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RESUMEN

En la regulacion de los limites de seguridad en el uso de sustancias
caracterizadas como peligrosas para los seres vivos, es fundamental disponer
de informacion suficiente que abarque un amplio rango de concentraciones, de
manera que los diferentes efectos que su actividad puede provocar en los
seres vivos sean reducidos tanto como sea posible. En general, la informacion
acerca de los efectos de la exposicion prolongada a bajas concentraciones de
sustancias peligrosas es escasa. Aunado a esto, se asume que mientras menor
sea la concentracién a la que los organismos son expuestos, menor sera la
probabilidad de que éstos resulten afectados, sin embargo no se dispone de
evidencias experimentales suficientes que soporten esta suposicion.

En este trabajo se obtuvo la curva concentracion - efecto para tres
biomarcadores: Indice de Sobrevivencia (IS), Proporcion Sexual (Psex)
(biomarcadores de toxicidad) y Frecuencia de Mutacibn y Recombinacién
Somatica (FMRS) (biomarcador de genotoxicidad). Se utilizaron larvas de
Drosophila melanogaster trans-heterocigotas para mutaciones recesivas que
afectan la morfologia de los tricomas de las alas. Las larvas fueron expuestas
subcronicamente a 15 diluciones sucesivas de mitomicina C, utilizando moscas
silvestres como referencia. La pérdida de heterosis en las células afectadas
lleva a la formacioén de una mancha mutante en el contexto silvestre del ala de
la mosca. Las manchas pueden ser producidas por no disyuncién, mutacion
puntual, delecion y recombinacion mitética. Los resultados mostraron que el
tratamiento afect6 la sobrevivencia de las hembras y machos de manera
similar, pero la curva concentracion — efecto, construida con las diversas
concentraciones no fue lineal. El efecto fue similar para las moscas silvestres y
las libres y portadoras de inversiones, por lo que la construccién genética de
los organismos utilizados no fue un factor relevante en la sobrevivencia y la
proporcién sexual de los organismos recobrados.

Con respecto al biomarcador de genotoxicidad, la frecuencia de manchas en
las moscas libres de inversiones para las concentraciones menores a 1 uM, fue
similar a la de las moscas testigo: A partir de 2 uM, la frecuencia se incremento

gradualmente, con excepcion de la concentracion mayor en la que se recobré



una frecuencia baja y no significativa de manchas en las alas. En las moscas
portadoras de inversiones, la MMC también incrementé la frecuencia de
manchas, aunque en menor proporcion que lo observado para las moscas
libres de inversiones, lo que confirma la capacidad mutagénica vy
recombinogénica de la MMC.

No se logr6 establecer correlacion entre los tres biomarcadores, sin embargo,
el uso de indicadores de efecto en diferentes variables de respuesta brinda
elementos que contribuyen a una evaluaciéon mas completa de la actividad de

una sustancia.



I.INTRODUCCION

La dindmica de la actividad humana en la actualidad, obliga a los seres vivos a
estar inmersos en una gran cantidad de agentes toxicos que son
potencialmente perjudiciales y de los cuales, en su mayoria, se desconoce su
toxicidad a corto o a largo plazo; sus efectos pueden ser diversos,
dependiendo del blanco afectado, como la induccion de cancer, desordenes
neurologicos y reproductivos, entre otros. Algunos de estos compuestos se
distribuyen en grandes cantidades y son peligrosos tanto para la salud humana
como para el ambiente; estos presentan una amplia diversidad en cuanto a su
constitucién quimica, mecanismos de toxicidad, distribucién y posibilidad de

exposicion.

El estudio de los agentes téxicos Aimetente

mediante la toxicologia genética

y ambiental es importante, tanto

para prevenir como para controlar Riesgo

la exposicion. - .
Agente Taxico Organizsmao

Fig.1. El tridngulo de la toxicidad
define la relacién entre una sustancia
potencialmente téxica y los efectos
producidos por la interaccion con
organismos y el ambiente (Gary, 2002)

Exposicidn vy rutas de entrada

Las sustancias toxicas suelen presentarse en estado liquido, sélido o gaseoso
y encontrarse dispersas en el aire o depositarse en el agua y el suelo.

Existen muchas formas en las cuales los agentes toxicos pueden ingresar al
organismo: por inhalacion; por absorcibn 6 por ingestién, asimismo se
consideran la via intramuscular, intravenosa, intraperitoneal o subcutanea
(Lippman, 2000). Después de la exposicion, los primeros efectos, conciernen

entonces a las barreras epiteliales del tracto respiratorio, tracto gastrointestinal



o de la piel. Una vez que el agente téxico ha ingresado al organismo, la
naturaleza quimica (polaridad, pH), el tamafo y la forma de las moléculas,
determina su habilidad para difundirse pasivamente. Algunas moléculas como
los aminoacidos y los azUcares, requieren de proteinas acarreadoras
especializadas para transportarse a través de las membranas (transporte
activo) (Curtis, 1985). Hay varios estados de discriminacién biolégica y por lo
tanto existen diferencias entre las concentraciones de contaminantes en el
ambiente y la concentracion interna de los organismos.

Cuando se encuentra en circulacidbn general, un compuesto puede ser
distribuido; en este proceso, éste puede (1) permanecer sin cambio o (2) ser
biotransformado, pero también (3) ser almacenado en algun sitio donde puede
0 Nno ejercer su accion téxica 6 (4) ser excretado. Una sustancia es absorbida,
distribuida y excretada por el organismo en relacion con las condiciones en las
gue se realiz6 el contacto. La acumulacién de un compuesto ocurre con
frecuencia cuando su nivel en el organismo excede la capacidad de éste para
eliminarlo o excretarlo. Si el sitio de acumulacion no es el sitio de accion toxica,
el secuestro selectivo puede ser un mecanismo de proteccion. Si los sitios de
acumulacion estan saturados, una cantidad del compuesto se encuentra libre;
por otra parte, la acumulacion selectiva limita la cantidad de contaminante que
es excretado y la acumulacién prolongada puede producir enfermedades que
se desarrollan lentamente (Klaassen y Watkins, 2005).

Para evaluar el riesgo de la exposicion a téxicos es importante desarrollar
métodos capaces de detectar de manera temprana los efectos producidos por
la exposicién asi como para establecer qué grado de riesgo es tolerable para
una poblacién de seres vivos (Clayson, 1985).

Relacién Dosis- Respuesta

Practicamente todas las sustancias tienen el potencial de ocasionar lesiones o
incluso la muerte. Para que provoque efectos tdxicos sobre un biosistema es
necesario que la sustancia o sus metabolitos (biotransformacion) alcancen,
en el lugar apropiado del cuerpo y durante un tiempo adecuado una

concentracion suficiente. EIl que tenga lugar o no la respuesta toxica dependera



de las caracteristicas quimicas y fisicas de la sustancia, de la via y tipo de
exposicion, de la metabolizacion del agente por parte del sistema y de la
sensibilidad del propio biosistema o individuo. Los origenes de la variabilidad
incluyen niveles de actividad, edad, sexo, estado de salud, o bien, aspectos
inherentes a la especie como la raza, la estatura y el peso.

Por su duracion, la exposicion a las sustancias quimicas se divide en cuatro
categorias: aguda, subaguda, subcrénica y crénica. Sin embargo, el efecto no
necesariamente corresponde a la exposicion; por ejemplo: una sola exposicion
al agente toxico (exposicion aguda) puede ocasionar un efecto crénico, como
es el caso de la acrilamida, de la cual se ha probado su potencial carcinégeno
en roedores después de una sola administracion oral (Koop, 2008). La
exposicién subcrénica tiene como objetivos principales establecer el nivel de
minimo efecto adverso observable (LOAEL, lowest observed adverse effect
level), determinar el NOAEL (no observed adverse effect level): nivel sin efecto
adverso observable, ademas identifica y caracteriza el 6rgano u 6rganos
especificos afectados por la sustancia investigada después de su
administracion repetida. Las exposiciones crénicas O repetitivas afectan la
dosis, pues la retencion y los efectos en los tejidos blanco son, con frecuencia,
acumulativos y el margen de recuperacion es menor. La dosis de interés puede
estar determinada por acumulacion; sin embargo, cuando el agente es
rapidamente eliminado o cuando los efectos son rapida y completamente
revertidos, el parAmetro para determinar la dosis primaria, se modifica.

Las caracteristicas de la exposicion y el espectro de los efectos se enmarcan
en una relacion correlativa denominada habitualmente relacion dosis-
respuesta. Al analizar la forma de esta relacion en una poblacion, observar las
inflexiones de la curva de dosis-respuesta resulta mas realista que identificar
umbrales absolutos. La saturacion de las vias de biotransformacion, de los
puntos de union de las proteinas o de los receptores, y la disminucion de los
cofactores intracelulares son algunos de los mecanismos que influyen en la
aparicion de inflexiones bruscas.

En la actualidad, algunos investigadores se han cuestionado si los estudios
controlados de exposicion ambiental tienen significado toxicoldgico (Resnik,

2007), ya que para los diversos factores que afectan la relacion dosis
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respuesta, parametros como la DL50 (Dosis Letal 50) y la CL50 (Concentracion
Letal 50) son valores puntuales del efecto toxico de las sustancias y no reflejan
el espectro total de la toxicidad, ya que se sabe por ejemplo que algunas
sustancias cuya toxicidad aguda es baja pueden, a dosis que no provocan
signos evidentes de toxicidad, actuar como teratdgenos (ej. talidomida) o
provocar dafio en la progenie de otra generacion filial al alterar el material
genético de las células germinales; asimismo, la exposicion repetida a ciertos
productos quimicos por largos periodos puede afectar a las células somaticas y
ser el origen de un proceso canceroso. A pesar de esta interrogante, es comun
gue en los estudios para determinar toxicidad y actividad mutagénica se utilicen
concentraciones suficientemente altas para lograr identificar y cuantificar el o
los efectos producidos, pero al mismo tiempo, se carece de parametros que
permitan establecer simultaneamente el significado biolégico de los efectos
descritos.

Para agentes toxicos y mutagenos de referencia de diferente naturaleza como
el aluminio (Krewski et al, 2007), Os, mitomicina C, DMN y PCBs, entre otros
se describen curvas concentracion — efecto que sugieren que existe una
relacion directa causa-efecto entre el nivel de exposicion a un toéxico y la
magnitud de la respuesta a éste; no obstante, es recomendable tomar en
cuenta otros aspectos implicados en la relacion dosis-respuesta, ya que una
sustancia determinada puede tener numerosas relaciones de dosis-respuesta;
por ejemplo, una sustancia que produce cancer, lesiones hepéticas a través de
la inhibicibn de una enzima especifica, y efectos en el SNC por diversos
mecanismos tendra tres relaciones distintas de dosis- respuesta, una para cada
variable (Klaassen y Watkins, 2005). Estos estudios suelen aportar una
informacion mas especifica sobre los acontecimientos que conducen al efecto
letal y sobre los 6rganos blanco y a menudo ofrecen alguna sugerencia del
posible mecanismo de toxicidad. Aunque las curvas de las dosis eficaces y
letales pueden discurrir practicamente paralelas, el mecanismo de accién del
farmaco no es necesariamente el mismo por el que causa los efectos letales.
Esta advertencia es aplicable a cualquier par de curvas “de efecto” paralelas o

a cualquier otro par de curvas de toxicidad.
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Asimismo, se sabe que ciertas sustancias toxicas como el acido nitrico en
humanos y en Drosophila, el arsénico trivalente, la PCBs en humanos (Selevan
et al 2003, Blanck et al, 2000), el Oz en ratones (Perelman et al, 1986; Boezen,
2005), afectan de manera diferente a hembras y machos, probablemente por
el balance particular que se establece entre los genes dependiendo del tipo de
cromosomas sexuales de cada individuo.

Sea cual sea la respuesta elegida para su medicién, la relacion entre el grado
de respuesta del sistema biolégico y la cantidad de sustancia téxica
administrada adopta una forma tan constante que hace que sea considerada

como el concepto mas importante y general de la toxicologia.

Toxicidad y genotoxicidad

Cualquier aspecto, producto o variable de respuesta de un biomonitor, es un
biomarcador, este Ultimo debe permitir la determinacién de los efectos
biolégicos de los contaminantes que ingresen al organismo. Los biomarcadores
de toxicidad como la letalidad, la morbilidad (Butterworth et al, 2002), la
proporcion de sexos o el indice de sobrevivencia se basan en la cantidad
de organismos de una poblaciéon que sobreviven después de ser expuestos a
un agente toxico. Estos biomarcadores caracterizan las relaciones entre la
dosis y la respuesta. Los marcadores de genotoxicidad, como la frecuencia de
mutacion, se basan en eventos genéticos, para identificar a los posibles
mutagenos, entender €l o los mecanismos de induccion del dafio genético y
establecer el riesgo de la exposicién a éstos.

Una vez que un agente quimico se encuentra en el interior de una célula, este
puede dafar directamente al ADN (agentes de accidén directa), o bien ser
metabolizado y algunos de sus metabolitos afectar al ADN (agente indirecto).
Los compuestos que no son mutagenos ni carcinbgenos por si mismos, pero
gue adquieren esta capacidad por efecto del metabolismo de los organismos se
conocen como promutagenos y procarcindégenos.

Una mutacién puede comprender la sustituciébn de un solo par de bases, la
delecién o la insercién de uno a mas pares de bases, o puede constituir una

alteracion importante de la estructura de un cromosoma. Las alteraciones
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pueden alcanzar muchas funciones celulares, como es el caso cuando ocurre
una no disyuncion (la falla de los cromosomas al separarse).

Existen muchos procesos que permiten a la célula enfrentarse a la gran
cantidad de dafios que puede sufrir su ADN. Si el dafio es extensivo, la célula
podria ser eliminada (por apoptosis o por necrosis), o bien, inducir
mecanismos de reparacion.

Los elementos basicos de la mayoria de los procesos reparadores son el
reconocimiento del dafio, su eliminacién, la sintesis reparadora y la union.
Algunos de los tipos de mutacién mas comunes surgen durante la replicacion,
cuando la DNA polimerasa inserta un nucleétido incorrecto, la enzima controla
Su propia sintesis realizando una correccion de pruebas, detectando el 99 % de
los errores, cuando se inserta un nucledtido incorrecto durante la
polimerizacion y la enzima lo detecta, se frena la sintesis, digiere parcialmente
la hebra hija que se estaba sintetizando eliminando la base errénea y reinicia
la sintesis de la hebra hija. Después de sintesis, ademas de la reparacion por
escision se han reportado otras alternativas de reparacion. La reparacidén post-
replicativa ocurre cuando la doble hebra de ADN presenta lesiones. Cuando se
replica un ADN que contiene una lesion de cualquier tipo (como un dimero de
pirimidina), la DNA polimerasa puede detenerse en la lesion y saltar por encima
de ella, dejando un hueco en la cadena recién sintetizada. Para corregir el
hueco, la proteina RecA dirige un intercambio por recombinacion con la region
correspondiente de la cadena progenitora con la misma polaridad no dafada
(la cadena [[donante]]). Cuando el segmento de ADN no dafiado reemplaza el
segmento dafado, se origina un hueco en la cadena donante. Este hueco
puede rellenarse mediante sintesis reparativa al continuar la replicacion.
Puesto que en este tipo de reparacion del ADN se produce un suceso de
recombinacion, la reparacion post-replicativa también se denomina reparacion

por recombinaciéon homologa (Klug, 2006).

Pruebas de genotoxicidad, bioensayos

Para llegar al conocimiento de los efectos de las sustancias toxicas en
los organismos se hace uso de los bioensayos, estos se basan en organismos

cuya respuesta podria ser similar a la que se presentaria en el hombre bajo

13



condiciones parecidas de exposicion y deben ser evaluados con base en su
capacidad de respuesta. Solo aquellos que resulten sensibles y capaces de
discriminar entre los diferentes tipos de dafio, son aceptados y puestos en
practica. Determinados organismos se prestan a la induccién de mutaciones,
gue pueden detectarse y estudiarse con facilidad. Estos modelos incluyen los
virus, las bacterias, los hongos, las moscas de la fruta y los ratones (Klug,
2006).

21 hr
LARVA

\lur ESTADIO

46 hr

Fig. 2.- Ciclo de vida de
Drosophila melanogaster
(Modificado de Becker, 1985,
Ramos et al, 1993).

Drosophila como bioensayo

Su mantenimiento en laboratorio es econémico y requiere de espacio reducido.

Los efectos pueden ser observados en varias generaciones en un corto periodo de tiempo ya
gue su ciclo de vida es relativamente corto (10 dias), pero suficientemente largo para
posibilitar el empleo de dosis agudas, sub-cronicas y cronicas.

Permite el rapido analisis de gran tamafio de muestra (numerosa progenie).

Tiene un amplio espectro de actividades metabdlicas.

Se pueden detectar compuestos que actian como promutagenos y/o procarcinGgenos
debido a que posee un complejo microsémico denominado P-450, cuya accidon es muy
similar a la que presenta el complejo enzimatico S9 del higado de los mamiferos.

Es un modelo bien establecido para el estudio de enfermedades humanas dado que se
conoce su genética y su biologia del desarrollo mucho mejor que la de cualquier otro

organismo. Sorprendente nivel de conservacion de su genoma.

(Botas, 2007).



Para la valoracion del riesgo genotoxico, es indispensable la validaciéon
de los bioensayos y de las perspectivas que presentan los protocolos en
desarrollo; para esto, asi como para el estudio de mecanismos, es comun

recurrir al uso de genotdxicos de referencia, mutagenos o carcin0genos cuyos

efectos son conocidos. La Mitomicina C es un antibiético derivado de la
bacteria Streptomyces caespitosus. Es un agente promutageno transformado
por las enzimas del metabolismo intermedio como cP450 en una reaccion
monooxidasa que inserta O2 utilizando como sustrato a la MMC. Una vez
activada, sus metabolitos pueden formar grandes aductos de desoxiguanosina
ya sea intercadena o intracadena con el ADN estableciendo enlaces de tipo
covalente que resultan en roturas mono o bicatenarias y llevan al desemparejo
o pérdida de bases. Actia como agente alquilante bifuncional 6 trifuncional del

ADN, evita la sintesis del mismo.

H,oN
N
NH
<
N N/)\ K|
HO/\@ H
OH 2a

DMC monoadduct (1"- o isomer)

Fig.3. La Mitomicina C puede formar aductos no téxicos como la diaminomitosina
(2,7-DAM); por otra parte la 10-decarbomilmitomicina (2; DMC) o la 2,7-diaminomitosina
(3; 2,7-DAM) generan citotoxicidad. Estos aductos fueron cartografiados en células tumorales
de ratones EMT6 (Tomado de Paz et al, 2008)

Al mismo tiempo en cada experimento se necesita de testigos negativos contra
los cuales se compara el efecto provocado por el toxico en cuestiéon. Para los
testigos negativos se utilizan sustancias que se suponen inocuas, como los
disolventes o los vehiculos en los que se administra a los genotéxicos y cuyo
fin es someter a los organismos a la misma manipulacion a la que se somete a
los grupos expuestos.

Los testigos se emplean tanto para conocer la frecuencia basal o espontanea
de la alteracion que se pretende analizar, como para la evaluacion de la

sensibilidad y especificidad que presenta el sistema. Las pruebas de toxicidad
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no estdn concebidas para demostrar si una sustancia es segura, sino para
identificar los efectos toxicos que pueda provocar (Klaassen y Watkins, 2005).
En 1974, se desarroll6 una metodologia para la deteccion de actividad
mutagénica y recombinogénica de posibles genotoxicos, conocida como
SMART por sus siglas en inglés (Somatic Mutation and Recombination Test)
(PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICA), para la cual se
utilizan larvas trans-heterocigotas de Drosophila melanogaster para mutaciones
recesivas que modifican el fenotipo de los tricomas de las alas. Las larvas son
expuestas a compuestos con probable actividad genotdxica. Las mutaciones
inducidas son detectadas como manchas mutantes en el contexto silvestre de
las alas de los adultos sobrevivientes. Por el fenotipo que muestran, las
manchas mutantes sugieren el tipo de evento que podria haberlas originado
(Figs. 5, 9).

La formacion de clones en células soméaticas de Drosophila puede deberse a
mutacion, delecion o recombinacion, las estructuras que se emplean en la
deteccion de este tipo de dafio son los discos imagales (Fig. 4), los cuales se
presentan en la larva como pequefios sacos y mas adelante las células
imagales de estos sacos formaran practicamente todas las estructuras externas
del adulto y también parte de las estructuras internas (Wilkinns, 1985), las
células de los discos imagales se diferenciaran hasta que el organismo llegue a
la etapa de metamorfosis, si durante este proceso ocurre una alteracion
heredable en cualquiera de las células imagales, ésta dara origen a una estirpe
celular con la misma caracteristica alterada originando asi un clon que sera
observado como una mancha si se emplean los marcadores fenotipicos

adecuados.
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Fig. 4.- Discos imagales y su correspondencia con las estructuras
a que van a dar origen en el adulto o imago (tomado de Wilkins,

1985)

Fig.5.- Formacién de clones (Modificado de Graf et al,1984).
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JUSTIFICACION

El uso y produccion antropogénica de sustancias, se respalda en estudios
previos de toxicologia. Con frecuencia, la aplicacion o restriccién en el uso de
sustancias se basa en los estudios realizados en diversos bioensayos y en los
gue se utilizan concentraciones o niveles de exposicién que garantizan que el
efecto de la exposicidn sea registrable. Sin embargo se dispone de poca
informacion acerca del efecto de exposiciones prolongadas a concentraciones
sumamente bajas de genotoxicos y de la posible relacion entre diferentes
marcadores o variables de respuesta registradas. El conocimiento de la forma
en la que los valores caracteristicos de diversos marcadores se modifican en
funcion de la intensidad de la exposicion a toxicos y genotoxicos es relevante
porque contribuird a la comprension de cuédles son las primeras sefales de
alerta de los organismos expuestos a condiciones ambientales peligrosas. El
uso de genotéxicos conocidos como el antibidtico promutdgeno MMC
(Mitomicina C) que se utiliza principalmente como antineoplasico, facilita el
seguimiento de varias variables de respuesta con respecto a la concentracion
utiizada, ademas de que profundiza en la caracterizacion de la actividad

genotodxica de este compuesto a bajas concentraciones.
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OBIJETIVOS

Objetivo general

¢ Obtener la curva concentracion-efecto para 3 biomarcadores en moscas
Drosophila melanogaster expuestas a MMC.

Objetivos especificos

O Obtener la curva concentracion-efecto para el indice de sobrevivencia (IS) de
moscas Drosophila melanogaster expuestas a mitomicina C (MMC).

¢ Elaborar la curva concentracién-efecto para determinar la Proporcion de
sexos (PSex) de las moscas expuestas a MMC.

0 Obtener la curva concentracién-efecto para genotoxicidad a partir de la
Frecuencia de mutacion y recombinacion somatica (FMRS) de las moscas
expuestas a MMC.

0 Determinar si existe correlacion entre los biomarcadores: Iindice de
Sobrevivencia, Proporcion de sexos y Frecuencia de mutacion y recombinacion
somatica.

HIPOTESIS

Cuando la concentracion de MMC sea mas alta, el indice de sobrevivencia
tendra un valor menor y se inducira mutacién y recombinacién somatica igual
en ambos sexos.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Agentes quimicos: Mitomicina C (MMC).

0
-

Fig.6. Estructura quimica de la Mitomicina C. Férmula quimica C15H18N40Os[1a S- (a4, 8
B, 8ad, 8b & )] — 6 — amino — 8 - [[ (aminocarbonilo) oxy ] metil ] -1, 1%, 2, 8, 82 8b-
hexahidro- 82- metoxi- 5- metilazirino [2’, 3": 3,4 ] pirrolo [1, 2-a] — indole-4, 7-dione,
Ameticina, MMC, Mutamicina. (Gallipead et al, 1989)

Concentraciones:

Mediante diluciones sucesivas, se prepararon 15 concentraciones de MMC,
desde 135.50 hasta 0.0083 pM. Se colocaron 5 ml de cada concentraciéon en 1
tubo homeopatico con 1 gr. de medio para moscas (Carolina Biological Supply),
Para cada linea de moscas y para cada concentracion se realizaron 2 series
experimentales. Como disolvente y testigo negativo concurrente para cada

serie, se utiliz6 agua destilada para hidratar el medio para moscas.
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Descripcion de los marcadores de Drosophila melanogaster.

mwh.- “multiple wing hairs”. Se localiza en el cromosoma 3 a 0.0 um.
Fenotipo.- Afecta a los tricomas (pelos) de todo el cuerpo. Es un gen recesivo
gue en homocigosis codifica para la produccion de mas de un pelo por célula

de las alas, en contraste con un solo pelo en las células de tipo silvestre.

e.- ebony. Localizaciéon. 3-70.7. Cuerpo de varios colores ligeramente mas
oscuros que el tipo silvestre. En la etapa larvaria presentan color oscuro en la

vaina del espiraculo. Viabilidad menor al 80% en el tipo silvestre.

flr: flare. Se encuentra en el cromosoma 3 a 38.8 u.m. Alelos: Tres alelos: fir!,
flr® y fIr®.

flr®. Se distingue fenotipicamente por la presencia de tricomas de forma
irregular. En condicion homociga es letal, pero cuando ocurre esta situacion en
algunas células del organismo si se expresa. Para el mantenimiento de esta

linea se requiere de la presencia de un cromosoma balanceador.

TM3, Ser.- Cromosoma balanceador, presenta mudltiples inversiones que
abarca una gran parte del cromosoma 3, porta el marcador “Serrata” (Ser), que
por ser dominante permite reconocer a los individuos que portan la inversion,
con alas con bordes discontinuos. El marcador “Serrata” es una mutacién letal
en condicion homocigética, por lo que solo se recobran en cada generacion
individuos heterocigéticos tanto para flr* como para “Serrata’.

(Lindsley, 1992).
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Cruzas para la prueba:

Hembras: flr3/ TM3, BdSer Machos: mwh, e/ mwh, e

fi TM3, BdSer
machos/hembras
(cromosoma balanceador)
Pe ilaViila fI’/ TM3, BdSer
letal Serrata
TM3, BdSer f/r3/ TM3, BdSer TM3, BdSer [TM3, BdSer
Serrata letal

Fig.7. Letales balanceados empleados para la cruza (Graf et al., 1984).

+/TM3, BdSer

3
machos/hembras +/ fir Serrata
mwh, e/TM3 Ser
mwh, e/+ mwh, e/ fir’ , e/
serrata
mwh, e/+ mwh, e/ fir’ mwh, e/TM3 Ser
, serrata

Fig. 8. Cruza estandar modificada para detectar eventos de mutacion somatica y
recombinacion mitética (SMART): Se obtiene el 50% de progenie libre de inversiones y 50% de
progenie portadora (Serrata) (Mufioz, 1997).

Eventos genéticos que detecta la prueba SMART

Durante el proceso mitético que ocurre en las células de los discos imagales en
la etapa larvaria de las moscas, se duplica el material genético y las células
hijas presentaran informacion para producir un fenotipo regular en los tricomas
de las alas. Al ocurrir recombinacién mitética, ya sea como consecuencia de un

proceso de reparacion inducido o como evento espontaneo, se da un
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entrecruzamiento entre fIr’ y el centrémero que da lugar a manchas gemelas.
Si el intercambio ocurre entre mwh y fir’ dar& lugar a manchas simples. Las
manchas simples también se originan por otro tipo de eventos como delecion,
mutacién puntual o no disyuncion. Por carecer de homologia, la recombinacion
mitotica no se lleva a cabo en las larvas portadoras de inversiones multiples
(TM3, Ser); asi, al comparar la frecuencia de manchas simples entre moscas
libres y portadoras de inversiones, es posible estimar la contribucién de la

recombinacion a la frecuencia de manchas obtenida.

Mitosis Células hijas | Mitosis Células hijas
mwh +
A} H
I I mwh + / N
mwh + + v # ) mwh J .
A} p H ‘AJ ,{ é
I : { mwh St
mwh + 4 jd dd ':‘ e "4' A‘id
N ﬂ3 J{r(d fj -j + ﬂri. “‘ Fn’:\:; doble
* normal H Jild
H + ﬂr3 *
+ A}
+ ¥ \ mwh g
H
H + fIr3
* v
REGULAR RECOMBINACION (entre fir?

y el centromero)
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Y ‘ .. i
4 "‘ )
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! “gg 40 simple

ﬁ
P + fir
DELECION RECOMBINACION MITOTICA (entre
mwh vy fir)
mwh + mwh +

mwh il 'l_.

MUTACION PUNTUAL NO DISYUNCION +

Fig. 9. Eventos genéticos inducidos en la prueba SMART (Modificado de Graf
et al, 1984).



Cruza progenitora y obtencién de larvas

Se seleccionaron hembras virgenes fIr¥/ TM3, Ser y se cruzaron con machos
mwh +/e (ebony). Tres dias después, los progenitores se colocaron en medio
fresco por un periodo de 8 h para recobrar huevecillos. A las 72 horas de la
sincronizacion se obtuvieron las larvas de tercer estadio.

Para la obtencién de larvas de la linea silvestre (la cual se utiliz6 como
referencia para evaluar la toxicidad) se realiz6 la cruza entre hembras virgenes

y machos de tipo silvestre (Canton-s) sincronizando de la misma manera.

Procedimiento:

Para extraer a las larvas del medio de cultivo se utilizé el procedimiento de
Nothiger (1970). Este método se basa en la formacion de un gradiente de
densidad con sacarosa. Las larvas se vertieron en un embudo de separacion
con diametro de 3-4 mm, sostenido en un soporte universal. Por ser menos
pesadas, las larvas flotan y después de dos enjuagues se reciben en una malla
de nylon y con una espatula se colocan grupos de 100 larvas aproximadamente
en los tubos homeopaticos para su tratamiento. Se permitié que continuaran su
desarrollo hasta la etapa adulta. Se realizd el conteo de machos y hembras

adultos recuperados y se fijaron en alcohol al 70%.

Andlisis de resultados

Se regqistr6 el fenotipo y nimero de moscas hembras y machos que se
recobraron en las series experimentales y en la serie testigo. Para obtener el
indice de Sobrevivencia se comparé la relacion de moscas del lote

experimental con respecto a las moscas testigo segun la siguiente formula:

Moscas en la

indice de )
concentracion

Sobrevivencia —

(1S)

Moscas en el lote testigo
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Para obtener el indice de Sobrevivencia (IS) se dividio el nimero de individuos
recobrados en la concentracion entre el nimero de individuos recobrados en el
lote testigo por serie. Se calculé el indice de Sobrevivencia (promedio + error
estandar) de las dos series por cada concentracion, para la Psex se realizo el

mismo calculo, referido para machos.

Machos en la

Proporcion >
concentracion

sexual (Psex)

Total de individuos x conc.

Elaboracion de laminillas

Para cada concentracion, se elaboraron laminillas con las alas de 20 hembras y
20 machos, tanto provenientes de moscas de la linea estandar libres de
inversion, como portadoras de inversiones (que se distinguen por el borde de
las alas, tipo Notch). Las alas se montaron en portaobjetos, utilizando solucion
Fauré. Se analizo el fenotipo de las alas de las moscas y se registro el tipo y

ndamero de manchas por ala.

Andlisis estadistico

Para determinar la diferencia en el IS de las series experimentales y testigo se
realiz6 un ANOVA con un a= 0.5. La frecuencia de manchas en las alas de
moscas de la linea Estandar en los lotes experimentales y testigo (progenie
libre y portadora de inversiones) se compar6 con el programa SMART basado
en X? también con un a= 0.5. Un compuesto se considera mutagénico Si
duplica la frecuencia de manchas totales (m = 2). El resultado puede analizarse
también por el tipo de mancha. Para manchas pequefias (1 a 2 células), la
frecuencia del testigo debe ser duplicada (m = 2); para manchas grandes y
gemelas (que tienen una frecuencia espontanea muy baja), la frecuencia basal
debe ser quintuplicada (m = 5), para evitar diagnésticos falsos (Frei y Wirgler,
1992).
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lII.RESULTADOS

indice de Sobrevivencia (1S).

Mediante el ANOVA se determiné que no existen diferencias significativas entre
las medias muestrales para el IS entre los tres grupos de moscas: silvestres,
libres y portadoras de inversiones, con un nivel de confianza de 95%. En todos
los casos, el nimero de moscas del lote testigo correspondiente se tomé como
referencia de la sobrevivencia obtenida en los lotes experimentales.

La curva de sobrevivencia — concentracion de MMC no mostro linealidad (Tabla
). La concentracion mas alta result6 toxica y provoco la pérdida de mas del 90
% de las moscas recobradas en el lote testigo. Se recobraron valores de
sobrevivencia de 70% o menos que la del testigo, pero no de manera
proporcional (0.0166, 0.5312, 1.06, 8.5, 68 y 135.5 yM de MMC), sin embargo,
el andlisis no confirmd diferencias significativas entre los lotes experimentales y
el testigo.

Para las moscas de la cruza estandar, el tratamiento produjo una respuesta
similar y no lineal. La concentracion mas alta también resulté claramente toxica
para las moscas libres de inversiones, pero en estas moscas solo a partir de 34
MM de MMC se obtuvieron valores de sobrevivencia de 70 % o menores.

En las moscas portadoras de inversiones multiples (Balanceador TM3, Ser), la
curva obtenida tampoco fue lineal y nuevamente en algunas concentraciones
se recobr6 menos del 70% de sobrevivencia con respecto al lote testigo
(0.0332, 1.0624 y a partir de 17 yM de MMC). De las tres curvas de
sobrevivencia obtenidas, la correspondiente a las moscas portadoras de
inversiones mostré6 mayor variacion (Fig. 11). Los valores de sobrevivencia del
grupo de moscas con inversiones fueron menores a los de los otros dos
grupos.

En general, a medida que las moscas fueron expuestas a concentraciones

mayores, la variacion determinada por el error estandar fue menor (Tabla I).
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Proporcion sexual (Psex)

Los valores experimentales se encuentran cercanos al testigo, se observan
valores ligeramente mayores en 1.06 uM y 34 uM para moscas libres de
inversiones y un valor menor en 0.0083 puM en las moscas portadoras (Tabla 1)
aunque en ninguno de los casos las diferencias fueron significativas ni entre

concentracion ni entre tipo de mosca (Fig. 12).

Frecuencia de mutacion y recombinacion somatica (FMRS)

a) Frecuencia de manchas

En las moscas libres de inversiones se indujeron manchas a partir de la
concentracion 0.26 uM y desde 2.12 uM en las moscas portadoras. Solo se
presentan dos eventos para manchas gemelas en las moscas libres de
inversiones en 17 uM y 135.5 yM (Tabla Il). En concentraciones menores a
0.26 puM, la frecuencia total de manchas es mas baja respecto al lote testigo
para los dos grupos de moscas; pero los valores mas altos en general los
presentaron las moscas libres de inversiones. En concentraciones mayores a

2.12 UM, la respuesta se dispard (Fig.13).

b) Frecuencia de células por mancha (tamafio de la mancha).

Para los dos tipos de progenie los lotes testigo estan representados por
manchas chicas (1-2 células). Hay mas manchas chicas que grandes (>2
células) en general. No se observa una relacién lineal entre la frecuencia y la
concentracion. La respuesta se incremento en las concentraciones mayores a
4.25 pM. A medida que aumenta el tamafio de la mancha, disminuye la
frecuencia. Hay una distribucion méas uniforme entre el tamafio de la mancha
en los experimentales desde 2.12 pM., aunque predominan las manchas
grandes (Figs. 14-15).
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c) Frecuencia de manchas por mosca.

En los dos tipos de progenie, las moscas del lote testigo tienen por pocas
manchas en sus alas (< 5). En concentraciones menores a 1.06 uM
predominan pocas manchas (< 7) a excepcion de la concentracion 0.53 uM en
la que ambos tipos de progenie muestran individuos con muchas manchas
(>37). En concentraciones mayores a 2.12 uM, el nimero de manchas esta
mas distribuido entre las concentraciones y casi todas las categorias estan
representadas en ambos tipos de progenie, aunque esta respuesta se refleja

mas en las moscas portadoras de inversiones (Figs.16-17)
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IV. DISCUSION

El medio ambiente es un sistema complejo, en el cual influyen factores bioticos
y abidticos, espaciales y temporales (Wu et al, 2008; Cannone, 2008), ademas
de los sociales, politicos, culturales y econdémicos (L6pez, 2006), sin embargo;
es evidente la forma en que el ser humano ha contribuido en su desequilibrio,
debido, entre otras cosas, al uso indiscriminado de sustancias toxicas;
arriesgando el entorno y su existencia misma como especie. Paradéjicamente,
los diversos estudios, comunmente no se llevan a cabo de forma
interdisciplinaria, debiendo considerar al ser humano y a cada organismo como

parte de un entorno y al individuo mismo como otro sistema complejo.

indice de sobrevivencia

La exposicidon en un ambiente natural obliga a los organismos a adaptarse para
poder sobrevivir (presion selectiva), de esta manera se modifica su ADN y por
lo tanto surgen alelos que les confieren diferentes capacidades en la respuesta
a estimulos externos, como ejemplo de ello el gen CYP1A2, que modifica en
ciertos grupos étnicos etiopes la capacidad para metabolizar algunas drogas,
compuestos enddgenos y procarcindégenos por la produccion de cierto tipo de
enzimas (Browning et al, 2010).

Para establecer el impacto de factores ambientales en el material hereditario de
los organismos es conveniente recurrir a los organismos silvestres para
establecer un marco de referencia ya que no muestran la expresion de genes
recesivos deletéreos que pudieran afectar la respuesta de genotoxicidad. Las
moscas de tipo silvestre se utilizaron para determinar si la respuesta observada
posterior al tratamiento; es decir el dafio inducido por la MMC no es atribuible
a la presencia de los marcadores en las moscas de tipo estandar (objeto de
este estudio), debido precisamente a que los alelos mwh, flr3 y el balanceador
TM3, Ser pudieran atribuir a las moscas una capacidad de respuesta diferente
respecto de los genes silvestres para los biomarcadores aqui analizados
(Greenspan, 2001). Al no encontrar diferencias significativas para el indice de
sobrevivencia, esto se pudo corroborar y de esta manera construir la curva

para biomarcadores de genotoxicidad. El indice de sobrevivencia es un buen
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biomarcador de toxicidad pues muestra la respuesta integral del individuo ante
la exposicion a genotoxicos, independientemente del blanco particular que
pudiera resultar afectado.

Las moscas fueron expuestas subcrénicamente por alimentacién, la respuesta
a la concentracion interna de MMC se analiz6 tanto de forma poblacional como
interindividual (variacion). Al administrar desde concentraciones letales hasta
concentraciones innocuas fue posible caracterizar la curva de una manera mas
amplia. Se observé una respuesta caracteristica para cada concentraciéon, a
nivel poblacional para los tres grupos de moscas y a nivel interindividual,
considerando que cada organismo metaboliza al agente tdxico de forma
particular (Boice, 2003), por ello es importante tomar en cuenta no solo la
respuesta a nivel grupal. La respuesta toxica registrada a bajas
concentraciones podria explicarse si el estimulo no resulta suficiente para
inducir la respuesta de desintoxicacion del organismo (Klaassen y Watkins,
2005). En contraste, concentraciones mayores desencadenan esta respuesta
generando ademas un estado de “alerta” en los organismos expuestos. En las
concentraciones altas se recuperaron incluso méas individuos que en los
grupos testigo; esto bien pudiera deberse a que se dispard la respuesta de
proteccion, donde se activan enzimas como las monooxidasas del citocromo
P450 (Feyereisen, 1999).

Asi, al eliminarse radicales libres disminuye la respuesta téxica; sin embargo,
si se acumula la sustancia, puede ocurrir un dafio ulterior en las células
sométicas o germinales. Recientemente se observé que ratas gestantes que
fueron expuestas a sulfonato perfluorooctano (PFOS), no resultaron
aparentemente afectadas, sin embargo la progenie presenté alteraciones en el
gen GSTP (Wan, 2010). En humanos se reportan casos para diversas
sustancias que causan procesos cancerosos a largo plazo (Forand, 2004);
para analizar tal efecto tendria que extenderse este estudio hacia otros
biomarcadores.

Las concentraciones mas altas resultaron toxicas, es decir, la proporcion de
organismos recobrados fue minima en comparacion con los grupos testigo,
esta respuesta indica que el dafio provocado por la mitomicina C rebaso los

mecanismos de desintoxicacion (Klaassen y Watkins, 2005).
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La variacion, determinada por el error estandar muestra la respuesta a nivel
poblacional que resultd diferente entre los tres grupos de moscas. La variacion
mayor para las moscas portadoras de inversiones es probable que se deba a
gue estos individuos al presentar un cromosoma 3 con inversiones multiples,
responden de manera diferente a los estimulos, como sucede con otros
organismos con un alto grado de alteraciones genéticas que son mas
susceptibles al dafio, ya que los balanceadores son cromosomas modificados,
producto de rompimientos y re-ensambles (Greenspan, 2001).

Las moscas de tipo silvestre presentaron los valores de variacion menores
entre los tres grupos, esta respuesta puede atribuirse a una mayor estabilidad
debido al menor niumero de alteraciones que presentan estos organismos
respecto de las moscas de tipo estandar.

La variacibn también nos habla de la respuesta interindividual: en las
concentraciones mas altas se recuperé solo una pequeia fraccion de la
poblacién en comparacién con los lotes testigo en los tres grupos de moscas, la
respuesta interindividual fue mas homogénea, en este caso, se confirma que la
variacion como un estimador adicional es Util, ya que para las concentraciones
toxicas, se espera que sobrevivan solo los organismos con metabolismos
parecidos capaces de soportar concentraciones sumamente altas de
mitomicina C y por lo tanto la respuesta sea mas homogénea, comunmente
estos organismos presentan un metabolismo con mayor capacidad de
desintoxicacién y reparacion celular (Klaassen y Watkins, 2005).

Existen puntos en la curva donde convergen dos o tres de los grupos de
moscas, concentraciones a las cuales estos responden de una manera similar;
pareciera que el estimulo en estos casos, resultara ser un factor mas relevante
para la respuesta que la diferente construccion genética de estos organismos,
aunque esta respuesta pudiera deberse solo al azar, sin embargo, es

conveniente explorar este tipo de respuestas para caracterizarlas.
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Proporcion de sexos (Psex)

La proporcion de sexos, es un biomarcador de toxicidad, que indica si un
agente toxico afecta de manera diferente a hembras y machos, esto es posible
gue suceda debido al balance particular que se establece entre los genes
dependiendo del par de cromosomas sexuales de cada individuo (Klug, 2006) y
se ha reportado para algunas sustancias toéxicas como el acido nitrico y el
arsénico (Selevan et al, 2003; Blanck et al, 2000); sin embargo, no se han
reportado casos donde la MMC afecte de manera diferente a hembras o
machos en Drosophila melanogaster. En concentraciones altas de MMC la
proporcion de machos resultdé mayor, aunque se debe tomar en cuenta que
para estas concentraciones sobrevivieron muy pocos individuos. En la curva
se encuentran valores alejados a los lotes testigo, pero estas diferencias no

son significativas y se atribuyen a la distribucion natural misma de la muestra.

Frecuencia de mutacién y recombinacién somética (FMRS)

El utilizar un tamafio de muestra apropiado y extender el rango de
concentraciones al construir una curva concentracion- efecto ayuda a entender
mejor la manera en que cambia la respuesta del metabolismo respecto al
estimulo. Para estimar el dafio que una sustancia toxica puede ocasionar a los
seres vivos, no es suficiente analizar su efecto toxico a nivel organismo,
también es importante analizar la respuesta a nivel genético, ya que en si
misma se puede observar desde diferentes perspectivas, ya sea analizando las
células somaticas asi como el dafio a las células germinales. Por ello, en este
trabajo se utilizé la FMRS. Este biomarcador de genotoxicidad proporciona
informacion acerca de los eventos genéticos por los cuales se indujo mutacién
y recombinacion somatica en las células de los discos imagales. Se analiz6 el

dafio a las células somaticas utilizando los marcadores fenotipicos mwh y fir* .
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La actividad genotoxica se evalud para los dos tipos de progenie de las moscas
estandar (libres y portadoras de inversiones) y esta dada por la comparacion de
la frecuencia de manchas entre los lotes experimentales y el testigo.

Dependiendo de la actividad genotoxica y de la eficiencia de los mecanismos
de reparacion del ADN para contrarrestar la actividad mutagénica inducida por
la MMC, resultdo el nivel de dafio a las células somaticas de los discos

imagales.

Frecuencia total de manchas

Se observo que la frecuencia de manchas en general es mayor para las
moscas libres de inversiones, es muy probable que se deba a la reparacion por
recombinacion somética, que se da entre el centrémero y flrs y entre mwh vy flrs,
lo que no es posible que ocurra en las moscas portadoras debido a la falta de
homologia, presentando el resto de los eventos genéticos inducidos como son
delecion, mutacion puntual y no disyuncion.

Existe una frecuencia basal de mutacién y recombinacion somatica, es decir,
gue aunque con la mitomicina C se indujo dafio al ADN, existen eventos
espontaneos de mutacion somatica (Klug, 2006) de esta manera observamos
gue se presentaron manchas en los lotes testigo.

A partir de las concentraciones donde se indujeron manchas, la MMC provoco
una respuesta exponencial, gran cantidad de células fueron dafiadas, este
dafio rebas6 los mecanismos de reparacion, los cuales; sin embargo, fueron
activados, aunque muchas células pudieron ser eliminadas por apoptosis 0
necrosis, como se podria explicar por la baja frecuencia de manchas registrada

en la concentracién mayor para moscas libres de inversiones (Klug, 2006).

Frecuencia de células por mancha (Tamarfio de la mancha)

El tamafio de la mancha esta determinado por la proliferacién de clones de
células transformadas, (divisiones mitoticas).

En concentraciones bajas y los lotes testigo, se recuperaron manchas chicas
en general y aunque se registraron algunas manchas grandes para estas

concentraciones, éstas fueron mas abundantes en concentraciones mayores

34



probablemente porque la sustancia alcanza mas pronto el sitio de accion téxica
y las células afectadas, una vez reparado el dafio tienen mas posibilidades de
dividirse, lo que incrementa el tamafo de la mancha recobrada (Taleisnik,
2006).

La respuesta resulté diferente para ambos tipos de progenie, presentando una
distribucion mas uniforme entre las frecuencias y el tamafio de la mancha en
las concentraciones mayores las moscas portadoras de inversiones, pero se
deben tomar en cuenta a cuantos organismos corresponden estas

distribuciones.

Frecuencia de manchas por mosca

El nimero de manchas por mosca representa el namero de células que fueron
dafiadas y la distribucion de estas entre los individuos por concentracion, es
decir, refleja tanto la respuesta a nivel grupal (por lote) como la respuesta
interindividual (dentro del lote), de esta manera se puede observar que los
individuos responden de manera diferente al estimulo, independientemente de
la presencia de los marcadores, ya que se presentaron casos aislados donde
las moscas presentaron una gran cantidad de manchas en concentraciones
bajas de MMC.

En concentraciones bajas las moscas presentaron pocas manchas y en
concentraciones mayores el nimero de manchas esta mas distribuido entre los
individuos en ambos tipos de progenie, esto se debe a que la concentracion de
MMC provoco una respuesta genotoxica, donde mas células fueron dafadas
en concentraciones altas, pero hay una distribucion uniforme entre los
individuos, segun lo describe la curva; es decir que la MMC provocéd una

respuesta genotoxica que cambia pero no es lineal.
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Correlacion entre los biomarcadores (IS, Psex y FMRS).

La respuesta para los tres biomarcadores de toxicidad y genotoxicidad, es
diferente, es decir; en las concentraciones de MMC donde se produjo una
respuesta toxica, no necesariamente se indujo dafio celular y la forma de la
curva es muy distinta ya que para el IS ésta fluctia de una forma muy irregular,
lo que no sucede para la FMRS, gue tiene una forma exponencial.

En estudios con biomarcadores de toxicidad y genotoxicidad para otras
sustancias toxicas, donde se ha trabajado con la mosca de la fruta (Inamdar,
2010; Singh, 2010; Betham, 2010), se han observado resultados diferentes en
el sentido de la forma en la curva, aunque cada sustancia actia de forma
particular y los individuos responden caracteristicamente de acuerdo a la forma
de metabolizar la sustancia, pero comunmente se utiliza un solo biomarcador y
un numero bajo de concentraciones o dosis.

Para medir la toxicidad a dosis sumamente bajas se ha trabajado comunmente
con radiacion (Quon et al, 2011, Pignol et al, 2011).

Respuesta fenotipica generalizada

Aungue los marcadores mwh y flr3 indican el dafio en los tricomas de las alas,
el dafo es generalizado a otros tejidos, aunque para los fines de este estudio,
no se contabilizaron y la presencia de otras malformaciones no puede atribuirse
de manera directa al efecto del tratamiento; sin embargo, no deben pasarse por
alto la presencia de estos eventos fenotipicos (Fig. 10).

Supuestos

La construccién de la curva concentracion-efecto de toxicidad y genotoxicidad
utilizando un amplio rango de concentraciones para diferentes biomarcadores
en este trabajo es aplicable para cualquier sustancia toxica y nos traduce la
complejidad de los organismos para responder ante un dafo inducido, lo cual

sucede todo el tiempo en las poblaciones expuestas de manera natural. Las

36



ponderaciones, son posibles, debido entre otros aspectos a los complejos
microsémicos P-450, que presenta Drosophila melanogaster, cuya accion es
muy similar a la que presenta el complejo enzimético S9 del higado de los
mamiferos; es decir metabolismos de desintoxicacion parecidos (Botas, 2007)
es preocupante entonces, pensar que las sustancias toxicas utilizadas de
“forma segura” podrian traer consecuencias ulteriores o dafios secundarios que
no han sido debidamente catalogados.

Segun estudios estadisticos, en los ultimos 10 afios, de la misma manera en
gue se ha incrementado el uso de sustancias quimicas ya sea en cuestiones
ambientales, en la industria farmacéutica, alimentaria o cosmética, ha
aumentado la incidencia de enfermedades como el cancer, especificamente el
cancer de mama en la mujer y de préstata en el hombre (INEGI), asi como el
namero de abortos espontaneos y esterilidad en la mujer.

Los resultados de este estudio hacen evidente la importancia que tiene el uso
de diferentes biomarcadores en estudios de Toxicologia debido al riesgo
asociado al uso de estas sustancias en la sociedad actual, no solo por la
necesidad que se tiene de utilizarlas, sino por la responsabilidad que implica el
mantener un equilibrio ambiental y una mejor calidad de vida para

generaciones presentes y futuras.
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V. CONCLUSIONES

1) La respuesta para el indice de sobrevivencia en relacion a la concentracion
de MMC en los tres grupos de moscas nos indica que el efecto del tratamiento
con Mitomicina C no es lineal, independientemente del tipo de mosca utilizado.

2) El tratamiento con MMC afecté de manera similar a ambos sexos.

3) La recombinacion somatica como resultado del intercambio de material

genético en el cromosoma 3 se atribuye al efecto del tratamiento.

4) La frecuencia de manchas aument6 en relacion exponencial a la

concentracion.

5) No se encontré correlacion entre los tres biomarcadores.
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Glosario

Agente toxico.- Cualquier sustancia capaz de producir una respuesta nociva
en un sistema bioldgico.

Apoptosis.- Proceso controlado genéticamente en el que la célula se suicida si
el dafio en el ADN 0 en los cromosomas es muy grave.

Bioensayo.- Uso de organismos cuya respuesta podria ser similar a la que se
presentaria en el hombre bajo condiciones parecidas de exposicion.

Biomarcador.- Cualquier aspecto, producto o variable de respuesta de un
biomonitor en la que pueda ser evaluado el impacto de los contaminantes
ambientales a través de un cambio detectable.

Biomonitor.- Organismo que sirve como modelo centinela.

Biotransformacion.- Conversion metabdlica de las sustancias quimicas
enddgenas y xenobibticas en compuestos mas hidrosolubles .

Delecion.- Cuando un cromosoma se rompe en uno 0 mas sitios y se pierde
una parte del mismo, el trozo perdido se denomina delecién. La delecién
puede ocurrir cerca de un extremo o en la parte interna del cromosoma. Estas
se denominan deleciones terminales o intersticiales, respectivamente .

Dosis.- Cantidad de una sustancia quimica.

Dosis eficaz.- La que causa efecto eficaz.

Dosis efectiva.- Es la cantidad de téxico que llega a un sitio critico en el
cuerpo y es proporcional a las concentraciones disponibles en el ambiente .

Dosis Letal.- Dosis que es necesario administrar para que mueran todos los
organismos de una poblacion dada.

Dosis umbral.- Dosis minimamente eficaz de cualquier sustancia quimica que
provoca una respuesta de todo o nada aun cuando no pueda ser calculada
experimentalmente.

DL50, CL50.- Dosis/ concentracion de una sustancia quimica que es necesario
administrar para causar la muerte del 50% de los animales tratados.

Exposicidn.- Contacto entre una sustancia quimica y un organismo.

Mutacion.- Proceso que da lugar a una alteracion en el ADN en la estructura
de un cromosoma; es el origen de la mayoria de los alelos.
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No disyuncion.-Es el fallo de los cromosomas o de las crométidas en
separarse y desplazarse a los polos opuestos en division.

Toxicidad.- Es una medida de la capacidad de intoxicacion de un producto
guimico. Es una caracteristica invariable.

Toxicologia ambiental.- Se centra en el impacto que tienen los contaminantes
del ambiente sobre los seres vivos.

Toxicologia.- Es el estudio de los efectos nocivos que ejercen las sustancias
guimicas sobre los organismos Vvivos.

Toxicologia genética.- Estudia el dafio que se puede provocar en el material
hereditario.
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Fig. 10. Se observaron alteraciones en el fenotipo, como: Ojos reducidos o en barra, cuerpo reducido, interrupcion de venas en
las alas, ausencia de seccién en las alas, alas reducidas asi como problemas en el desarrollo de algunas moscas recuperadas
del tratamiento con MMC como: Retraso en el desarrollo de las pupas, problemas de polaridad en pupas. (10-1) Moscas
adultas con fenotipo normal, una hembra y un macho con fenotipo libre de inversiones de la linea ESTANDAR, la proporcién de
tamafio entre la hembra y el macho es normal, asi como el tamafio y la forma de los ojos. (10-2) Machos adultos de la linea
ESTANDAR con fenotipo serrata, Obsérvense la diferencia en el tamafio del cuerpo y los ojos alargados (en barra). (10-3)

Macho de la linea SILVESTRE, obsérvense los ojos muy reducidos.

Material biolégico proporcionado por el Banco de Moscas de la Facultad de Ciencias. UNAM.

Fig. 10-2

Fig. 10-3
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Tabla I. indice de sobrevivencia y Proporcion sexual promedio +/- ee de moscas tipo Silvestre y Estandar expuestas
durante el desarrollo a MMC.

SILVESTRE ESTANDAR

'[V'u'\lf/ﬁ LIBRES PORTADORAS

N Is + ee Psex | % ee N Is + ee Psex | % ee N Is | tee Psex | +| zxee
Testigo | 184 1.00 + 0.00 0.52 *= 0.02 44 1.00 + 0.00 048 = 0.02 65 1.00 + 0.00 0.64 = 0.06
0.0083 175 095 = 0.07 0.51 *= 0.04 34 0.80 = 0.09 043 = 0.12 36 0.79 = 0.50 0.32 + 0.18
0.0166 130 0.70 £+ 0.22 0.54 *= 0.08 40 0.88 %= 0.32 048 = 0.03 36 0.75 *= 042 0.60 £ 0.10
0.0332 193 1.06 + 0.17 0.56 *= 0.02 43 099 + 0.11 048 =+ 0.01 42 053 + 0.30 0.49 £ 0.02
0.0664 173 0.93 £+ 0.19 0.50 + 0.05 32 0.69 + 0.39 052 + 014 |44 0.99 + 0.66 0.52 * 0.08
0.1328 181 0.98 + 0.00 059 =+ 0.00 36 0.78 + 047 0.58 + 0.08 43 0.98 + 0.67 0.48 =+ 0.08
0.2656 151 0.82 + 0.07 042 =+ 0.05 55 1.27 + 0.23 045 =+ 0.15 49 1.04 + 0.60 0.54 =+ 0.07
0.5312 122 0.65 = 0.28 042 =+ 0.02 32 0.75 = 0.29 0.55 = 0.12 38 0.72 = 0.28 0.47 = 0.05
1.0624 125 0.67 £ 0.13 0.50 £ 0.09 43 099 = 0.11 071 + 0.05 32 064 = 0.30 0.50 = 0.06
2.1248 227 1.23 + 0.19 049 =+ 0.02 44 098 + 0.27 043 + 0.01 42 0.73 £+ 0.50 052 %= 0.14
4.2500 214 094 £+ 0.28 0.50 *= 0.05 41 094 =+ 0.06 0.51 *= 0.08 36 0.75 £ 0.25 0.62 %= 0.04
8.5000 109 0.60 *= 0.06 0.48 =+ 0.03 42 094 + 0.18 0.37 += 0.03 40 0.74 + 0.26 0.51 £ 0.09
17.000 149 0.80 += 0.12 052 + 0.01 42 0.99 + 0.40 042 + 014 |41 0.64 + 0.01 043 = 0.06
34.000 135 0.72 + 0.22 056 + 0.01 23 0.52 + 0.02 066 = 0.13 33 0.55 + 0.09 059 =+ 0.04
68.000 123 0.67 = 0.03 0.55 = 0.02 23 055 = 0.25 045 = 0.17 29 057 = 0.26 054 = 0.11
135.50 14 0.08 = 0.01 0.85 = 0.02 12 0.27 = 0.11 0.72 = 0.05 21 0.24 = 0.18 0.72 = 0.27

ee, error estandar
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Tabla Il. Frecuencia de manchas en moscas libres y portadoras de inversiones expuestas subcrénicamente a
MMC durante el desarrollo larvario.

LIBRES DE INVERSIIONES PORTADORAS DE INVERSIONES

Man_chas Manchas grandes Manchas Man_chas Manchas

oSty | C 2cebiss) | gemelss | Tode oSt | o | e
MMC Tgteal =2 m=5 m=2 Tg;al m=2 - M5
[MM] Alas Alas

No Frec. No Frec. No Frec. No Frec. No Frec. No Frec. No Frec.
Testigo 78 26 (0.33) 0 (0.00) 0 (0.00) 26 (0.33) 66 19 (0.29) 1 (0.02) 20 (0.31)
0.0083 54 14 (0.26) - 1 (0.02)- 0 (0.00) - 5 (0.28) - 64 7 (0.11) - 4 (0.06)i 11 (0.17) -
0.0166 66 15 (0.23) - 0 (0.00) - 0 (0.00) - 15 (0.23) - 68 16 (0.24) - 1 (0.01)- 17 (0.25) -
0.0332 80 13 (0.16) - 4 (0.05)i 0 (0.00) - 17 (0.21) - 80 14 (0.17) - 0 (0.00) - 14 (0.17) -
0.0664 54 11 (0.20) - 2 (0.04) - o (0.00) - 13 (0.24) - 38 4 (0.11) - 0 (0.00) - 3 (0.11)-
0.1328 70 12 (0.17) - 1 (0.01)- 0 (0.00) - 13 (0.18) - 80 12 (0.15) - 2 (0.03) - 13 (0.18) -
0.2656 80 17 (0.21) - 5 (0.06)+| 0 (0.00)- 22 (0.27) - 80 14 (0.17) - 1 (0.01)- 14 (0.18) -
0.5312 54 15 (0.28) - 9 (017)+| 0 (0.00)- 24 (0.45)i 70 7 (0.10) - 0 (0.00) - 7 (0.10) -
1.0624 60 21 (0.35) - 2 (0.03) - 0 (0.00) - 23 (0.38) - 52 16 (0.31) - 0 (0.00) - 16 (0.31) -
2.1248 64 25 (0.39) - 10 (0.16)+| O (0.00) - 35 (0.55) + 80 43 (0.54)+ | 13 (0.16) + 56 (0.70) +
4.2500 74 43 (0.58)+| 24 (0.32)+] 0 (0.00) - 67 (0.91) + 60 15 (0.25) - 4 (0.07)i 19 (0.32) -
8.5000 66 77 (1.17)+]| 58 (0.88)+| 0 (0.00)- | 135 (2.05)+ 72 44 (0.61)+ | 11 (0.15)+ 55 (0.76) +
17.000 78 158 (2.03)+| 148 (1.90)+ | 1 (0.01)- | 305 (3.94) + 72 94 (1.31)+| 36 (0.50)+ | 122 (1.81)+
34.000 32 |168 (5.25)+] 117 (3.66)+| O (0.00)- |[285 (8.91) + 30 70 (2.33)+ | 52 (1.73)+| 120 (4.06)+
68.000 26 |129 (4.96)+| 151 (5.81)+ | O (0.00)- | 280 (10.7)+ 56 | 148 (2.64)+ | 202 (3.61)+ | 350 (6.25)+
13550 | 12 5 (0.42) - 0 (0.00)- [ 1 (0.08)- 5 (0.50)i 26 | 124 (4.77)+| 86 (3.31)+| 210 (8.12)+
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Fig. 11. Comparacion del Indice de sobrevivencia de moscas Fig. 12. Proporcién sexual de moscas tipo Silvestre y Estandar
tipo Silvestre y Estandar (libres y portadoras de inversiones) (libres y portadoras de inversiones) expuestas a MMC durante el
expuestas a MMC durante el desarrollo larvario. desarrollo larvario.
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Fig.13. Frecuencia de manchas totales corregida en alas de progenie
libre y portadora de inversiones de moscas tratadas con MMC durante
el desarrollo.
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