivan los cambios evolutivos.

E1 interés general sobre 1a mutagénesis quimica y sobre

la radiogenética ha producido recientemente un aporte considerable




de determinaciones exactas del incremento de la mutacidon espontdnea
resultante de Ta exposicion a radiaciones ionizantes.

La teoria de la mutacién somdtica del envejecimiento pos
tula que en las células postmitéticas tiene lugar una acumulacién -
de mutaciones espontdneas en relacidn con el incremento de la edad,
lo que causa un decrecimiento progresivo en la capacidad funcional
de las células afectadas. La tasa de mutacidn por generacifn (o du-
rante una fraccidn equivalente del periodo de vida) es aproximada--
mente igual en los individuos de la misma especie bajo ciertas con-
diciones experimentales, tales como la temperatura en animales poi-
quilotermos.

La mayoria de las teorias que tratan de explicar los me-
canismos bdsicos de los procesos de envejecimiento, son de cardcter
genético. (Failla (1958, 1960) y Failla et af. (1957, 1960) propu-
sieron que segln el comportamiento estadistico de la mortalidad, és
ta es resultante de la acumulacidn de mutaciones en células somdti-
cas en funcibn del tiempo. Si la mutaci6n es un factor causativo --
del envejecimiento, es de esperarse una correlacibn positiva entre
el grado de mutacidn y el grado de envejecimiento, sobre 1o que se
ha reunido evidencia considerable. Sin embargo, también podria en--
contrarse una correlacién positiva causada por otros procesos que -
tuvieran efecto sobre ambos pardmetros. Por ejemplo, el aumento en
Ta temperatura, dentro de ciertos 1imites, incrementa la velocidad
de Tas reacciones quimicas y de varios procesos ffsicos que a su --

vez pueden producir un incremento en la frecuencia de la mutacién y
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una aceleracidn del envejecimiento, segin el grado en que ambos fend
menos dependan de eventos fisicoquimicos.

E1 incremento de la temperatura produce un aumento co---
rrespondiente en la frecuencia de mutaciones (Muller, 1928; Timo---
feeff-Reséovsky, 1939; Plough, 1942; Byers y Muller, 1952), asi co-
mo una aceleracién del envejecimiento en poblaciones experimentales
de Drosophila (Pearl, 1928; Comfort, 1956; Strehler, 1959, 1960).

E1 grado de mutagénesis estd relacionado en alguna forma
con la edad del organismo y por analogia, con 1a edad de Ta célula
en la que tiene lugar la mutacién. Muller (1945) y Muller et af. --
(1961) descubrieron que la frecuencia de mutaciones varfa marcada--
mente con la edad del espermatozoide en Dnosophila, demostrando ---
que las mutaciones espontdneas se acumulan en el espermatozoide ma-
duro almacenado en la hembra, y que también se acumulan las mutacio
nes espontdneas letales recesivas ligadas al sexo en los espermato-
zoides almacenados en el macho.

Muller et af. (1961) interpretaron estos datos como una
evidencia experimental en favor de su teorfa acerca de que 1a mayo-
ria de las mutaciones (espontdneas e inducidas) son el resultado de
alteraciones en el gene "preexistente", esto es, que no se requiere
1a duplicacién del gene para que se fije el evento mutagénico, por
1o que no se tiene ninguna razén para afirmar que 1a mutagénesis en
las células fijas, postmitéticas, sea resultante de procesos esen--
cialmente diferentes a los que concurren en la mutagénesis de las -

células que se replican.
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Por otra parte, que las mutaciones ocurren tanto en célu
las somaticas como en células germinales, es una deduccion 16gica -
del hecho bien establecido sobre 1a calidad del ADN, que es idénti-
ca en las células somaticas y en las células germinales. Solamente
la frecuencia y la expkésién de Tas mutaciones, asi como la supervi
vencia de las células que las contienen, pueden variar en tipos ce-
lulares diversos.

E1 valor absoluto de 1a frecuencia de mutacién en célu--
las somdticas puede diferir tanto de un tejido a otro, como con res
pecto a 1a tasa de mutacidn de las células germinales, debido a la
interaccidn diferencial entre el genotipo y el medio ambiente en ca
da caso. Muller (1954) reuni6 evidencia en -favor de que la frecuen-
cia de Tas mutaciones visibles en las células somdticas en los em--
briones de Droscphifa, es del mismo orden de magnitud que la fre---
cuencia del mismo evento en las células germinales.

Algunos experimentos recientes (Johnson, 1963) indican -
que la frecuencia de errores en el ARN y en las proteinas puede ser
de 10 a 100 veces mayor que el mismo pardmetro en el ADN. La teorfa
de Failla (1958) predijo tal relacifn. Por otra parte, existen va--
rios mecanismos de correccidn de errores en 1a 1fnea germinal, ta--
les como la fecundacifn o la conjugacidén. Las células germinales, -
por consiguiente, tienen una capacidad de recuperacién que se expre
sa en un grado mayor al que es de esperarse en el soma. Segin este
principio, los efectos de 1as mutaciones en las células somdticas -

son mas significativas que en las c€lulas germinales.
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La senectud es un proceso universal en los organismos vi
vientes (Comfort, 1956; Bourliere, 1958; Dobzhansky, 1958; Strehler,
1960). E1 hecho de que la mayoria de las especies tienen perfodos -
de vida bien definidos, parece ser relevante a 1a constancia de 1a
informacién codificada en el ADN en cada especie. Williams (1957) -
ha propuesto que la senectud es un cardcter evolutivo caracteristi-
co del soma de "individuos fisiol6gicamente definidos", siendo las
mutaciones la fuente del cambio evolutivo. La informacidén genética
de la célula estd almacenada dentro de la secuencia precisa de ba--
ses plricas y pirimidicas en 1a molécula del ADN. Los cambios, adi-
ciones o deficiencias en esta secuencia de bases, ya sea por 1a ---
reorganizacion espacial o por la substituci6n de formas tautoméri--
cas, introducen errores en el contenido de informacién del genoma.-
Por ejemplo, el &cido nitroso es causante de la diaminaci6n oxidati
va de la citosina convirtiéndola en uracilo; el bromouracilo, que -
se aparea con la guanina, puede ser incorporado al ADN en lugar de
la timina, transformando al par adenina-timina en el par guanina-ci
tosina; y los colorantes de acridina pueden intercalarse entre las
bases, incorporando bases adicionales al ADN durante 1a replicacidn.
Dichas alteraciones en 1a molécula de ADN constituyen 1o que se de-
fine como mutaciones puntuales. Es razonable, dada la evidencia ex-
perimental tan abundante que se ha mencionado, adelantar la posibi-
1idad de un desarreglo progresivo del soma con el aumento de la ---
edad cronoldgica, como resultado de 1a eficiencia decreciente del -

ADN, que es necesaria para la regulaci6n de la sfntesis protéica y
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enzimatica y para la supervision de l1a actividad conjunta de las cé
lulas, como consecuencia directa de Ta acumulacion de las mutacio--
nes en el tiempo.

Orgel (1963) sefialé que el fracaso para mantener la pre-
cision requerida en la sintesis de protefnas, podria causar enveje-
cimiento celular. Aunque el material genético proporciona la infor-
macién precisa para la sintesis de proteinas, es de esperarse que -
puedan ocurrir errores ocasionales en la transcripcidn y en la trans
lacién de esta informacién (Lotfield, 1963). La presencia de unas -
cuantas moléculas defectuosas, resultarfa dUnicamente en un ‘'descenso
pequefio en 1a eficiencia metab6lica, pero la misma situaci6n no se-
ria trivial para el grupo de enzimas que se requieren para la trans
cripcién o para la translacidn de la clave genética, (polimerasa --
del ARN, sintetasa-aminoacil-ARNt y probablemente las enzimas que -
intervienen en las sintesis del ARNt). En este caso, una molécula -
defectuosa con especificidad disminuida, causaria la produccion de
moléculas defectuosas en proporcidn considerable. Orgel indico que
si bien 1a frecuencia inicial de errores en una cé€lula, puede ser -
pequefia, en la ausencia de divisidén celular y de seleccién en favor
de las células que crecen con mayor rapidez, tendria lugar un aumen
to exponencial en la frecuencia de errores que conducirfa a una "ca
tdstrofe de errores" y a la muerte celular. En organismos diferen--
ciados en los que el grado de renovacién celular se reduce al aumen
tar la edad, es de esperarse que aumente con el tiempo la propor---

cién de células afectadas en esta forma. E1 mismo autor sugirid una
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prueba experimental para la validez de esta hip6tesis, que consiste
en aumentar artificialmente 1a frecuencia de errores en las sinte--
sis de proteinas, mediante el tratamiento de células con cantidades
no toxicas de andlogos de aminodcidos o de bases del ARN. Un solo -
tratamiento iniciarfa una catastrofe de errores incipientes, cuyos

efectos serfan manifiestos en la célula o en el organismo, tiempo -
después de la adicién de Tos andlogos. Orgel 1lev6 a cabo el experi
mento con resultados positivos en D, melanogasien, que es un orga--
nismo particularmente adecuado para este tipo de experimento. Las -
Tarvas en crecimiento activo se alimentaron con los suplementos ---
agregados al medio. Después de la metamorfosis hay una divisidn ce-
Tular muy reducida en el adulto, aparte de las células germinales,-
de manera que no hay probabilidad de seleccidn de células saluda---
bles para substituir a las células que mueren debido a la sintesis

de proteinas alteradas. Se emplearon andlogos de aminodcidos en vez
de andlogos de bases, porque estos podrian incorporarse al ADN cau-
sando mutaciones somaticas, por lo que, el efecto en la longevidad

por el tratamiento con andlogos de bases podria atribuirse a muta--
ciones mds bien que a un efecto en la sintesis de protefnas, ya --
que es remotamente probable que se puedan inducir mutaciones por --
adicion de andlogos de aminodcidos. Aunque no existe evidencia di--
recta de que los andlogos de aminodcidos se incorporan a las protef
nas de Drosophila, es probable que ocurra dicho fenémeno, segin Tos
datos positivos obtenidos en otras células animales y en microorga-

nismos (Richmond, 1962). Los andlogos de aminodcidos pueden dismi--
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nuir la especificidad de las enzimas al ser incerporados en Tugar -
de los aminodcidos naturales. E1 tratamiento redujo efectivamente -
la vida media de Drosophila.

Este descubrimiento no prueba necesariamente que la hipd
tesis de Orgel sea correcta, pero confirma una de sus predicciones
principales, esto es, que el aumento en la frecuencia normal de ---
errores en la sintesis de protefnas acorta el periodo de vida.

Otro experimento relevante es el de Clarke y Maynard ---
Smith (1966), quienes demostraron que el grado de restitucidn de al
gunas de Tas proteinas en individuos Tongevos de Drosophila es 2 ve
ces mayor que en los adultos j6venes, resultado que puede ser expli
cado con base en la hipftesis de Orgel. Si-alguna de las proteinas
que se sintetizan en animales longevos son defectuosas, es muy pro-
bable que existan mecanismos de control compensatorios de la activi
dad enzimdtica reducida, estimulando Ta sintesis de la misma protei
na anormal qdé'en su mayor parte es desnaturalizada y degradada.

En contraste con otras teorias sobre el envejecimiento,-
1a de QOrgel tiene la virtud de definir claramente, en términos bio-

quimicos, una causa posibie del envejecimiento celular.
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RESUMEN

Aunque se desconoce en qué grado los procesos basicos --
causantes del envejecimiento de Drosophifa son relevantes a los pro
cesos similares que tienen lugar en los mamiferos, la similitud en-
tre los resultados de experimentos andlogos en insectos y en rqtones
justifica a 1a esperanza en favor de que la investigacion en Droso-
phila contribuya a la resolucidn de algunos de Tos aspectos funda--
mentales involucrados en el envejecimiento natural del hombre.

E1 soma del imago de Tos insectos es un sistema postmitd
tico que constituye un material biolégico especialmente adecuado pa
ra el estudio de los factores intrinsecos y extrfngecos determinan-
tes de la duracidn de 1a vida, segin los postulados adelantados por
la teoria de la mutacidn somdtica en relacidn con el envejecimiento.

Los datos experimentales resefiados no son suficientes pa
ra apoyar definitivamente a la teoria de la mutacién somdtica. No -
obstante, no niegan la intervencidon de las mutaciones somdticas co-
mo uno de los mecanismos causativos probablemente mds significati--
vos del sindrome del envejecimiento en D. melanogasfenr.

Al aplicar dosis subletales de electrones acelerados a -
imagos de D. mefanogasien se derivaron grdficas de supervivencia, -

cuyo andlisis favorece a 1a hipdtesis de la aceleraci6n del enveje-




cimiento causada por la irradiacidn, ya que el porcentaje de super-
vivencia media es independiente de la edad en la que se irradiaron
los adultos.

La expectativa de vida posterior a la irradiacifn es ---
acortada en grado mayor en los machos que en las hembras, resultado
que es congruente con la pérdida o inactivacidn celular diferencial
debida a Ta haploidfa de una quinta parte del genoma en el macho, -
que posibilita Ta expresidn de los genes recesivos letales o detri-
mentales contenidos en el cromosoma X.

Al aplicar las dosis menores de irradiacién se alargd en
algunos casos la expectativa de vida, 1o que, en las hembras se ha
atribuido a l1a esterilidad producida por el tratamiento.

Con el prop6sito de investigar la relacidn entre el pa--
rentesco genético y la dosis letal media en cuatro especies de Dro-
sophila, se irradiaron imagos en un gradiente de dosis de electro--
nes acelerados entre los Timites de 8.32 a 91.52kR. Unicamente en--
tre D. melanogaster y D. simulans no se encontrd una diferencia sig
nificativa en el valor de la DLSO' Ambas son especies muy emparenta
das, del grupo melanogaster, que tienen la misma constitucidn cromo
sémica y que pueden producir descendencia interespecifica.

La adici6n de los compuestos antioxidantes, hidroxitolue
no butilado, hidroxianisol butilado y galato de propilo, al medio -
de cultivo, alarg6 significativamente el periodo de vida media de -
algunos de los grupos de adultos asi tratados. E1 efecto es mas no-

table en los machos que en las hembras, 1o que sugiere una protec--
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cion contra algldn tipo de dafio genético inducido por los radicales
libres que se generan espontdneamente en las células postmitéticas.
Los datos obtenidos en la presente investigacidon posibi-
Titan algunas conclusiones pertinentes a la intervencifn de las mu-
taciones somdticas en el proceso natural del envejecimiento. Aunque
se tienen muchos factores por considerar al evaluar en qué exten---
sidn las mutaciones son elementos causativos de la senectud, se han
reunido aportaciones significativas de postulados tebricos y de ex-
perimentos que apoyan a la hip6tesis de que las alteraciones que --

conducen al envejecimiento son de cardcter esencialmente genético.

101




APENDICE 1

Transformacidn Probit de los porcentajes de supervivencia de los
grupos de machos de D, melanogaster irradiados con electrones

de 1 Mev, a los 14 dfas de edad.

porcentaje de supervivencia.

Ed., edad en dfas; % superv.,

%

%

%

E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit
9 98.65 7.2115 15 99.24  7.4276 15 99.16  7.83911
16 97.30 6.9268 23 91.62 6.3800 20 97.50 6.9600
23 93.70 6.5301 31 87.04 6.1283 25 93.28 6.4969
30 85.56 6.0607 39 77.12 5.7428 30 89.92 6.2775
37 75.61 5.6938 47 44,32 4.8571 35 81.52 5.8972
44 59,77 5,2474 55 27 .51 4.4025 40 66.40 5.4234
51 47.10 4.,9272 63 14.52 3.9428 45 36.16 4.6458
58 24.47 4.3087 71 3.06 3.1275 50 15.16 3.9704
65 9.10 3.6654 79 0.77 2,5766 55 4.24  3.2809
72 Q.51 2.4306 87 0.77 2.5766 60 0.88 2.6257
79 0,51 2.4306 65 0.88 2.6257

Grupo testigo Dosis=7,32kR Dosis=14.64kR

y=8.16814-0.07111 x
r=0 .98549

y=8.20715-0.06818 x
r=0.99185

y=9.17605-0.10305 x
r=0.98995

m=44,553 m=47 .039 m=40.,525
% % %

E.d. superv., Probit E.d. superv, Probit E.d. superv. Probit
15 98.27 7.1130 15 99.28 7.4471 15 97.76 7 .0066
20 90.18 6.2918 18 97.14 6.9018 18 96.26 6.7817
25 75.73 5.6977 21 94,98 6.6430 21 94.76 6.6222
30 B3.76 5.0944 24 94.26 6.5769 24 94,01 6.5557
35 42.19 4,8029 27 85.62 6.0634 27 84,30 6.0069
40 37.00 4.6681 30 72.67 5,6029 30 77 .58 5.7581
45 23,71 4.2843 33 60.43 5.2645 33 57 .43 5,1874
50 16.76 4,0363 36 53.95 5,0982 36 31.30 4.5126
55 9.25 3.6745 39 35.95 4.6402 39 14.13 3.9255
60 2.31 3.0064 42 23,01 4,2615 42 2.93 3.1088
685 1.73 2,.8869 45 11.48  3.7991 45 1.43 2,8109
70 0.57 2.,4688 48 3,57 3.1971

51 1.41 2.8054

Dosis=21.96kR Dosis=29,.28kR Dosis=36,60kR

y=7,78177-0.07717 x y=9,36663~0.12463 x y=9.72201-0.14747 x

r=0,98714 r=0,99474 r=0,97473

m=36.047 m=35,037 m=32,020




APENDICE 1 (continuacién)

Transformacién Probit de los porcentajes de
supervivencia de los grupos de machos de D.
melanogaster irradiados con electrones de 1
Mev, a los 14 dfas de edad. E.d., edad en
dfas; % superv., porcentaje de supervivencia.

E.d. % superv. Probit
15 98.55 7.1835
17 95.65 €.7114
19 91.30 6.3595
21 88.40 6.1952
23 86.95 6.1240
25 84.05 5.9966
27 76.80 5.7323
29 68.10 5.4705
31 53.61 5.0907
33 33.32 4.5689
35 21.72 4.2183
37 8.67 3.6386
39 1.42 2.8081
Dosis=43,92kR

y=9.66855-0.15839 x

r=0.96896

m=29.475




APENDICE 1II

Transformacién Probit de los porcentajes de supervivencia de los
grupos de hembras de D, melanogaster irradiados con electrones
de 1 Mev, a los 14 dfas de edad. E.d., edad en dfas; % superv.,
porcentaje de supervivencia.

% ’ % %
E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit E.d. superv, Probit

9 98.28 7.1154 15 97.84 7.0219 15 100.00
16 96.73 6.8425 23 94.24 6.5754 18 98.53 7.1781
23 94.15 6.5677 31 91.36 6.3632 21 98.53 7.1781
30 88.11 6.1805- 39 83.44 5.9717 24 g7.79 7.0122
37 67.43 5.4518 47 50.32 5.0080 27 95.58 6.7079
44 43.29 4.8310 55 30.16 4.4801 30 93.32 6.5039
51 24.76 4.3179 63 11.44 3.7966 33 85.28 6.0485

58 13.99 3.91938 71 2.08 2.9625 36 79.39 5.8200
65 5,37 3.3901 39 73.50 5.6280
72 1,92 2.9263 Dosis=7,.32kR 42 63.20 5.3372
79 1.06 2.6952 y=8.36780~-0.071486 x 45 57.31 5.1843
r=0.98510 48 48.49 4.9621
m=47,128 51 41.87 4.,7947
Grupo testigo 54 31.57 4.5203
y=7.97986-0,06911 x 57 12.45 3.8472
r=0.99449 60 3.63 3.2046
m=43.118 63 2.89 3.1028
66 1.42 2,808t
%
E.d. superv, Probit Dosis=14.64kR.
y=9.21318-0.09354 x
15 99.19 7.4044 =0 .98846
18 98 .38 7.1394 m=45.041
21 96,76 6,.,8467
24 95.95 6.7450
27 92,72 6.4552
30 90.30 6.2988
33 87 .87 6.1685
36 84 .64 6.0211
39 74.15 5.6480
42 64 .47 5.3711
45 58,02 5,2024
48 45,11 4.8772
51 28.98 4.4460
54 18.50 4,1035
57 7 .21 3.5396
60 0.76 2.8717
63 0.76 2.5717

Dosis=21,96kR

y=9,15501-0,09687 x
r=0 .97484
=42 ,893




APENDICE II (continuacibn)

Transformacibén Probit de los porcentajes de supervivencia de los
grupos de hembras de D. melanogaster irradiados con electrones
de 1 Mev, a los 14 dfas de edad. E.d., edad en dfas; % superv.,
porcentaje de supervivencia,

% % %
E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit

15 ©7.30 6.9268 15 100 15 99.02 7.3339
20 97.30 6.9268 17 96.83 6.8564 20 94.63 6.6099
25 93.70 6.5301 19 g95.24 6.6686 25 90.24 6.2954
30 85.680 6.0625 21 93.65 6.5259 30 79.51 5.8243
35 76.60 5.7257 23 92.06 6.4083 35 64.39 5,3689
40 64.90 5.3826 25 80.47 6.3088 40 50.25 5.0063
45 48.70 4.9674 27 88.88 6.2150 45 29.28 4.4548
50 30.19 4.4953 29 88.88 6.2150 50 14.65 3.9485
55 15.89 3.9802 31 88.88 6.2150 655 8.31 3.6154
60 3.69 3.2122 33 87.29 6.1402 60  2.46 3.0330
65 1.89 2.,9229 35 84.11 5.9990 65 1.48 2.8245
70 0.99 2.8305 37 76.18 5.7121 70 0.50 2.4242
75 0.989 2.6305 39 68.25 5.4747

41 61.91 5.3032

Dosis=29.28kR 43 58.73 5.2206 Dosis=43.92kR
y=8.48937~0.08200 x 45 52.39 5.0598 y=8,49584~0.08865 x
r=0.99210 47 36.52 4.6554 r=0,99809

m=42 .553 49 22.23 4.2355 m=39.434

51 12.71 3.85¢98
53 9.53 3.6912
55 6.35 3.4739
57 3.17 3.1436
59 1.58 2.8505
61 1.58 2.8505

Dosis=36.60kR
y=8.83779-0.09385 x
r=0.97039

=40,893




APENDICE III

Logaritmos naturales de los porcentajes de supervivencia de los
grupos de machos de D. melanogaster irradiados con electrones
de 1 Mev, a los 43 dfas de edad. E.d., edad en dfas; % superv.,
porcentaje de supervivencia; log. n., logaritmo natural.

% % %

E.d. superv. log.n. E.d. superv. log.n. E.d. superv. log.n.

44 92,92 4.53174 44 92,86 4.50932 44 88.68 4.485083
46 85.38 4.44712 47 70.36 4.25318 46 80.19 4.88440
48 83.49 4.42473 50 66.66 4.19960 48 71.23 4.26591
50 76.88 4.34225 53 54.15 3.99175 50 66.52 4,19750
52 67.92 4.21834 56 52.95 3.96935 52 57.09 4.04463
54 56.60 4,03601 59 44.02 3.78464 54 46.24 3.83384
56 50.00 3.91202 62 36.27 3.59100 56 42.47 3.74879
58 38.68 3.65532 65 24.95 3.21691 58 33.98 3.52578
60 32,55 3.48278 68 16,02 2,77383 60 28.79 3.36003
62 27.36 3.30008 71 7.09 1.95869 62 25,02 3.21967
64 21.23 3.05540 74 3.51 1.25562 64 17.00 2.83321
66 18.87 2,93756 77 2.91 1.06815 66 12.28 2,50796

68 13.21 2.58098 80 1.12 0.11333 68 9.97 2.29058

70 10.85 2,38422 82 0.00 70 3.78 1.32972

72 4,72 1.55181 72 2.84 1.04380

74 3.31 1.19695 Dosis=7,32kR 74 1.90 0.64185

76 2,37 0.86289 y=10,14513-0.11563 x 76 0.49 -0.71335

78 1.90 0.64185 r=0.94629 78 0.00

80 0.96 —0.04082 m=53.914

82 0.49 —0.71335 Dosis=14,64kR

83 0.00 y=11.30564-0.14038 x
r=0,93929

Grupo Testigo =52 ,669

y=10,97395~0.13089 x

r=0.96181

m=53.953




APENDICE III (continuacibn)

Logaritmos naturales de los porcentajes de supervivencia
de los grupos de machos de D. melanogaster irradiados

con electrones de 1 Mev, a los 43 dfas de edad. E.d.,

edad en dfas; % superv., porcentajece supervivencia; log.
n., logaritmo natural.

% %

E.d, superv., log. n. E.d. superv. log. n.
44 91.44 4.51569 44 82.25 4.40977
46 75.40 4.32281 46 69.27 4.23801
48 72.73 4.,28675 48 64.08 4.16013
50 67.78 4,18616 50 60.61 4.10446
52 50.27 3.91742 52 46.75 3.84482
54 32.62 3.48493 54 32.03 3.46666
56 26.21 3.26614 56 27.27 3.30580
58 18.72 2.,92959 58 18.18 2.920042
60 10.70 2.37024 60 12.55 2.52967
62 4.81 1.57070 62 7.79 2.05284
64 1.61 0.47623 64 3.46 1.24127
66 1.08 0.07696 66 3.46 1.24127
68 0.55 -0.59784 - 68 2.59 0.95166
70 0.00 70 1.29 0.25464

72 0.86 -—0.15082

74 0.00
Dosis=21,96kR Dosis=29.28kR
y=14.77672-0.21606 x y=12.38132-0.16916 x
r=0.95575 r=0.98089

m=50.286 m=50,062




APENDICE 1V

Logaritmos naturales de los porcentajes de supervivencia de los
grupos de hembras de D. melanogaster irradiados con electrones

de 1 Mev, a los 438 dfas de edad.
porcentaje de supervivencia; log. n.,

logaritmo natural.

E.d., edad en dfas; % superv.,

%

%

%

E.d. superv. log. n. E.d. superv. log. n. E.d, superv. log.n.
44 88.28 4.48040 44 91.26 4.51371 44 91.45 4,51580
46 67.60 4.21361 486 68.85 4.23193 47 69.23 4.23743
48 60.34 4,09999 48 59,00 4.07754 50 53.84 3.98602
50 54.19 3.99250 50 55.17 4.01042 53 39.31 3.67117
52 44,69 3.79975 52 46,98 3.84973 56 35.80 3.58074
54 35.76 3.57682 54 37.14 3.61469 59 23.94 3.17559
56 29.05 3.36900 56 33.86 3.52222 62 13.69 2.61667
58 24,51 3.19908 58 30.03 3.40219 65 2.58 0.94779
60 20.12 3.00170 60 22.38 3.10817 68 1.73 0.54812
62 16.77 2.81958 62 18.01 2.89093 71 0.00
64 11.18 2.41412 64 11.46 2.43893
66 8.32 2.11866 66 5.96 1.78507 Dosis=14.64kR
68 6.08 1.80500 68 3.81 1.33783 y=12.0448-0,16096 x
70 3.28 1.18784 70 2.17 0.77473 r=0,93567
72 2.16 0.77011 72 1.08 0.07696 m=50.,5267
74 1.60 0.47000 74 0.53 —0.63488
76 1.60 0.47000 76 0.00
78 0.48 ~—0.73397
80 0.00 Dosis=7 .32kR

y=11,97763-0.15746 x
Grupo testigo r=0.95145
y=10.98154-0, 13990 x m=51.223

r=0.97272
m=50.533




APENDICE IV (continuacibn)

Logaritmos naturales de los porcentajes de supervivencia
de los grupos de hembras de D. melanogaster irradiados
con electrones de 1 Mev, a los 43 dias de edad. E.d.,
edad en dfas; % superv., porcentaje de supervivencia; log.,
n., logaritmo natural.

% %

E.d. superv. log. n. E.d. superv., log. n.
44 88.74 4.48571 44 86.11 4.45563
46 68.88 4.23237 46 70.88 4.26029
48 59.61 4.08783 48 56.94 4.04219
50 54 .98 4.00715 50 51.38 3.98925
52 41.76 3.73194 52 34.72 3.54732
54 29.16 3.37281 54 24.30 3.19048
56 20.55 3.02286 56 22.22 3.10698
58 17.24 2.84724 58 15.27 2,72588
60 11.94 2.47996 60 5.55 1.71380
62 10.62 2.86272 62 3.47 1.24415
64 7.31 1.98924 64 1.39 0.32930
66 5.82 1.67147 66 0.70 ~0.35668
68 2.67 0.98208 68 0.70 ~0.35668
70 2,24 0.80648 70 0.00
72 1.81 0.59333
74 0.00 Dosis=29.28kR

y=14.60651-0.21710 x
Dosis=21.96kR r=0,96889
y=11.04498-0.14368 x m=49,261
r=0.99168

m=49,645




APENDICE V

Transformacidén Probit de los porcentajes de supervivencia de los
grupos de machos de D. melanogaster testigo y tratados con hi-
droxitolueno butilado (B.H.T.). E.d., edad en dfas; % superv.,
porcentaje de supervivencia.

% %
E.d. superv., Probit E.d. superv. Probit
9 95,76 6.7235 e} 98.65 7.2115
16 93.64 6.5251 16 97.30 6.9268
23 87.28 6.1397 23 93.70 6.5301
30 85.69 6.0665 30 85.56 6.0607
37 65.06 5,3869 37 75.61 5.6938
44 42.29 4.8055 44 59.77 5.2474
51 26.93 4,3851 51 47.10 4.09272
58 13.17 3.8816 58 24,47 4,3087
65 5.22 3.3760 65 9.10 3.6654
72 0.92 2.6423 72 0.51 2.4306
79 0.62 2.4989 79 0.51 2.4306
Grupo_testigo B.H.T. (0.100%)
y=764169-0.06535 x y=8,16814-0.07111 x
r=0.99175 r=0.98549
m=40.424 m=44,553
% %
E.d. supenry, Probit E.d. superv. Probit
<] 98.15 7.0858 9 99.60 7.6521
16 96.71 6.8481 16 98.80 7.2571
23 91.22 6.3545 23 98.40 7.1444
30 87.05 6.1288 30 94.77 6.6231
37 76.87 5.7346 37 88.71 6.2112
44 58,36 5.2111 44 73.39 5.6247
51 44,47 4.,8609 51 48.78 4.9694
58 33.82 4,5826 58 37.50 4.6814
65 15.30 3.9763 65 23.89 4.2740
72 5.14 3.3684 72 4,44 3.3002
79 1.44 2.8136 79 2.43 3.0278
] 86 0.82 2.,5998
5 B.H.T. (0.010%) 93 0.82 2,5998
y=7.82891~0.06023 x
r=0.99401 B.H.T. (0.001%)
m=46.968 y=8.47098-0.06660 x
r=0,99354

m=52.117




APENDICE VI

Transformacidn Probit de los porcentajes de supervivencia de los
grupos de hembras de D, melanogaster testigo y tratados con hi=-
droxitolueno butilado (B.H.T.) E.d., edad en dfas; % superv.,
porcentaje de supervivencia.

% %
E.d. superv., Probit E.d. superv. Probit
9 94.28 6.5782 9 98.28 7.1154
16 83.40 6.5083 16 96.73 6.8425
23 91.20 6.3532 23 94.15 6.5677
30 86.36 6.0967 30 88.11 6.1805
37 70.51 . 5.5391 37 67 .43 5.4518
44 52.47 5.0619 44 43.29 4,8310
51 30.03 4,4765 51 24,76 4.3179
58 14,19 3.9282 58 13.99 3.9193
65 4.95 3.35038 65 5,37 3.3901
72 0.99 2,.6698 72 1.92 2,9293
79 1.06 2.6952

Grupo testigo
=7 ,67662-0.06471 x

r=0.97974 B.H.T. (0.100%)
m=41 ,363 y=7.97986-0.06911 x
r=0,99449
m=43.118
% %
E.d. superv. Probit E.d. superv., Probit
9 97 .99 7.0517 9 99.25 7.4324
16 95,57 6.7028 i6 98.14 7.0836
23 93.56 6.5189 28 97.02 6.8838
30 91.14 6.3485 30 94,04 6.5584
37 79.04 5.8078 37 84.71 6.0241
44 45,98 4,8991 44 65.32 5,.,3939
51 26.22 4.3634 51 32,12 4.,5357
58 14.94 3.8611 58 18,68 4.1102
65 6.88 3.5151 65 8.23 3.6102
72 2.03 2.0524 72 1.52 2.8350
79 0.42 2,3632 79 0.40 2.3479
B.H.T. (0.010%) B.H.T. (0.001%)
v=8.02042-0.06971 x y=854862-0.07483 x
r=0,99025 r=0, 97969

m=43.328 m=A7A422




APENDICE VII

Transformacién Probit de los porcentajes de supervivencia de los
grupos de machos de D. melanogaster, tratados con hidroxianisol

butilado (B.H.A.), y con galato de propilo (G.P.).

E.d., edad =

en dfas; % superv,., porcentaje de supervivencia.

%

%

%

E.d. superv. Probit E.d. superv, Probit E.d. superv. Probit
9 84.09 5.9982 9 96.27 6.7829 9 98.44 7.1545
16 69.07 5,.,4978 16 92.07 6.4097 16 96.88 6.8667
23 54,93 5.1239 23 89.74 6.2668 23 93.37 6.5039
30 48,74 4.9684 30 84 .60 6.0194 30 920.64 6.3189
37 43.43 4.8344 37 66.83 5.4351 37 81.67 5.9029
44 27.52 4.4028 44 44 .86 4,8708 44 48.19 4.9546
51 20.47 4.1750 51 24,76 4,3179 51 30.28 4.4833
58 14,29 3.9327 58 13.09 3.8778 58 19.77 4.1501
65 7.22 3.5402 65 6.09 3.4528 65 9.25 3.6745
72 1.89 2.9229 72 2.63 3.0618

B.H.A. (0.100%) 79 0.95 2.6555 79 1.07 2.6988
y=6.21606-0.04045 x 86 0.29 2.1088
r=0.99233 B.H.A. (0.010%) 93 0.29 2,1088

m=380.063

y=7.58645-0.06289 x
r=0.99381
m=41.127

B.H.A. (0.001%)
y=7.98971-0.06618 x
r=0.99408

m=45.175

%

%

%

E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit
9 88.98 6.2254 9 95.70 6.7169 9 97.76 7.0066
16 83.76 5.9847 16 88.82 6.2170 16 90.16 6.2904
23 82.31 5.9273 23 83.23 5.9633 23 87.03 6.1278
30 77.09 5.7418 30 78.93 5.8040 30 83.02 5.9550
37 66.07 5.4144 37 68.18 5.4727 37 67.84 5.,4632
44 36.22 4.6474 44 40.27 4.7536 44 51.77 5.0443
51 23.17 4.2667 51 31.67 4.5231 51 32.13 4.5359
58 10.70 3.7574 58 26.51 4.3723 58 25.44 4,3392
65 1.03 3.2528 65 20.06 4,1605 65 18.31 4.0964
72 8.90 3.6531 72 5.79 3.4273
G.P. (1.000%) 79 2.45 3.0313 79 2.67 3.0683
y=7.04948-0.05474 x 86 0.30 2.2522

r=0,97280
m=37.440

G.P. (0.100%
y=7.25129-0.05280 x
r=0.98671

=42 ,638

G.P. (0.010%)
y=7.39775-0.05376 x
r=0.99444

m=44,601




APENDICE VIII

Transformacidn Probit de los porcentajes de supervivencia de los
grupos de hembras de D. melanogaster, tratados con hidroxiani-

sol butilado (B.H.A.) y con galato de propilo (G.P.). E.d., -
edad en dfas; % superv., porcentaje de supervivencia.
% % %

E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit

9 88.60 6.2055 8 100.00 g 98.01 7.0558
16 78.46 5.7878 16 95.74 6.7213 16 95.62 6.7082
23 72.13 5.5867 23 91 .47 6.3705 23 92,06 6.4090
30 59.47 5.2394 30 84,53 6.0165 30 90.46 6.3082
37 59.47 5.2394 37 71.71 5.5743 37 75.82 5.7005
44 39.22 4,7264 44 42,30 4.8058 44 30.37 4.,4862
51 21.50 4.,2108 51 23.06 4.,2631 51 14,16 3.9268
58 7.57 3.5654 58 14.52 3.9428 58 8.73 3.6424
65 5.03 3.3578 65 7.59 3.5668 865 3.97 3.2458

72 2.26 2.9971 72 1.97 2.9399

B.H.A. (0.100%) 79 1.20 2.7429

y=6.75833~0.05077 x

r=0,98216 B.H.A. (0.010%) B.H.A. (0.001%)
m=34.,633 y=7.78107-0.06676 x y=7.96917-0.07227 x
r=0,995983 r=0.98202
m=43.,006 m=41.084
% % %
E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit E.d. superv. Probit
9 75.78 5.6993 9 99.40 7.5121 9 97.39 6.9415
16 67.50 5.4538 16 91.01 6.3414 16 89.54 6.2558
283 65.30 5.3934 23 83.22 5.9629 283 84.32 6.0077
30 59.22 5.2332 30 77 .22 5.7461 30 79.09 5.8095
37 45.41 4.8847 37 72.42 5.5924 37 66,00 5.4125
44 23.32 4,2717 44 40.68 4,7642 44 31.44 4,5166
51 11.17 3.7824 51 16.12 4.0104 51 14,17 3.9273
58 5,11 3.3657 58 9.53 3.6914 58 6.84 3.5123
65 2.91 3.1058 65 7.13 3.5337 65 3.19 3.1464
72 2.33 3.0100

G.P. (1.000%)

v=6.41094-0.04958 x
r=0.97659
m=28.458

G.P. (0.100%)

y=7.73628-0,06716 x
r=0.98478
m=40.743

G.P. (0.010%)

y=7.60167-0,06873 X
r=0,98925
m=37 ,853
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