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RESUMEN

La tawrina (2-amino etano sulfonico) es un aminoacido azufiado que
actila como neurotransmisor y contribuye a la estabilizacion estructural de las
membranas, se le utiliza en la terapia contra crisis convulsivas, actia como
analgésico y su presencia confiere proteccion en distintos tipos celufares ante
la presencia de otros compuestos. En el presente trabajo se evalug la posible
genotoxicidad de la taurina y sus antagonistas: la P-alanina y el
guanidinoetano sulfonato (GES) en células somaticas de Drosophila
melanogaster. Asimismo se determing si la taurina conferia proteccion ante la
genotoxicidad inducida por Ia N-nitrosodimetilamina (DMN).

Los ensayos se realizaron mediante Ia prueba de mutacion y
recombinacion somaticas (SMART) la cual utiliza las células de los discos
imagales de las alas de Drosophila melanogaster, para valorar diferentes tipos
de dafio genético mediante la cuantificacion de la induccion de clonas
celulares que se manifiestan en el adulto por la aparicion de manchas de
tricomas o pelos que expresan los fenotipos mutantes con los que se marcaron
las células de los discos imagales de las larvas.

Se emplearon larvas + ﬂrj/ mwh + las cuales fueron tratadas de [a
siguiente manera: para determinar la genotoxicidad de la taurina y sus
antagonistas, las larvas se expusieron a las 24 6 a las 72 h de edad a diferentes
concentraciones de éstas [ 0.5, I, 5, 10, y 50 mM] en el medio de cultivo por
un periodo de 48 h. Para estudiar el efecto de la taurina Yy sus antagonistas en
la exposicion al agente alquilante DMN, se usaron dos tipos de protocolos: i)
larvas de primer estadio se expusieron cronicamente a la taurina o sus
antagonistas y después a la DMN de manera aguda, a continuacion las larvas
se enjuagaron y se transfirieron a medio de cultivo fresco hasta la emergencia
de las moscas. 2) larvas de tercer estadio se expusieron en forma aguda a una
mezcla 1:1 de DMN o agua + a solucién de la taurina o sus antagonistas y
postetiormente se transfirieron a medio fresco que contenia la concentracion
correspondiente de la tawrina o sus antagonistas y en el cual permanecieron
hasta la emergencia de los adultos. Se montaron las alas en laminillas y se
registro el tipo, tamafio y localizacion de cada mancha y se comparo la




frecuencia obtenida en las series experimentales y sus testigos
correspondientes.

La taurina y la B-alanina no mostraron ser genotoxicos por si solos en
larvas de primer o de tercer estadio.

En larvas de primer estadio la administracién de taurina seguida por la

DMN incrementd de manera significativa la frecuencia de manchas inducidas
por el testigo positivo. Este aumento fue mayor en las larvas de tercer estadio
expuestas a la mezcla taurina-DMN y después a un tratamiento con taurina.
Los resultados indican que la administracion posterior de la taurina potencia
aun mas la genotoxicidad de la mezcla, tanto en larvas libres de inversion
como en portadoras del cromosoma balanceador en las que ademas induce la
expresion de novo de mwh y flr. Lo anterior se comprobé con moscas no
marcadas para los atributos wtilizados, es decir, de tipo siivestre las cuales
fueron expuestas al mismo tratamiento y en las que se recobraron manchas de
tipo mwh y flr.
Se seleccionaron dos compuestos estructuralmente semejantes a la taurina en
las mismas concentraciones: B-alanina y Guanidinoetano sulfonato (GES) que
difieren de la taurina en el extremo carboxilo o amino respectivamente. Al
- tratar larvas de primer estadio con la B-alanina y después la DMN se
incremento la frecuencia de manchas inducidas por la DMN. El efecto fue aun
mayor ¢n las larvas de tercer estadio expuestas a ta mezcla de B-alanina +
DMN, seguida por la exposicion a ta B-alanina hasta la formacion del pupario
ya que en las moscas se obtuvo una cantidad considerable de manchas de tipo
Jlr que tienen uma frecuencia de aparicién baja. Al igual que en el caso
anterior, la mezcla de GES + DMN incremento la frecuencia de manchas tanto
en larvas de primer estadio como en las de tercer estadio, siendo la
genotoxicidad mayor en las dltimas. La toxicidad de este tratamiento fue
mayor en las larvas de 24 h.

Ademas se registraron alteraciones en la forma de los tricomas
registrados y en otras estructuras que sugieren la interferencia de estos
compuestos con los procesos de determinacion y diferenciacion celular de fa
mosca.

De los resultados obtenidos se concluyé que:
¢ la taurina y la f3- alanina no fueron genotoxicos en células somaticas de
Drosophila, sin embargo la interaccion de estos compuestos con el agente
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alquilante N-nitroso-dimetilamina {(DMN) mostr6 potenciar el daiio e interferir
en la expresion génica durante el desarrollo de Drosophila melanogaster.
* Es necesario continuar los estudios con ambos analogos de la taurina (-
alanina y GES) utilizando ofros mutdgenos de referencia para Hegar a
establecer el mecanismo que interfiere en la expresion génica.
* La interaccion de los compuestos con la DMN induce la aparicién de
manchas de tipo fIr y mwh.

Et efecto potenciador de la mezcla pargee  producirse. por la
combinacion quimica entre los compuestos y la DMN.

Hl




INTRODUCCION:

En [a actualidad se ha difundido el empleo de productos quimicos
para el control de plagas y el enriquecimiento de los suelos, asi como el uso
de numerosos agentes para preservar y conservar los alimentos, sin embargo
el impresionante desarrollo de la quimica y la farmacologia que ofrecen casi
dos medicamentos nuevos por dia, asmentan en forma alarmante dia tras dia
el nimero de compuestos que ingresan al ambiente. Por ejemplo, en los
paises desarrollados mas de 70,000 compuestos se distribuyen en el
mercado libremente y cerca de 25,000 son de uso comun, muchos de ellos
tienen propiedades mutagénicas y algunos pueden ademas inducir cancer
(Salamanca, 1990), estos compuestos al ingresar al organismo pueden actuar
basicamente de dos formas: de manera directa, tos cuales son reactivos por si
mismos y pueden interactuar con las macromoléculas {ADN vy proteinas) y
aquelos de accién indirecta (promutagenos), es decir que requieren de la
activacion metabolica ya que no poseen propiedades genotoxicas per se,
pero adquieren esta caracteristica al ser convertidos a derivados reactivos
electrofilicos (Obe y Natarajan, 1982).

Se ha descrito que l]a mayoria de estos compuestos quimicos actéan
por la generacion de radicales libres que pueden funcionar como iniciadores
enddgenos de procesos degenerativos como el dafio al ADN, mutacion y
promocion, los cuales se relacionan con el cancer, €l envejecimiento y las
enfermedades del corazon (Ames, 1983; Carr, 1985).

Enzimas involucradas en el metabolisme de los agentes genotoxicos,

Actualmente hay evidencias de que el proceso de carcinogénesis
involucra la formacion de especies reactivas de oxigeno como el perdxido
(Oq¢), hidroxilo (OHe), peroxido de hidrogeno (H,0,), peroxidos organicos y
el oxigeno singulete ('O,), que se generan por la transformacion enzimatica de
xenobidticos y sus metabolitos, los cuales pueden atacar a los acidos nucléicos,
proteinas y lipidos, alterando el crecimiento y la diferenciacién celular
(Halliwell y Okezie, 1991).

Los sistemas enzimaticos responsables en gran medida de Ia
transformacion metabélica de los xenobioticos se localizan en el reticulo
endoplasmatico liso, estan formados por hemoproteinas intrinsecas unidas a la
membrana, tieren un tamafio que va de 46 a 60 Kda y son producidas por
numerosos genes conocidos como el paquete enzimatico dependiente del




citocromo P450, que representa a una superfamilia de enzimas que se
€ncuentra en bacterias, plantas y animales (Zijlstra y Vogel, 1988).

Se distinguen dos tipos de reacciones metabélicas: las llamadas de fase I
{oxidacién, hidrolisis o reduccion) y la fase II (conjugacion). Durante la fase I,
las reacciones convierten al compuesto original en un metabolito mis polar
por la adicién de uno o més grupos polares (tales como el hidroxilo OH) que
son introducidos a las moléculas hidrofdbicas, por esta razon el compuesto
original sirve como sustrato para la fase If y en las reacciones de fase II, o
reacciones de conjugacion o sintesis, los compuestos que contienen prupos
funcionales apropiados (hidroxilo, amino, carbonilo o époxido) se combinan
con algunos sustratos endégenos para formar conjugados que aumentan la
polaridad y reducen la liposolubilidad de la molécula para facilitar su
excrecion. Estas reacciones requieren AP como fuente de energia, coenzimas
y transferasas (Vogel, 1992).

Si bien esta ruta metabolica es basicamente un mecanismo de
desintoxicacion, contribuye a la transformacion genotoxica de promutagenos y
procarcindgenos. De las enzimas de la fase I, uno de los grupos mas
umportantes es el de las enzimas conocidas como oxidasas de funcién mixta
dependientes de citocromo P450 o mono-oxidasas, las que se localizan en los
microsomas del reticulo endoplasmatico de las células. Las reacciones
requieren de oxigeno molecular y de fosfato de nicotinamida adenina-
dinuciedtido, en forma reducida (NADPH). Los equivalentes reducidos a base
de NADPH participan, a su vez, en la reduccion del oxigeno molecular, de
modo que pueda ser transportado por un citocromo denominado PA50 al
compuesto por oxigenar, después el oxigeno se fija en los compuestos,
habitualmente como grupo hidroxilo {Vogel, 1992).

Se sabe que la activacion de carcinogenos esta relacionada con la
oxigenacién de sitios (enmascarados) de las moléculas, los cuales escapan a la
comjugacion y dan lugar a los reactivos electrofilicos intermediarios que
producen alquilaciones en el ADN y se unen a proteinas formando
neoantigenos o a enzimas con grupos tioles (-SH), provocando necrosis tisular
(Parke, 1986).

Muchos agentes quimicos que nuestran una baja toxicidad por si solos,
son metabolizados a productos intermedios altamente reactivos, los cuales
existen en forma de radicales libres capaces de interaccionar con el oxigeno de
fos tejidos produciendo lesiones autooxidantes. En los dltimos afios, se ha
constatado gue ¢l oxigeno y el hierro, dos elementos esenciales para la vida,
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son también poderosos agentes toxicos y constituyen factores endégenos que
pueden estar involucrados en ¢l proceso de carcinogénesis (Parke, 1986).

El oxigeno es facilmente reducido dando lugar al anién superdxido
(#02) y después a peréxido de hidrogeno (H207), ambos radicales sumamente
toxicos son producidos por los leucocitos neutréfilos para destruir bacterias
durante las infecciones microbianas, A su vez, el hierro ferroso es facilmente
oxidado a férrico en una reaccion que puede acoplarse a {a anterior, o bien, el
férrico reducirse a ferroso, en forma tal que una baja concentracion de hierro
inorgénico puede, en presencia de agua y oxigeno molecular, generar
ciclicamente superdxido. Aunado a lo anterior, el hierro IOTEANICO es capaz de
catalizar la conversion del anion perdxido en radicales mucho mas tdxicos,
como radicales hidroxilos (#OH). Estos ultimos se han asociado a la
peroxidacion de lipidos de las membranas vy a la induccién de fompimientos
Cromosomicos y alieraciones de bases del ADN. La produccion de radicales
libres puede ser cuantificada por la determinacién en orina de malonatdehido
(que se forma por la descomposicién de perdxidos de lipidos) asi como de
bases alteradas (Parke, 1986). Los organismos cuentan con mecanismos de
defensa efectivos para protegerse de los radicales libres, entre los que se
encuentran las enzimas superdxido desmutasa y catalasa, gue catalizan la
conversion del anién super6xido a perdxido y la de éste en agua y oxigeno
(Parke, 1986).

Sin embargo, asi como se han detectado agentes con potencial de riesgo
genotoxico, también se han encontrado otro tipo de sustancias que disminuyen
el efecto de Ia accidn de los primeros. La forma de accion de estas sustancias
es variada y en ocasiones puede tener un impacto totalmente distinto, asi se
habla de reacciones de sinergismo entre dos o varios compuestos; este fipo de
reacciones surge por la presencia simultinea de varias sustancias en el
organismo, las cuales reaccionan entre si y producen un derivado mds o
menos dafiino que cualquiera de las ofras sustancias, o bien, ser susceptible de
modificaciones adiciopales por accién del metabolismo intrinseco a los
Organismos.

Factores que reducen el riesgo de cancer:

El papel de los radicales libres como mediadores de la accion de
factores exdgenos y enddgenos en la induccion de cancer adquiere cada vez
mayor importancia, a la vez que abre la posibilidad de interferir con la accion
de estos compuestos peligrosos mediante el empleo de agentes antt-oxidantes,




reduciendo el tiesgo de cancer y otros padecimientos caracteristicos del
envejecimiento (Harman, 1981; Ames, 1989),

Particularmente en el campo de ia salud ha sido importante el
conocimiento de las propiedades de los compuestos que aparentemente
confieren proteccion a los seres vivos, como ha sido el caso de las vitaminas y
algunos metabolitos derivados de vegetales. La mayoria de los estudios
realizados se han enfocado af aislamiento de los componentes individualizados
que poseen, propiedades anticancerosas, hipertensoras y antimicrobianas
demostrables (Muiioz, 1994; Greenwald e al., 199%).

Una de las areas en las que se realiza una extensa investigacion es la
referente a la identificacion de agentes anticarcinégenos que pueden prevenir
el desarrollo del cancer. Esta linea de trabajo se inicié a mediados de los 50,
cuando los investigadores se enfocaron a la bisqueda de sustancias que
inhibicran ¢l desarrollo del cancer. A esta practica, Sporn (1995) le dio el
nombre de quimioprevencién. Estas investigaciones tienen como antecedentes
los hallazgos que indican que la deficiencia de ciertos elementos de Ia dieta se
asocia con una mayor incidencia de cdncer, o bien que, por el contrario, la
incidencia de cancer parece ser reducida al enriquecer la dieta con el consumo
de citricos, clertos vegetales o alimentos. Existen, asimismo estudios
epidemioldgicos que parecen indicar que el consumo de f-caroteno (precursor
de la vitamina A) puede jugar un papel protector y disminuir el riesgo de
cancer. Se sabe que la vitamina A participa en los procesos de diferenciacion
celular, por lo que posiblemente actia como medulador de la carcinogénesis.
Los estudios epidemioldgicos apuntan hacia una mayor incidencia de canceres
de tipo epitelial, en pulmén, vejiga y laringe en individuos deficientes en
vitasina A (Parke, 1986; Cortinas de Nava y Espinosa, 1990; Greenwald ef
al., 1995).

Ademas se ha reportado que los f3- carotenos son atrapadores de
radicales libres y eficientes represores de oxigeno excitado, los cuales tienen
actividad mutagénica y son ademas, particularmente eficaces para producir
peroxidacién de los lipidos (Peto ef al, 1981; Ames, 1983). Otras sustancias
como vitamina C, retinoides, flavonoides vy glutation también atrapan
radicales libres; de ahi que Ia nutricion sea un elemento esencial para la
proteccion en contra de las lesiones autooxidantes.




Bioensayos para el monitoreo de mutigenos ambientales.

Las consecuencias de la exposicién a sustancias quimicas han sido
estudiadas extensamente en las célutas germinales de diversos OFganismos, sin
embargo con el tiempo se ha acumulado informacion del impacto del ambiente
sobre las células somaticas, haciendo evidente la importancia de la deteccion y
el estudio de este tipo de procesos sobre todo para el hombre, ya que muchos
de cllos se relacionan con procesos cancerosos. Aunque los estudios
epidemiolégicos de poblaciones expuestas son un elemento valioso para la
deteccion de carcindgenos también plantean numerosas desventajas. Entre
elfas estan la larga duracion y alto costo de estos estudios, ia multiplicidad de
agentes de interferencia y, sobre todo, el hecho de que ponen en evidencia un
riesgo cuando éste ya se ha producido.

La prevencién de la carcinogénesis requiere la aplicacion de métodos
que permitan identificar oportunamente a los carcinogénos potenciales, asi
como el establecimiento de modelos biologicos para investigar los
mecanismos implicados en [a carcinogénesis.

El empleo de modelos animales para la identificacion de agentes
carcinogénicos y para estudiar sus mecanismos de accién en el desarrollo del
cancer se ha incrementado, hasta la fecha existe evidencia suficiente de la
carcinogenicidad para el humano de alrededor de 50 sustancias, en su mayoria
se trata de carcindgenos ocupacionales y de firmacos empleados en la
quimioterapia del cancer, fos cuales por lo general son capaces de inducir
cancer en animales de experimentacion (IARC, 1987; Shelby, 1988).

Los modelos experimentales que s¢ emplean para la caracterizacion
genotoxica son muy variados, tanto por €l o los organismos que utilizan, como
por los eventos biologicos que detectan (International Programme on
Chemical Safety, 1985). Varias son las caracteristicas que se sefialan para un
sistema de prueba, entre estas destacan: que tenga bajo costo, corta duracién,
que detecte un amplio rango de eventos genéticos, que la respuesta encontrada
sea reproducible, que sea sensible a compuestos que requieren de activacion
metabélica (promutigenos y procarcindgenos) y que favorezea el uso de
tamailos de muestra satisfactorios, entre otras (De Serres, 1979; Kilbey er .,
1981; Valencia ef al., 1984).

La eficiencia de este tipo de investigacion en la identificacion de
agentes que representan un ricsgo mutagénico /o carcinogénico para los
humanos se ha modificado en los altimos quince afios (Ames e o/, 1973;




Clayson, 1980; Graf ef al, 1984). El empleo de los diversos bioensayos est4
enfocado hacia dos direcciones prancipales: wna que consiste en la
determinacion def resge potencial que implica la exposicion a los agentes en
cuestion, tanto en refacion con las células germinales como con as somaticas;
y la otra centrada en la prediccion de la asociacion entre genotoxicidad y
carcinogenicidad, involucrando el estudio de los posibles mecanismos de
accion (De Sertes, 1979, Voge! y Natarajan 1979 a y b; Todd er al, 1983;
Wiirgler ef al, 1983 a y b; Brusick, 1988).

Drosophila melanogaster:

Entre estos bioensayos se encuentra el sistema que emplea a ta mosca de
la fruta D. melanogaster, que reime todas las caracteristicas sefialadas
anteriormente, ademas de ser el eucarionte mejor conocido genéticamente

(Fig. 1).

El ciclo de vida de Drosophila presenta un periodo de embriogénesis que
ocurre en la etapa de huevo y una sucesion de estadios larvarios que culminan
con una metamorfosis completa (holometabola) de la cual surge un imago o
adulto. La secuencia y duracién de los diferentes estadios en el ciclo de vida
son: huevo, un dia; larva de primer estadio, un dia; de segunde, un dia y
tercero, un dia; pupa 4.5 a 5 dias. La duracion del ciclo de vida completo es
de 10 dias en condiciones controladas de temperatura (25 °C) y humedad
relativa (60 %) (Zimmering, 1976} (Fig. 2). La duracién de los estadios de su
ciclo de vida, permite desarrollar protocolos versdtiles, lo que representa otra
ventaja adicional como biensayo para evaluar contaminantes ambientales,

Biologia del desarrello de Drosophila melanogaster.
Hueveo

La penetracion del espermatozoide tiene lugar a través de una abertura
Hamada micropilo que se encuentra en el extremo anterior del Ovulo. Los
espermatozoides quedan almacenados en la hembra en el receptaculo seminal
después de la cépula; la fertilizacion se realiza a medida que maduran los
ovulos. Luego de la fecundacion los huevecillos quedan en el atero durante los
estadios mas tempranos del desarrollo embrionario y posteriormente son
depositados en el medio de cultivo. El huevo es de color blanco lechoso, tiene
una longitud promedio de 420 p, la superficie dorsal es aplanada y la ventral
algo convexa, tiene un par de filamentos que son extensiones del cornion




Fig. 1 Carscteristicas de Drosophila melanogaster.

2

3

. Es e} eucarionte mejor conocido genéticamente,
Se pueden cealizar estudios in vivo ¢ in vilro.

El ciclo de vida es corto aproximadamente 9 a 10 dias a 25 °C y con una humedad relativa
de 64%, involucra un periodo de embriogénesis completo dentro del huevo y una secuencia
de estadios larvales que detivan en una metamorfosis completa de la que finalmente surge un
imago o adulto,

. Tiene cuatro cromosomas perfoctamente mapeados.

. La presencia de un paquete enzimatico en la fraccion microsémica muy semejante a la dal

higado de mamiferes, permite la biotransformacion in vive de los compuestos (Baars er al,
1920).

. Se conoce ¢l tiempo de su gametogénesis (Chandley y Bateman, 1962).
. Se mantiene en espacios reducidos y un costo relativamente bajo.

. Se obtienen poblaciones numerosas: 500 organismos por pareja.

9. Dimorfismo sexual positivo hacia 1a hembra.

10.Tipo de exposicion: de aguda a cronica.

11.Se pueden realizar estudios en céhulas somaticas y células germinales.

12.Los agentes a probar es posible administrarlos por alimentacién, inyeccion o en forma

gaseosa, esto depende de las propiedades fisico-quimicas del compuesto y de los objetivos
def erabajo a realizar,

13.Es sensible para detectar agentes teratogenos.

14.A la fecha se tienen alrededor de 12,000 cepas diferentes con marcadores especificos que
permiten la evaluacidn de gran variedad de efectos géneticos v cromesomicos (Lindsley y
Zimm, 1992; Ziljstra y Vogel 1938a),




: Fig. 2 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.

! ler estadio 20 estadio  3er estadio

Larva




situados en la region anterodorsal, los cuales impiden que se hunda el huevo
en el medio de cultivo (Demerec, 1965).

Larva

La larva de Drosophila melanogaster presenta dos linajes celulares
diferentes; las células larvarias y las células imagales, que dan lugar a las
estructuras de la larva y del adulto respectivamente, las cuales divergen
durante la embriogénesis. Una vez establecidas las células precursoras de los
discos imagales, éstas siguen un desarrollo paralelo al larvario (Demerec,
1965; Anderson, 1972). Las células larvarias llevan al cabo las funciones
vitales de esta edad y han perdido su capacidad de division y solamente
aumentan de tamafio, por presentar cromosomas politénicos que se forman
mediante el fendmeno de endomitosis, son poliploides y estin determinadas
y diferenciadas genéticamente (Demerec, 1965; Wilkins, 1986; Pomerai,
1990).

Las células precursoras de los discos imagales (no participan en
funciones vitales para et estadio larvario), se originan del ectodermo poco
después del estado de blastodermo celular, siendo evidentes al fina! de la
embriogéaesis en el estado 14 y 15 (Demerec, 1965). Las cuales se
multiplican mediante divisiones mitoticas que ocurren en momentos
particulares durante el desarrollo larvario y empiezan a OTganizarse como
sacos epiteliales con un lumen central (Madhavan y Schneiderman, 1977), se
unen por un tallo a las estructuras larvarias y se inervan al sistema nervioso
central. Las células imagales son distinguibles de las larvales por su tamafio
pequeiio, constitucion cromosémica diploide, retencion de la capacidad de
division celular y porque estan determinadas genéticamente alcanzando su
diferenciacion hasta que entran a la etapa de metamorfosis (Pearson, 1974},
Los histoblastos no se diferencian durante el desarrollo larvario pero ésta da
inicio con divisiones celulfares, aproximadamente 3 horas antes de la
pupacidn, doblando su némero cada 3.6 horas, entonces aproximadamente
15 horas después de la pupacion, las células empiezan a migrar, desplazando
a las células epidérmicas larvarias las cuales son histolizadas {Roseland y
Scheneiderman, 1979),



Yupa

En la dltima muda larvaria, la cuticula se va endureciendo de manera
paulatina y se torma oscura, posteriormente se forma el pupario. Durante la
metamorfosis, la hormona ecdisona desencadena una serie de cambios en el
organismo, los cuales involucran la destruccién de ciertos tejidos y drganos
larvarios (histolisis) y la organizacion de las estructuras del adulto a partir de
los discos imagales. Los drganos que son completamente histolizados durante
la metamorfosis son: glandulas salivales, intestino, cuerpos grasos y masculos
tarvarios.

La mayor parte de los 6rganos del adulto se forman a partir de los
discos imagales ya presentes en la farva ;Gitbert, 1990), o por células larvarias
que se diferencian al ocusrir la reorganizacion del estado pupal; los tubos de
Malpighi se alteran poco durante la metamorfosis aunque si sufren algunos
cambios en su composicién estructural. El torax se forma por {a combinacion
de varios discos imagales. Las extremidades locomotoras, los ojos, las antenas,
las alas y el aparato genital se originan a partir de su disco imagal respectivo,
que suffe una histogénesis durante el desarrollo pupal dando lugar a las
distintas partes del cuerpo del adulto (Fig. 3). El estadio pupal termina cuando
emerge el adulto (Demerec, 1965).

Adulto

El imago o adulto rompe el extremo anterior del pupario, por donde
sale. Al principio, el cuerpo de la mosca es alargado, sin pigmentacion, tiene
las alas totalmente plegadas y al poco tiempo éstas se extienden. A medida que
pasan las horas el adulto adquiere su color caracteristico. Esta es la etapa
reproductiva del ciclo de vida; el imago alcanza la madurez sexual a las 8 o0 9
horas de edad (Demerec, 1965; Wilkins, 1986).

Prueba de mutacién y recombinacién somaticas (SMART);

Las células somdticas de Drosophila se emplean en la pruebs de
mutacién y recombinacién sematicas (SMART), que permite detectar la
capacidad de los agentes quimicos para inducir mutacién y recombinacion a
nivel somatico (Golic 1991; Zordan ef al, 1991). Este tipo de estudios cobran
cada dia mas importancia pues las evidencias experimentales indican una
fuerte asociacion entre la actividad recombinogénica y la carcinogenicidad
(Ames ef al, 1973; Radman vy Kiasella, 1980: Vogel et al, 1980; Caims,
1981, Katz, 1989; Negishi e af, 1991).

10
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Esta prueba fue propuesta por Graf er a/ en 1983. En una de sus
versiones utiliza las células de los discos imagales de las alas de Drosophila
melanogaster (Garcia-Bellido y Merriam, 1971 a y b) e involucra dos
marcadores fenotipicos, es decir, que controlan los tricomas (pelos) de las
alas: fIr. (flare), pelos en forma de flama y mwh (multiple wing hair),
pelos maltiples por célula (Garcia Bellido y Merriam, 1971a; Graf ef al,
1984),

Una de las ventajas de este sistema es que el tiempo del ensayo es solo
de una generacién (10 dias), permite analizar un gran nimero de células
blanco {(=1,000,000) en un tamaiio de muestra de 40 alas {(Garcia-Bellido y
Dapena 1974, Graf et al., 1983, Vogel ef af, 1985y Wiirgler et al., 1985).
El procedimiento experimental consiste en tratar larvas en elapas tempragas
del desarrollo, previas a la metamorfosis (Fig. 4). La base fundamental de
esta prueba considera que si durante la formacion de las alas ocurren
cambios en la informacion genética de las células se originardn clones
celutares que se haran evideates como manchas con fenotipo mutante que
podran distinguirse del resto de las células de tipo silvestre mediante la
expresion fenotipica de los tricomas en la mosca adulta (Garcia-Bellido ¥
Merriam, 1971 a) (Fig. 5).

Desarrollo de los discos imagales de las alas de D. melanogaster:

Durante el primer estadic larvario, los discos imagales de las alas se
observan como un pequefio paquete formado por 15 a 30 células
epidérmicas. Durante el curso del crecimiento larvario las células de los
discos se dividen e incrementan su numero de manera exponencial
(alrededor de 15 a 16 veces) para dar un total de casi 50,000 células al inal
del tercer estadio larvario (Whitte, 1990). Veinticuatro horas después de la
formacién del pupario, cesa la divisidn de las células de los discos y €stos
adquieren la forma y tamafio caracteristicos, siendo la de un balon aplanado
y altamente plegado (Garcia-Bellido y Mirriam, 1971a; Crick y Lawrence,
1975). Posteriormente, parte de las células de! disco daran origen al notum y
a las alas del adulto. Durante la metamorfosis ocurren uma serie de
movimientos celulares que dan como resultado que el disco se evierta para
formar la estructura correspondiente en el adulto.

Cuando el adulto emerge del pupario presenta las alas altamente
plegadas; durante una hora aproximadamente, la mosca inyecta linfa a las
alas (que son una especie de sacos que se extienden en forma gradual hasta

12



b,

Organismo empleado:
Ensayo:

Lineas:

Duracion:

Cruza:

Genotipo en la FL:

Células somaticas analizadas:

Via de administracidn:
Sincronizacion:
Contyol:

Repeticiones:
Deteccion de genctoxicidad:

Registro de datos:

Tamano de muestra;

Analisis estadistico:

Eventos genéticos:

Fig. 4 Protocole empleado para la prueba de mutacidn y recombinacion somatica (SMART),

Drosophila melanogaster

Somatic Mutation and Recombination Test
(SMART)

ofir' / TM3, Ser
o mwh / mwh
10 dias

f1F 7 TM3, Ser X mwh / mwh

+ fir / mwh +* TM3, Ser /mwh + #

Tricomas {pelos) de las alas

Alimentacion a larvas
Durante 8 horas

Sacarosa al 5%
Deos
Nilmero y tamafio de manchas

Manchas chica
Mancha grande
Mancha gemela
120 alas

X ! para proposciones.

* Mutacién puntual « Pérdida
* No disyuncion . * Recombinacion

13
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quedar turgentes) el contacto con el aire seca las alas que posteriormente son
vaciadas al excretar la mosca el exceso de linfa, entonces las alas de
Drosophila se observan como una estructura epiteltal ancha y plana
constituida por dos monocapas celulares (dorsal y ventral) con desarrolio
independiente (Garcia-Bellido y Merriam 1971a; Crick y Lawrence, 1975).
Cada ala esta formada aproximadamente por 30,800 células hexagonales de
cada una de las cuales se origina un tricoma.

Descripcién de los marcadores involucrados en la prueba de SMART:

Los marcadores utilizados en la prueba de mutacién y recombinacion
somaticas (SMART) son autosomicos recesivos y se localizan en el brazo
1zquierdo del cromosoma tres. El marcador mwh produce tres 0 mas
tricomas en lugar de wno por célula, como ocurre en las moscas de tipo
silvestre (Graf ef o, 1984). La mutacion JI7 (fir) es letal en condicién
homocigotica, pero resulta viable a nivel celular en mosaicos somaticos, en
los que modifica a los tricomas en estructuras amiorfas con expresividad
variable. Ef cromosoma balanceador (TM3, Ser) se utiliza para mastener
esiable en los cultivos al alelo fIr, este cromosoma poria inversiones
multiples que abarcan casi su totalidad y que tmpiden recobrar productos
viables del proceso de recombinacion en el cromosoma tres. '

El alelo marcador del cromosoma balanceador es Serrate (Ser) que es
facilmente distinguible porque produce muescas en los bordes terminales de
las alas, es totalmente dominante sobre el silvestre, Ser * su expresion es
variable y los organismos homocigdticos para Serrare mueren, lo que
permite secuperar solo a los portadores del marcador SIr y el cromosoma
balanceador (Lindsley y Zimm, 1992; Graf et al., 1984; Delgado, 1990)

(Fig. 6)

El ensayo SMART detecta eventos genéticos como mutaciones
puntuales, pérdidas, recombinacion mitdtica y no disyuncién. Aquellos
eventos provenientes de mutacion puntual, deleccion, no disyuncion y
recombinacion {entre los marcadores utilizados Sflr y mwh), onginaran una
mancha simple en las que las células involucradas expresaran solo uno de
los marcadores mutantes. Mientras que los eventos de recombinacion entre
el marcador proximal (fIr) y el centtOmero, daran origen a manchas
gemelas, en las cuales las células expresaran los dos marcadores de manera
independiente. Por su origen las manchas gemelas son indicadoras de
recombinacion (Graf er al., 1984; Jowett, 1991) (Fig. 7).
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A través del tamaiio de una mancha puede estimarse la cantidad de
divisiones celulares que ocurrieron después de Ia induccién del cambio
genético en ¢l linaje celular (clon) (Garcia-Bellido y Merrian, 1971a; Graf er
al., 1984). De esta manera, el nimero de manchas recobradas en a mosca
indica la frecuencia de eventos genéticos inducidos y se relaciona con la
genotoxictdad del compuesto, mientras que el tamafio promedio de las
manchas estima el tiempo en el que fueron producidas. Este wltimo dato
ayuda a distinguir a los compuestos que actuan directamente de aquellos que
requieren ser biotransformados por el organismo (indirectos) y que en
consecuencia son reactivos en etapas posteriores del desarrolio produciendo
clones celulares de menor tamasio (Wright, 1980; Wiirgler ef al., 1983 b).

La frecuencia de clones (manchas) mwh se incrementa de manera
exponencial conforme avanza la edad de la larva. Esto se basa en la
suposicion de que la duracién del ciclo mitotico de una division a la
siguiente, es constante y puede ser medida por el tiempo necesario para
doblar el nimero de clones mwh por disco imagal del ala, ¢l cual se estima
en 8.5 horas, asi se ha sugerido que el numero total de células que forman
el ala en el adulto se alcanza en 15.6 divisiones celulares (Szabad er al.,
1983) de éstas, las 3.5 divisiones nucleares originan a las 12 células
primordiales del disco imagal durante las primeras horas del desarrollo; las
otras 12 divisiones celulares podrian ocurrir en las 120 horas restantes (hasta
24 h después de la induccion de la pupacidn), lo que corresponderia a 8.5 h
por cada division. Al término del primer estadio larvario cada disco imagal
del ala cuenta aproximadamente con 96 células, en el segundo con 768, en el
tercero con 12,288 y finalmente en la pupacidn, poco antes de que empiece
la diferenciacion celular, cuenta ya con aproximadamente con 52,000 células
(Tabla 1) (Garcia Bellido y Merriam, 1971a). La cantidad de células mwh
por clon decrece con la edad de la larva tratada, lo cual coincide con la
suposicion de que ¢l tamafio del clon celular, y por ende, de la mancha
mutante producida, ¢s inversamente proporcional al nimero de células en el
disco tmagal del ala al momento del tratamiento. En otras palabras, cuando
la alteracion que conduce a la formacion de una mancha mutante ocurre en
el desarrollo larvario temprano, se recobran pocas manchas pero de mayor
tamaiio, que cuando la alteracidon se presenta en los (ltimos ciclos de
division, La frecuencia espontanea de manchas mwh por ala se encuentra en
el intervalo 0.2 a 0.4 (Garcta-Bellido y Merriam, 197! a).

En resumen, ¢l tipo predominantc de las manchas inducidas por
determinado compuesto quimico (simples o pemelas) puede ser un indicador
del tipo de evento inducido. Y el tamafio de las manchas producidas (tamaiio

19



Tabla L. Dindmica de crecimiento celular en el disco imagal del ala por horas y
estadio larvario (Tomado de Garcia-Bellido y Merriam, 1971s).

¥

Esfad' -—

Oveposicion

Eclosion

lD

lO

]0

20

20

20

30

30

30

30

30

30

Division postpupacion

20



promedio de clase clonal) estima la participaciéon del metabolismo del
organismo en la reactividad del compuesto (agentes directos e indirectos)
(Graf et al,, 1984).

Generalidades de Ia taorina:

La taurina (2-amino etano sulfonico C;H;NO3S) es un aminodcido
azufrado, de bajo peso molecular con un alto grado de estabilidad y baja
reactividad metabolica, interviene en la formacion del acido biliar y del acido
taurocélico (una sal biliar), fue descrito por primera vez en 1827 en la bilis del
toro por Tiedman y Gmelin. Este aminodcido no es un constituyente universal
de las proteinas y no interviene en el metabolismo de ningin tejido,
exceptuando el higado.

Distribucién;

Diferentes estudios han demostrado que la taurina se encuentra en
diversos organismos de la escala zooldgica, siendo fos moluscos el grapo que
presenta las concentraciones mas elevadas (Jacobsen y Smith, 1968).

Se localiza en altas concentraciones en: esqueleto, musculo (estriado,
liso y cardiaco), corazén, glandufas de secrecion, pancreas, bazo, glandulas
pineal y pituitaria, plaquetas, células linfoblastoides, rifion, retina, cerebro y
en los tejidos excitables (Vellan er al, 1970, Pasantes-Morales et al., 1972,
Ahtee ef al, 1974; Huxiable, 1986 y 1992; Wright e al, 1986) y esta ausente
en la mayoria de los tejidos vegetales, excepto en algunas semillas de
oleaginosas como: avellana, nuez de la india, almendras y pifion y en las
leguminosas: frijol, lentejas, garbanzo y habas, que contienen altas
concentraciones de este aminodcido (Pasantes-Morales et al, 1989; Flores,
1991).

La cantidad de la taurina en los tejidos se mantiene constante por el
equilibrto entre los procesos de biostntesis, acumulacion y excrecion (Sturman,
1973). Sin embargo, varia dependiendo de la especie, 6rgano, edad vy la etapa
de desarrollo del organismo (Jacobsen y Smith, 1968; Crabai y Pepeon,
1979). Por ejempto, la distribucion de taurina en las diversas regiones del
sistema nervioso es heterogénea (Tabla II). Los niveles mas clevados de
taurina se encuentran en el cuerpo estriado, el hipocampo, et bulbo olfatorio
y la retina mientras que las concentraciones mds bajas se localizan en la
médula espmal. Los niveles de taurina en el tejido nervioso se mantienen
constantes, excepto durante el desarrolio cuando su concentracién en casi




Tabla. IT Distribucién de la taurina en diferentes regiones
del sistema nervioso central del adulto (. moles /g) (Tomado
de Pasantes-Morales, 1993).

Médula espinal 2.1 1.2 | 1.7 = 1.3
Tallo cérebral - 24 | 21 0.8 -
(protuberancia-bulbo)

Cerebelo 9.1 47 | 27 1.7 33
Hipotalamo 4.8 25 1 18| 09 1.1
Cuerpo estriado 119 | 80 - 1.6 -
Hipocampo - 68 { 1.9 - -
Corteza cerebral 100 | 51 | 21 1.5 i4
Bulbo olfatorio - 7.6 - - -
Retina 220 [ 126 | 79 - -
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todas las regiones del sistema nervioso disminuye en forma gradual a la
maduracién del tejido, de tal forma que en ¢l adulto son siempre menores
que en el cerebro inmaduro. Los estudios sobre la distribucion subcelular del
aminoicido muestran que se presenta principalmente en forma soluble,
aunque hay una fraccién pequeiia de la poza asociada a membranas
(Pasantes-Morales, 1983).

Biosintesis de Ia taurina:

En los tejidos animales, el precursor en 1a sintesis de la taurina es el
amtnoacido azufrado cisteina, obtenido de ta dieta 0 a partir de la conversion
de la metionina (Jacobsen y Smit 1968) en una nuta metabolica en la que
participan una seriec de moléculas azufradas e implica reacciones de
desmetilacion, descarboxilacion y oxidacion. En el paso de la metionina a la
cisteina, hay pérdida de grupos metilos (CH3) y luego oxidacién de grupos SH
a sulfito, como 4cido cistein sulfinico a hipotaurina (Weistein y Gniffith,
1987).

Existen varias vias metabolicas para la conversion de cisteina en taurina
en los distintos tejidos animales, en el caso del sistema nervioso, es por medio
de la oxidacion de la cisteina por accion de Ia dioxigenasa de la cisteina (DC),
para formar el 4cido cisteinsulfinico. Este a su vez es descarboxilado mediante
la descarboxilasa del acido cisteinsulfinico (DACS), formando hipotaurina, Ia
cual por oxidacion da lugar a la taurina (Pasantes-Morales, 1983) (Fig.8). Una
via alterna es a partir del intermediario 4cido cisteinsulfinico el cual por
oxidacién forma el 4cido cisteico que por descarboxilacion posterior origina
a la taurina (Jacobsen ef al, 1964). Para su sintesis se han descrito otras
postbilidades, por ejemplo, la que involucra a la cisteamina como
intermediario entre la cisteina y la hipotaurina. Se ha propuesto la
wncorporacion directa de sulfato morgénico para formar el 4cido cisteico, sin
embargo las evidencias experimentales son escasas (Pasantes-Morales,
1983).

Las enzimas implicadas en la sintesis de la taurina han sido
identificadas y localizadas en diferentes tejidos de vertebrados. La enzima
que ha sido objeto de mds estudios es aquella que transforma e! acido cistein
sulfinico en -la hipotaurina, que al parecer es la etapa limitante de la
biosintesis en algunas células (Agrawal ef al, 1971).

La degradacion metabolica de la taurina atn no se conoce. La {mica
reaccion descrita, es la conversién a acido isetionico. Los estudios realizados
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sobre fa via de sintesis de la taurina indican que durante las primeras etapas del
desarrollo se produce menor cantidad del aminoacido que durante la etapa
adulta y que los fetos y los animales jovenes son dependientes de sus madres
para obtener un adecuado suplemento (Pasantes-Morales, 1983).

La cantidad de taurina que existe en un tejido especifico puede
estimarse no sélo desde el punto de vista de 1a biosiatesis o de la degradacion,
sino también de su capacidad de transporte y captacion por diversas células
(Cafias y Valenzuela, 1991).

Aspectos Clinicos y Nutricionales:

Se ha demostrado la gran importancia clinica de ia taurina como
nutriente esenctal condicional para humanos, gatos y monos, en los que la
sinfesis es limitada por lo que dependen del aporte exégeno de la taurina a
través de la dieta para mantener sus pozas tisulares (Hayes y Sturman, 1981;
Chipponi ef al, 1982; Viaton ef al., 1986; Wright et al, 1986). Mientras que
animales como rata, conejos y cobayos sintetizan ia taurina. En el humano se
ha encontrado que la deficiencia de taurina en la dieta provoca disfuncién
hepitica severa y se han encontrado cambios en el electroretinograma
asociados a bajos niveles de este aminodcido en el plasma, por lo anterior la
taurina es Importante en la comjugacién de &cidos biliares secundarios
especialmente del 4cido litocolico lo que puede explicar su papel en el proceso
de disfunciones hepdticas (Gall ef al,, 1977, Hayes, 1985; Ament ef al.,, 1986).

Por lo anterior diversos estudios se han enfocado a determinar la
presencia de la taurina en ura gran variedad de alimentos, de los cuales se ha
demostrado que el tejido musculac contiene altas concentraciones, haciendo
evidente que la carne es la principal fuente dietaria de este aminoacido. Al
analizar con detalle los niveles de taunna en diferentes tipos de came se
describe que los moluscos presentan concentraciones elevadas, mientras que
en ta came de res, de cerdo y de ovinos, los niveles van de 2 a 6 pumol/g; la
carne de las aves, especialmente la de pollo, presenta diferencias dependiendo
del tipo de musculo; se ha observado que las cantidades son
considerablemente distintas entre los musculos rapidos y los lentos, como los
pectorales, que contienen una concentracion menor, de 1 a 2 umol/g
(Monteneggo, 1987).

En la actuaiidad existen pocos estudios sobre ¢l contenido de taurina en
los vegetales y son notablemente escasos los que muestran un enfoque
nutricionai.
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Funciones de la taurina:

Este compuesto tiene varias funciones biologicas en diversos drganos,
entre las que se le atribuyen las de: osmoregulador, regulador del flujo del i6n
calcio, regulador de la proliferacion celular, estimulador de la glicolisis y
glicogénesis, modulador de la excitabilidad neuronal, desintoxicacion, en la
homeostasis, en la estabilizacion de la membrana y como antioxidante
(Thurston et al, 1980; Emudianughe et af, 1983: Gault er al, 1983;
Kulakowski y Maturo, 1984; Bernardi, 1985; Sebring y Huxtable, 1985;)
(Tabla ), fos cuales posiblemente se relacionan con la interaccién de la
taurina con el ién calcio de la célula (Masao, 1990).

Papel protector de Ia taurina:

Se ha encontrado que este aminodcido presenta un efecto protector
conira fas alteraciones de la excitacion nerviosa; el tratamiento con taurina es
efectivo en las crisis convuisivas en una extensa variedad de modelos
expertmentales, asi como en algunas formas de epilepsia en el hombre, lo que
hace pensar que su mecanismo de accidn se ejerce mediante una modificacién
generalizada de la excitabilidad de la membrana newronal (Sbabaro, 1974;
Pasantes-Morales, 1983).

Sbabaro (1974) describi que 1a taurina tiene accion analgésica y
participa en el control central de la temperatura corporal, el hambre y la sed
(Lipton y Ticker, 1979). En el sistema cardiovascular regulariza el ritmo
cardiaco en arritmias provocadas experimentalmente (Read y Welty, 1963;
Welty y Read, 1964). Por ofia phrte, se ha reportado que en individuos con
insuficiencia cardiaca congestiva los niveles de taurina en el corazon son muy
elevados (Huxtable y Bressler, 1974), al igual que en musculo esquelético en
casos de distrofias congénitas (Baskin y Dagimanjian, 1973); ademds de un
efecto protector sobre las estructuras de las cétulas visuales de la retina (los
fotoreceptores). Al exponer los bastones aislados de la retina a iluminacion
normal se deforma su estructura con el tiempo, pero esto se evita si ta taurina
esta presente en el medio, con lo que las células se mantienen en perfectas
condiciones, incluso mejor que las que se encuentran en la oscuridad, esta
aceion protectora se debe a la interaccion de la taurina con flujos 10nicos
(Pasantes-Morales, 1994).
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Con base en los estudios del efecto protector de este aminoacido en
los distintos tipos celulares se postula que podria jugar un papel relevante en
fa estabilizacion de las membranas y actuar como un osmoregulador
(Thurston ef al., 1980). Se ha reportado que la taurina tiene un papet
antioxidante que reside en la capacidad de atrapar moléculas de kipoclorito
{que pueden causar daiio celular) para formar tawrocolaminas estables,
particularmente en reacciones donde hay formacion de H,0, y que
requieren cloruro (Thomas et al., 1983). Por lo cual la taurina puede ser
esencial en cultivos de células linfoblastoides y en las reacciones de
fagocitosis o donde hay produccién de moléculas oxidantes (Pasantes-
Morales et al., 1985; Masuda ef al., 1986). En ta tabla IV se muestra el papel
protector de este aminodcido contra Ia accion de varios compuestos.
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Patologias en el humano:

Estudios realizados en el Hospital de la Ceguera en pacientes con
retinosis pigmentaria tratados con taurina, se observé que la disminucién
del campo visuat se detuvo en el 70% de los que recibieron el tratamiento,
posiblemente la taurina actiia como estabilizador de la estructura de los
fotorreceptores, para manteiier sus membranas mds estabies ¥ 1esistentes
(Pasantes-Morales, 1994; Wright ef al, 1986).

En humanos ¢l sindrome 3p” se debe a la pérdida del brazo corto del
cromosoma 3, ¢ incluye retraso mental, crecimiento retardado, microcefalia,
hipotonia, ptosis y micrognatia. La pérdida del gen transportador de la
taurina (TAUT), ocasiona disminucion de los niveles de la taurina y
posiblemente contribuye a algunas dz las caracteristicas fenotipicas del
sindrome 3p (Phipps er al., 1994). Actualmente se ha identificado el gen del
transportador de la taurina en el cromosoma 3 en humanos en la region
3p21-p25 (Patel et al,, 1994).

La relacién que tiene la taurina con otras enfermedades no se conoce
ain del todo, pero la awsencia de este aminodcido produce en algunas
espectes como el gato una cardiomiopatia asociada a bajos niveles de taurina
plasmdtica (Pioin ef al, 1987). También la deficiencia de taurina sc ha
asociado con problemas de tipo inmunolégicos y reproductivos y con la falta
de vision (Hayes ef al., 1975).

Ceonsecuencias de Ia deficiencia de taurina:

Al someter a gatos a una dieta deficiente de taurina se presenta
disminucién progresiva de los niveles tisulares de este aminoscido, después de
un tiempo profongado se manifiestan alteraciones en el electrometinograma
(ERG) y en la estructura de los fotoreceptores, los cambios se caracterizan por
vesiculacidn, desortentacion y desintegracion de las células fotorreceptoras de
los segmentos externos ocasionando la muerte de las células fotorreceptoras y
la pérdida irreversible de la capacidad visual (Hayes, ef al, 1975a; Hayes, et
al., 1975 b; Berson ef al, 1976; Schmidt et al, 1977, Imaki et al.. 1986). El
proceso deteriorante causado por fa deficiencia de taurina es irreversible en sus
etapas avanzadas; sin embargo, su inclusion en fa dieta, antes de que rebase un
nivel critico, previene la aparicion de las alteraciones visuales y cuando los
procesos de degeneracion no estan muy avanzados, la presencia  del
aminoacido puede-revertirios (Berson et al., 1976).
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Se ha demostrado que la deficiencia de esta sustancia ocasiona
problemas en los animales, que no son capaces de fabricar la taurina ¥
solamente la obtienen de la dieta. Uno de los padecimientos que se presentan
en el gato es la muerte de los fotorreceptores, ademas la taurina es necesaria
para asegurar el adecuado desarrollo del cerebro. Ea animates cuyas
progenitoras son deficientes en taurina se ha observado que el cerebro presenta
un notable retraso en la diferenciacion y migracion de fas neuronas (Pasantes-
Morales, 1994),

En el caso del hombre ¢l efecto no es tan marcado debido a que
los tejidos, incluyendo la retina, conservan una poza de taurina y por el
consumo de came y pescado, que contienen altas concentraciones (Flores,
1991).

En el mono, al sustituir la alimentacién materna por formulas lacteas
carentes de tawrina, también se produce alteracion en los fotorreceptores,
principalimente en los segmentos externos de los conos causando la pérdida de
la agudeza visual y retraso en la organizacion de las células de ta corteza
cerebral, mientras que en los monos alimentados con formulas suplementadas
con taunna no hubo alteracion (Sturman ef af,, 1984; Neuringer et al., 1985;
Neuringer y Sturman, 1987),

Analogos estructurales de la taurina:

Entre los aminoacidos que disminuyen los niveles de [a taurina se
encuentran el derivado guanidino etano sulfonato (GES) y la B- alanina que
son analogos estructurales de la taurina que difieren en el extremo amino 6
carboxilo respectivamente (Fig. 9). Ambos andlogos comparten el mismo
transportador por lo cual son transportados en lugar de la taurina por el sistema
de los B-aminoacidos dando Jugar a una disminucién de la taurina ¥y un
incremento del andlogo, ademds se ha reportado que el efecto del GES no es
del todo especifico para la taurina, ya que otros aminoacidos se ven afectados
y sus concentraciones pueden cambiar (Mamela ef al., 1984). Se ha informado
que en animales y células en cultivo tratados con el GES hay una disminucion
cficiente de la tawrina (Moran y Pasantes-Morales, 1991), mientras los
tratamientos con la PB-alanina son menos eficientes y toxicos {Pasantes-
Morales et al., 1983; Lake y DeMarte, 1988).
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JUSTIFICACION:

En el ambiente se encuentra una gran variedad de sustancias naturales o
sintéticas cuya capacidad mutagénica y/o carcinogénica se desconoce en gran
medida, por lo que es necesaria la determinacién de su mutagenicidad para
identificar aquellas que representan un riesgo para la salud y desarrollar medidas
de control en su uso o exposicion. De ahi que las pruebas de corta duracion sean
consideradas como excelente opcién en el drea det monitoreo ambiental, ya que
han contribuido de manera importante a detectar compuestos daiiinos,
constituyéndose en herramientas valiosas para los programas de prevencion,

Existe una gran variedad de compuestos mutagénicos y cancerigenos que
generan radicales libres que dafian al ADN. El interés se ha enfocado al estudio de
compuestos antioxidantes y a la identificacion de aquellas sustancias capaces de
atrapar radicales exgenos y que por ende, reducen los efectos de los compuestos
genotoxicos (Hartman y Shankel, 1990); entre estos se encuentran vitaminas,
minerales y fenoles que han mostrado un efecto inhibidor de la accion de
carcindgenos.

Diversos reportes sugieren que fa taurina tiene efecto protector en distintos
tipos celulares y que actiia como un antioxidante directo, es decir atrapa radicales
libres y otras moléculas que pueden causar dafio celular (Kataoka y Ghuishi,
1986; Walz, 1987, Laidlaw ef al., 1989) y como un antioxidante indirecto, que
impide cambios en {a permeabilidad de la membrana debido al daiio oxidante
(Wright et al., 1986). Asimismo se ha mostrado que la taurina puede estabilizar la
membrana celular (Gin y Wang, 1992).

En el presente trabajo se utilizo la prueba de mutacion y recombinacion
somaticas (SMART) en células de las alas de Drosophila melanogaster,
utilizando las ventajas que presenta la duracién de la fase larvaria de Drosophila
en la cual es posible exponer a las larvas a mas de un tratamiento, de manera
que se puede determinar si el orden de administracion de la taurina y la N-
nitrosodimeltilamina (DMN) modifica su genotoxicidad o bien, al administrarse
sumultaneamente ambos compuestos se puede estimar si la interaccion quimica
entre ellos altera el efecto inducido. Por lo anterior fue necesario evaluar ademas
la actividad genotdxica de la taurina.
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OBJETIVO GENERAL:

Determinar el potencial protector del aminodcido azufrado “taurina” sobre la
genotoxicidad del mutageno: N-Nitrosodimetilamina (DMN) en células
somadticas de las alas de Drosophila melanogaster.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1

[nvestigar una posible actividad mutagénica y recombinogénica de la taurina
en células de las alas de Drosophila melanogaster.

Detectar el potencial protector de la taurina administrada antes y en
combinacién con un mutageno de referencia: N-Nitrosodimetilamina

{DMN).

Comparar Ia actividad mutagénica y recombinogénica de f- alanina y GES
dos antagonistas de la taurina en células de las alas de Drosophila
melanogaster.

Evaluar la actividad antimutagénica y recombinogénica de los dos
antagonistas de la taurina con la DMN en células somdticas de Drosophila
melanogaster.
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MATERIALES Y METODOS

Compuestos:
N-Nitrosodimetilamina (DMN):

La DMN es un liquido amarillo de baja viscosidad, miscible en agua,
soluble en la mayoria de los disolventes organicos y en lipidos, muy volatil, su
formuta quimica es (CH;z), NNO, esta formada por C (32.42 %), H (8.16%), N
(37.82 %) y O (21.60 %), peso molecular, 74.08 g, densidad; 1.0048 (Index
Merck , 1989). Es usada como disolvente en la industria det plastico v la fibra,
como antioxidante, aditivo para lubricantes y en condensadores para
incrementar la constante dieléctrica, también se usa como nematicida. Se ha
enconirado en pequefias cantidades en muestras de humo condensado de tabaco,
en carnes curadas como el tocino, el pescado salado y ahumado. Asimismo se
utiliza como disolvente y en la sintesis del combustible 1-1 dimetilhidrazina. En
la figura 10 se muestra la biotransformacién de la N-Nifrosodimetilamina
{DMN) por la interaccion del nifrito con dimetilamina y por la accién de
bacterias reductoras de nitrato.

Es un agente alquilante, potente carcinégeno (EMS, 1976) induce
tumores en diferentes sitios segin la ruta de administracion, por ejemplo dosis
de 25 y 50 ppm de la DMN en la dieta de conejos ocasionan carcinomas
hepatocelulares; ratas sometidas a inhalacién repetida de la DMN muestran
tumores en las cavidades nasales v en el rifion; cuando se administra por via
oral a diferentes lineas de ratones provoca sarcomas, carcinomas y adenomas en
pulmén; en Drosophila induce mutaciones letales recesivas ligadas al sexo y
pérdida cromosdmica (Vogel y Natarajan, 1979 a y b). El descubrimiento de la
actividad carcinogénica de ia DMN ha permitido establecer que los compuestos
N-nitroso y otros agentes alquilantes constituyen una clase importante de
compuestos carcipogénicos. El comntacto humano a agentes alquilantes es
exdgeno debido al estilo de vida u ocupacion y endégeno por la formacion de
compuestos N-nitrosos dentro del organismo (Laval ef af., 1990). En la tabla V
se presentan los compuestos ufilizados en los tratamientos experimentales.
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Pruebas preliminares de toxicidad:

Para seleccionar las concentraciones de la taurina se realizaron pruebas
de toxicidad empleando en este trabajo la concentracion letal 50 que produce la
muerte del S0 % de las moscas fratadas (LCsp). El procedimiento se repitid dos
veces para conftrmar la respuesta. La LCsy para moscas adultas se determiné en
50 mM vy se eligieron 5 conceatraciones adicionales menores a la LC50 (Tabla
V). Para los antagonistas se usaron fas musmas concentraciones que la taurina.
La concentracion de la DMN se selecciono con base en su potencial mutagénico
y recombinogénico en Drosophila, en la cual se ha establecido que a 12.5 mM
incrementa fa frecuencia de mutacion y recombinacion de manera significativa
(Muiioz, 1994).

Tabla. V Compuestos utilizades en los tratamientos experimentales.

N-metil-N-nitosamina (PMN) 12.5 62-75-9 Merck
2-amino etano sulfonico (Tauring) 107-35-7 Sigma
{i-alanina {§-AL} 05,1,5, 10y50 107-95-9 UNAM*
Guanidinoetano sulfonato (GES) UNAM*

* Propatcionados amablemente por 1a Dra. Pasantes-Momales H. de! Instituto de Fisiologia Celular.
En todos los experimentos se utilizé como disolvente agua destilada.

Elaboracién del medio de cultive para los tratamientos cronicos.

El medio de cuttivo fue elaborado con: agua (82.56%), carragenina
(0.99%), azicar (4.62%), harina de maiz (6.94 %), levadura (4.365), acido
propidnico (0.26%) y nipagin (0.26%) (Ramos ef al, 1993). Se prepararon las
diferentes concentraciones de cada compuesto y se¢ agregaron al medio de
cultivo liquido (a 60 °C), removiendo para que la concentracion del compuesto
fuera homogénea en todo el medio. Se sirvio en frascos lecheros de 250 ml de
capacidad y se dejaron solidificar.

Lineas de Drosophila melanogaster,

Se utilizaron dos lineas de . melanogaster: fIr'/TMI{In(3LR)-TM3,y"
ir p’ sep bx’* ¢° Ser], en notacion abreviada fIr' / TM3, Ser y mwh / mwh de
las cuales se extrajeron hembras virgenes y machos, respectivamente. Los
cultivos se mantuvieron a 25° C y 60% de humedad relativa.
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Poblacidn de estudio:

» Con el fin de verificar el potencial genotoxico de la taurina y sus antagonistas
en células somaticas de las alas, se emplearon larvas de Drosophila
melanogaster de 24 y 72 h de edad, provenientes de la cruza progenitora: fIr’
/TM3, Ser X mwh /mwh.

e La segunda parte del trabajo consistio en estudiar 2 la taurina ¥y sus
antagonistas en combinacién con un mutigeno de referencia N, nitroso
dimetilamina (DMN). Las larvas se expusieron a los compuestos de dos
maneras diferentes: en una, recibieron un tratamiento cronico de faurina y
después un agudo de DMN (protocolo I). En la otra, el orden de los
tratamientos se invirtié (protocolo I1).

Cruza Progenitora estindar:

Se cruzaron hembras virgenes fIr’ / TM3, Ser de menos de 72 h de edad
con machos mwh / mwh de 48 h de edad. Como resultado de esta cruza se
obtuvieron dos tipos de progenie: larvas libres de inversion (+ fir/ mwh +) que
constituyeron {a mitad de la progenie, la otra mitad fueron larvas portadoras del
cromosoma batanceador (TM3, Ser / mwh +); debido a que los dos tipos de
larvas no son distinguibles se trataron juntas. Los adultos de la Fy se
distinguieron por la forma de fas alas, de tipo silvestre para las moscas libres de
mversion y con una muesca en el borde de las alas para las portadoras del
balanceador, que expresan al marcador Serrate (Fig.11).

Diseiio experimental

Tres dias después de realizada la cruza los progenitores se transfirieron a
frascos con medio de cultivo fresco en los que se colectaron huevos por un
periodo de & horas (sincronizacién) con el fin de homogeneizar la edad de la
progenie.

Para estudiar el efecto de los compuestos solos o en combinacidn con el
agente alquilante DMN, se utilizaron dos tipos de protocolos:

Protecolo I los progenitores se sincronizaron en medio de cultivo con las
diferentes concentraciones del compuesto a probar (taurina, B-alanina o GES),
para el lote testigo, los progenitores se sincronizaron en medio de cultivo libre
del compuesto. Posteriormente a las 8 11 se retiraron los progenitores dejando
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los huevos en el medio hasta que se desarrollaron larvas de 72 + 4 h de edad,
momento en que recibieron un tratamiento agudo, para lo cual se colectaron las
larvas medtante una solucién concentrada de sacarosa (20%) (Nothiger, 1970) y
se colocaron en tubos homeopaticos que contenian una matla de nylon en un
extremo y un tapon de poliuretano en el otro para impedir que las larvas
escaparan. Los tubos con las larvas fueron colocados durante 6 h en vasos de
precipitados de 10 ml de capacidad que contenian 50 mg de celulosa en polvo
(Merck) y 0.3 ml de la DMN [12.5 mM] o agua. Transcurrido este tiempo las
larvas se enjuagaron gentilmente con agua comiente y se transfirieron a medio
de cultivo fresco hasta ta emergencia de los adultos.

Medio normal *

0 24 a8 72 96 120 240
Hueve " estadio larvarie &' pupacion metamorfosis adulto

Tratamiento agudo

Simbologia: ‘
. DMN 6 Agua
Taurina, B-alanina 6 GES

Protecole II: Larvas de 72 % 4 h de edad se extrajeron del medio de cultivo
como en el punto anterior y se expusieron de manera aguda (6 h) a una mezcla
1:1 de DMN {12.5 mM] + cada una de las diferentes concentraciones del
compuesto a probar, posteriormente se enjuagaron gentilmente con agua
corriente y se transfirieron a medio fresco que contenia 1a concentracidn
correspondiente del compuesto que habian recibido en la mezcla del tratamiento

anterior y en el cual permanecieron hasta la emergencia de los adultos.
Tratamiento agudo

0 . __E

Medio normal

0 24 @8 n 9 0 240
Huevo = estadio larvaric & pupacidn metamorfosiy adulto
Simbologia:

Taurina, B-alanina & GES

. Taurina, B-alanina 6 GES) + DMN 6 Agua
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Procesamiento del material

Se separd la progenie libre de inversién (mwh +/+ fir3) con alas de tipo
silvestre de las portadoras del cromosoma balanceador (mwh +/ TM3, Ser) con
alas Serrate. Las moscas se sacrificaron por exceso de anestesia y se fijaron en
etanol al 70%, posteriormente se elaboraron preparaciones con 20 alas de
hembras y 20 alas de machos por laminilla, de acuerdo a Graf er af, (1984).

Registro microscépico de las alas:

Para el registro de fas manchas se tomé tnicamente la region distal del
ala, la cual se subdivide en siete secciones separadas por la venacién natural
como: a, b, ¢, ¢’, d, 4’ y e (Garcia Bellido y Memriam, 1971a y Graf ef al,,
t984) (Fig.12), las cuales fueron analizadas a 400X, se registré cada mancha de
acuerdo a la seccion del ala en la que se encontrd, el némero de células que la
formaban y el tipo de mancha: mwh, flr o gemela (Fig. 13). Las manchas se
clasificaron segin el tamaio en: simples chicas (1 a 2 células), simples grandes
(> 3 células) o gemelas (si presenta los dos marcadores mutantes mwh y fir
formando parte de la mancha).

Criterios de lectura

Siguiendo la sugerencia Graf ef al., (1984) se considero que dos manchas
fueron originadas por procesos independientes si se encontraban separadas por
3 o mas hileras de tricomas de tipo silvestre.

Analisis estadistico:

Se compararon las frecuencias obtenidas para manchas simples chicas y
grandes y para manchas gemelas en los lotes testigo y experimentales mediante
el procesamiento de decision mitltiple de Frei y Wirgler (1988) basado en la
prueba de X* para proporciones y con un nivel de significacion del ensayo del
5%. En este procedimiento se contrastan dos hipotesis y el diagndstico obtenido
califica la actividad genotoxica del tratamiento, el diagnéstico puede ser:
positivo, debil positivo, indeterminado o negativo. La hipotesis nula (H,)
postula que no hay diferencias entre la frecuencia de mutacién de las series
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testigo y las tratadas. El rechazo de la hipotesis nula indica que hay un
incremento estadistico en la frecuencia de mutacion basal. La hipétesis
alternativa (H,) postula que el tratamiento resulta en un incremento estadistico
de fa frecuencia de mutacion de las series tratadas equivalentes a m veces la
frecuencia basal. Esta H, es rechazada si la frecuencia de mutacidn es
significativamente menor que ¢l incsemento postulado. El rechazo indica que ¢l
tratamiento no produce el aumento requerido para considerario significativo
bajo las condiciones probadas.

El incremento estadistico se traduce en m, que es el nimero de veces que
se aumenta la frecuencia de mutacién del lote testigo. Con base en la alta
frecuencia de aparicion de manchas sencillas chicas y tas manchas totales, m=2;
y para manchas grandes y gemelas, m=5 ya que éstas son mucho menos
frecuentes que las primeras. Este analisis permite decidir si el resultado
obtenido para cada compuesto es positivo, si se rechaza la H, y se acepta Hy;
negativo, st se acepta H, y se rechaza H,; débil positivo, si se rechazan ambas
hipotests, e indeterminado, si se aceptan ambas (Frei y Wiirgler, 1988) (Tabla
VI).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Dada la versatilidad del sistema de prueba SMART de Drosophila
melanogaster es posible utilizar a este organismo como modelo de bioensayo
(Graf y Singer, 1984) ya que ha mostrado ser confiable en la caracterizacion de
la genotoxicidad y/o actividad protectora en diversos compuestos (Muiioz,
1994),

En el presente trabajo se seleccionaron dos edades larvarias (24 y 72 h de
edad) debido a que el metabolismo puede ser diferente segiin la edad de 1a larva
al momento del tratamiento, de tal manera que las larvas de 24 h, que se
encuentran al principio del desarrollo, el namero de células blanco es menor
que en las larvas de 72 h. Sin embargo la cantidad de divisiones celulares que
transcuiren hasta la metamorfosis es mayor en las larvas de 24 h que en las de
72 h de edad (Tabla I).

Taurina:

La tabla VII muestra la frecuencia de manchas obtenidas al tratar larvas
de primer estadio con taurina durante 48 h. S6lo a 10 y 50 mM la taurina
incremento la frecuencia de manchas simples grandes (P < 0.05). En el resto de
las concentraciones la frecuencia de manchas fue similar o menor a ta del lote
testigo, siendo éstas mwh, (excepto una). No obstante lo anterior, el promedio
de ciclos de divisién se incremento con respecto al del lote testigo (1.67). En fa
figura [4a se observa que a partir de 1 mM, la frecuencia de manchas simples
chicas disminuy6 conforme aumento la concentracion, aunque al sumar todas
las manchas no se observaron incrementos significativos. La figura 14b detalla
el tiempo de induccion de las manchas. Es importante notar que a partir de 5
mM el tiempo de induccion ocurri6 aproximadamente 24 h antes que en el lote
testigo, tomando como base que Ja duracién del ciclo celular se ha calculado en
8 h (Szabad er a/,, 1983). Al analizar la distnbucion de manchas por mosca no
se encontraron modificaciones importantes con respecto a la setie testigo (Fig.
t4c). _
La administracion de taurina a larvas de 72 h de edad arrojé resultados
diferentes (Tabla VIIl y Fig. 16a). Todas las series experimentales mostraron
una frecuencia de manchas totales similar a la serie testigo, y a 0.5 y 50 mM
éstas fueron incluso menores; el niimero promedio de ciclos de division celular
de fas manchas recobradas fue también similar al testigo (1.67), siendo un poco
mayor a 50 mM. La figura 16b muestra que el incremento en esta concentracion
corresponde aunque en una frecuencia baja, con la aparicién de manchas de
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mayor famafo. El analisis de la distrnibucion del nimero de manchas por mosca
tampaco fue diferente a la de la seric testigo (Fip. 16¢).

Taurina + DMN

L.a DMN es un compuesto alquilante que induce de manera significaliva
todo tipo de manchas, con una frecuenciz 22 veces mayor (4.78) que la
frecuencia basal (.22 (P -2 06.001) (Tabla VII)

El tratamiento con fa taurna (48 k) sepuido por el tratamicnte con la
DMN (6h) | protocolo 1] administrado a larvas de 24 h (Tabla V1L y Fig [5a),
incrementa la frecuencia de manchas totales en todas las concentraciones de
manera significativa (P = 0.05) y en forma débil positiva a 50 mM_ Al analizar
¢l efecto por tipo de mancha se obtuve que éste fue significativo para manchas
chicas a 5 ¥ 10 mM v debil positivo a | y 50 mM. Para las manchas simples
grandes y en las pemelas of efecto fue débil positive en todas las
concentraciones de la taurina. [.a mayor induccion de clones por 107 células se
obtuvo a 10 mM (31 4). La distribucion del nimero de células por mancha
mostro una dispersion similar a ta obteida sblo con la DMN, aunque con
frecuencias mayores (Fig 15b). Una dispersién también menor se obtuveo para
la cantidad de manchas por mosca, avnque a partir de | mM, la distribucion sc
desplazo a ta derecha de la recobrada para la DMN (kg 15¢).

En larvas de 72 i, el tratamiento con ia DMN # la taurina (6h) seguido
por el de 1a taurina (48 h) | protocolo 11} Tabla VIl y Fig. 17a), incremento la
frccuencia de manchas totales inducidas por ja DMN a todas las
concentractones de taurma (P 0.09). sélo a § mM ¢l incremento en la
frecuencia de manchas chicas resulto déhil posttivo, al igual que la frecuencia
de manchas simpfes prandes a todas las concentraciones de taurina. la
frecuencia de manchas gemelas aumento incrementada de manera signiftcativa
2 05 mM vy en forma deébil positiva en el resto de las concentraciones de
taurina. L2l numero promedio de divisiones celulares fue hiperamenle mayor a 5
mM, encontrandose la frecuencia mas clevada de induccion de clones X 107
celulas a 0.5 mM. Al clasificar a las manchas como arw/e 0 flr se encontro que
¢l efecto de (a taurina abarco a los dos tipos de manchas 1.a figura 17b muestra
la distrtbucton del numero de células por mancha, a partir de 5 mM, la
dispersion en la distribucion fue mavor gue la obtemida en el tratamiento con la
DMN, 1o gque indica que ia mduccion de las manchas también oeurriy en una
edad mas temprana v con una frecuencd notortamente mayor gue la obtemda
para ¢l mulageno seleccwonido L Dpura [7¢, muesira la distnhacion del
numere de manchas por mosca, ¢a la gue la dispersion con ¢l doble tratamienta



fue también mas alta que para la DMN, y también se encuentra a la derecha, cs
decir predemina un mavor nimero de manchas por mosca bs lnteresante ¢l
hecho de que a pesar del tratamiento, hubo moscas que ne presentaron marnchas
cn sus alas v alternativamente algunas lHeparon a mostrar mas de 40 manchas
(10 mM). Adiclonalmente se observaron alteraciones en la expresion de la
mutacion mwh (que produce mas de 2 tricomas por célula), los tricomas tenian
un tamafio notablemente reducido y se evidenciaron en un mayor namero (mas
de [0 por célula) (Fip.18a}. 1.a variacion en la expresividad de la mutacion f1r
(flama} también fue incrementada, enconmtrandose desde solo una mancha
quitinosa hasta formaciones globosas (Fip 18b), ademas, la frecuencia de
manchas mwh v fr aumento notablemente en ambos protocolos (Tablas Vil y
VI

Los resultados obtenidos en ¢l ensayo SMART indican que la taurina ey
¢ no ¢s penotoxica en larvas de 24 y 72 horas, pero cuando se administra la
taurtna antes o en cotralamientos con el mutageno (DMN) potencia ¢l dafio
causado por la DMN, este clecto fue mas evidente en los experimentos con
larvas de tercer estadio (72 h). 1:n ambos protocolos se recobrd una frecuencia
importante de manchas chicas lo que supiere que parte del dafio FEnoloxXicy es
provocado en las ultimas etapas del desarrollo de las larvas, lo que podria
deberse a dos posibilidades 1) la desintoxicacion de la taurina v'o la mezcla
{taurina + DMN) produce un metabolito mas reactivo: o bien, 2) las manchas
chicas son provocadas por daiio secundario, probablemente de naturaleza
oxidante, lo que se ha mostrado en el caso de la DMN (Mufioz, 1994).

Es importante sefialar que los resultados obtenidos en el presente estudio
no coinciden con los encontradoes por diferentes grupos de investigacion que le
atribuyen a la taurina un papel protector que neutraliza radicaies libres ([.aidlaw
et al, 1989, Cozzi et af . 1995) Con base en (o anterior, surge la mterropante
(el extremo amino o ¢l carboxilo de Ia taurina contribuye a la induccién del
dano genotodxico? Diversos reportes indican que los grupos sulfatos (804) se
utihzan en la célula para secretar algunas substancias como prateinas al medio
externe celular, las ensimas relacionadas con estos procesos de sulfalacion
aparentemente utiizan en algunos casos aminoacidos azufrados como suslratos,
entre ellos  fa cisteina, por lo que la taurina v sus denvados podrian eslar
participando af menos ndirectamente en ¢l aporte de grupos sulfatos (SO
(Canas y Valenzuela, 1991

Para determinar la participacion de lps extremos terminales de la taurina
s¢ sclecionaron dos compuesios estructuralmente semejantes que fueron
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Fig. 18 alteraciones inducidad por la mezcla (Taurina +
DMN) en larvas de 72 h de edad en Drosophila

melanogaster en la expresion de mwh (a) y flr (b}.
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probados en las mismas concentraciones la B-alamina vy el Guanidinoetang
sulfonato (GES), que difieren de Ja tauring en el extremo carboxil 0 amino,
respectivamente (Fig. 9).

P - alanina:

Ealarvas de 24 b, 1a B-alaning no meremento la frecuencia de manchas
chicas, grandes o gemelas, sin embargo, ol sumar todas las manchas se observo
un ligero incremento a 10y 50 mM (Tabla IX ¥y B 19a), sélo indujo 1 mancha
de tipo fTr a 5 mM y el namero promedio de divisiones celulares que orlginaron
a las manchas recobradas fue similar al del testigo. La dispersion de la
distribucion del nimero de cétulas por mancha y de manchas por mosca fue
semejante a la del grupo testigo (Figuras 19h y ¢). Fn larvas de 72 h, la B-
alanina elevo ligeramente la frecuencia de manchas chicas a 0.5 mM, la de
manchas grandes a 50 mM vy la de manchas totales a (.5, 10 y 50 mM (Tabla X
y Fig 21a) Sélo a SO mM provoco 1 mancha de tipo fIr y ¢l numero de ciclos
celulares promedio que origing a las manchas recobradas fue algo mayor al del
testigo a 10 y 50 mM. La dispersion de la distribucion del nimera de células
por mancha fue mas alta a la del lote testigo (Fig 21b) debido a la apancion de
manchas de mayor tamaiio La dispersion en la distribucion del numero de
manchas por mosca no mostro diferencias con respecto a fa del grupo testigo
(F1g 2y,

Cuando las larvas se expusieron inicialmente a un tratamiento cronico
con B-alanina y posteriormente a la DMN, se incrementd la frecuencia de
manchas totales a 1y 10 mM (P =< 0.05) v ¢l efecto a 50 mM fue debil positivo
(Tabla [X y Fig. 20a). A diferencia del tratamiento con la tauring, la frecuencia
de manchas chicas fuc menor a la inducida por la DMN en lodas las
concentraciones de B-alanina Las manchas grandes se presentaron en mavor
nimero aunque el diagndstico fue de un cfecta debil positivo. Las manchas
gemelas se incrementaron a 10 mM (P - 0.05) y solo ligeramente a 50 mM. En
todas las concentraciones se indujeron manchas de fipo mwh y fIr 1.2 cantidad
de crelos eclulares se elevo respecto al testigo positivo v la maxima produceion
de manchas se obtuvo a ] mM (28.7) {.a figura 20b muestra la dispersion en ¢l
nimero de celulas por mancha, la cual fue distinta a la de fa DMN va quce se
recobraron mas manchas de mayor tamana (3-64 células), la forma de la curva
sugrere una posible relacidn con el frempe de vida media del compuesto
genotoxica. La dispersion de la distnbucion del nimero de manchas por mosca
fire menor a | mM y mayor a 50 mM. sin embargo. la escasa dispersion en la




concentracion 1 mM de -alanina debe tomarse con reserva va que ¢l mimero
de moscas recobradas para el andlisis fue bajo, por lo que es probable que al
aumentar el tamaiio de muestra sc obtuviera un patron semejante al de 50 mM,
sin embargo es necesario comprobar experimentalmente lo anterior. n los
tratamientos con la (-alanina s¢ observd una oviposicion baja, retraso de [a
ctapa larvaria y muerte ¢n el estadio pupal por lo cual se recobraren pocos
organismes a 1, 10y 50 mM y minguno a 0.5 y $ mM  Debido a que no se conto
cott un numere de moscas satisfactorio para realizar el analisis estadistico, los
datos no sc incluyen en la tabla la falta de correspondencia entre [a
concentracion de la f-alanina v la toxicidad encontrada sugtere la participacidn
de mecanismos de desintoxicacion alternativos que son estimulados segin la
intensidad del tratamiento v que presentan puntos especificos de saturacion, los
que una vez alcanzados podrian mducir la respuesta de otros componentes del
proceso de eliminacion de penotoxicos (Abundis, 1997). Otra postbilidad es que
el metabolismo inmaduro de la Jarva de primer estadio sea deficiente en algun
componente enzimético requeride en el proceso de desintoxicacion ya que el
tratamiento a estas concentraciones en larvas de 72 h no fue tan téxico y si se
recobraron organismos en todas las concentraciones, sit embargo en 10 mM el
tamano de muestra esta muy por debajo del minimo recomendado. Por lo gue
estos datos no son incluidos en la tabla.

La tabla X y la figura 22a muestran los resultados obtenidos con larvas
de tercer estadio tratadas con la mezcla de B-alanina + DMN y posieriormente
con f3-alanina hasta la pupacién.

Al 1gual que en el tratamicnto a larvas de 24 h, la frecuencia de manchas
chicas fue menor que 1a del testigo positivo, a excepcion de 5 mM que fue 1gual
ala de la DMN. La frecuencia de manchas grandes fue incrementada a partir de
5 mM, (aunque el tamafio de muestra fue bajo} siendo el orden de induccion: 5
> 10 = 50 mM, lo que podria estar en relacidn con fa toxicidad del tratamienic.
Con respecto a la frecuencia de las manchas gemelas, ésta se incremento
ligeramente a2 S mM. Al sumar todas las manchas se observo un incrementa
signiticativo (P < 0.05) a 5 mM, seguide por un incremento menor a 10 mM y
finalmente a 50 mM. La misma tendencia se observé al clasificar las manchas
en tipa mwh y tipa fir. El numero promedio de ciclos de division celular fue
mayor en todas las series expuestas a DMN - f-alanina que en el tratamiento
con a la DMN y la mayor induccion de clones por 107 células se recobro a 5
mM de [-alanina (29 5} 1.a dispersién en el numero de células per mancha fue
simular a la del testipo positivo pero con frecuencias mas altas para las manchas




de 3 a 64 celulas (Fig. 22b) La dispersi6n en el numero de manchas por mosca
fue menor a 0.5 y | mM con un desplazamiento de los valores a la izquierda, cs
decir, las moscas expuestas presentaron hasta 13 manchas en sus alas y hubo
Moscas que no mostraron manchas (Fig. 22c). A partir de 10 mM la dispersion
fue sunitar a la de la DMN y a 50 mM llama la atencion la presencia de 7
moscas que no mostraron manchas en sus alas, mientras que otras presentaron
hasta 30. Es probable que esta gran dispersidn se relacione con la capacidad de
desintoxicacion de los diferentes organismos La respuesta en larvas de primer
y tercer estadio fue similar en relacion con este aspecto. En ambos casos la
mayor induccion de manchas de 3 a 64 células sugiere que durante este tiempo
del desarrollo la actividad genotdxica es mayor y probablemente después decae,
ya sea por eliminacion o porque la vida media del metabolito sea corta.

ks importante resaltar [a aparicion de alteraciones en la diferenciacion de
las alas como Ja presencia de venas extras y la induccion de crecimientos
abultados en la superficie, sin embargo no se cuantifico el total de eventos va
que el ensayo SMART no esta disefiado para evaluar su presencia, sin embargo
estas se manifestaron reiteradamente en las series experimentales. Ademas se
encontro una estructura ectopica sobre la superficie del ala, la cual por su
apariencia es semejante a un ojo compuesto de la mosca, en el que se aprecia
con claridad formaciones semejantes a las omatidias, esto supgiere que la
combinacion de la B-alanina + la DMN de alguna manera interacionan con los
genes homedticos (Fig 23), sin embargo la comprobacion de esta actividad
requiere de experimentacion adicional, con una metodologia especifica para
analizar este tipo de efectos.

Guanidinoetano sulfonate (GES):

La determinacion de la genotuxicidad del GES no pudo Hevarse al cabo
por no disponer de suficiente cantidad de! compuesto Lin larvas de 24 h de edad
cxpuestas a GES y posteriormentc con un tratamiento agudo con la DMN (6 h),
resulto  sigmficativo el incremento de manchas totales sdlo a 1 mM.
Curiosamente, la frecuencia de manchas a 0.5 mM de GES fue similar a fos
valores basales de mutacion y recombinacion somaticas, es decir, en ausencia
de la DMN (Tabla X1 v Fig. 24a). la frecuencia de manchas chicas (0.22),
grandes (0.05), gemelas (0.0} v totales (0.28) corresponden a un testigo
negativo (para un tamaflo d¢ muestra semejante) La magnitud de Jas
frecuencias recobradas podria sugenr que esta concentracion protege del dafo
genotoxico de fa DMN, sin embarge seria necesario repelit nuevamente este
cxperimento para obtener un numero de moscas suficientes para realizar cl
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Fig. 23 Formacion de un 0jo ectépico en la superficie
del ala de Drosophilu melanogaster.




analists estadistico para serilicar la respuesta observada, lo cual no foe posthle
por la talta de sultciente GES. A 1 mM, la frecuencia de manchas grandes se
meremento al tiple de Ja obtemda con Jx DMN v se duplicod también fa de
manchas gemelas. nofotad oo suma de las manchas fue o dobie de lus
productdas por Ta IIMN (075 (P £.05) ¢ incluyo tanto manchas de tpQ i
como fro Comparado con el testipe positive, a 5y 10 mM la Trecuencia Jo
manchas chicas fue menor (180 v 087, respectnamente). la de erandes fue
siniar v Tade gemelas heeramente menor T osumn de fus manchas res olo
valores simulares o los del tratamente con b DMN Con [ mM el numero do
viclos de division promedio que eencraron las manchas recobradas fue Mids o,
ast como la cantidad de manchas se recobro o 1 mM ¢33 2y ba figura 200,
muestra que aunque g disperson en Ly disirihocion del atmero de oélulas puor
mancha fue simlar a b del testico posane, b hecuencia de manchas on o)
prtervalo de 2 a od celalas tue mavor para B35 s L5 deseendiendo en caie
mismo orden La dispersion en ol nimero Je manchas por mosca mostro un
compotiamiento nregular. a 05w o sunona de las moscas recobradas
presentaren de U-1 manchass o 1T M se oncontro mas dispersion v todas s
moscas presentaron manchas tde 20a 45 celulast finahoente a 10 mM
Auevamiente se recobraron moscas que ne mostracen manchas v otras s eron
hasta 21 manchas ¢n sus alas Lo dispersion en esin distribucion rodria estar
rehacionada con Ta nduccion de mecamsmos Jde o desintoxtcacion R
Livoreareran la chmmacion det dervado reactine aa 055 « 10 mM7), los
cuales finalmente modifican Ta distribucron do manera simnlar, vola saturacion
cradual de estos mecamismos altermadives perniiicia la produceion de manchas
mentris noose adeance lamducaion del sioncnte nivel de climinacion de
senetoxicos ChmMy Cabe mencronar que @hipond gue on tados los tralamienios.
aroncorporacton deda solneion contenendo ol GES se luso por diluciones
consceutivas, por o que no serit posibie adiudicar los resultados obtenidos a un

crror en la preparacion de Tos tratamientos

Cuando Tas Tarvas de 720 hde edad s se someten a un tratamiento agude
cont b mezela de GES O DMN (0 50y posterionmente o usi CNPOSICION CTONIC
delaminoacido G185 by se aumente de manera notalle a frecuencia de todo 1o
de manchas con respecto al estiva posittiive (NN en las conceniraciones | o 9
aiMde GRS ehmaremento fue debid positis o para manchas erandes, pemelss
totades en Ty coneentracton de 03 Nt et G DSy CFable Ny Fap 28a) Al el
queen fas larvas de o primer estadios T frecoenon e manchss chicas no se
maditico Para manchas yrmdes b canndad de estas fue mavor v dependiente
de concentrocinn. lo gue sueiere gue L achiodpd dol compuesto dermvado de Ta
mezela GES - DNN actua ol pomeipie de la exposicion « probablemente s




excretado despucs, o tiene vida media corta. El efecta se recobré tanto para
manchas de tipo mwh como /- En las series expernimentales el niamero de
divisiones celulares promedio fue mayor al de la DMN.

Al anatizar la dispersion en la distnibucion del numero de células que
forman cada mancha se encontrd ia misma (endencia que con el agente
alquilante (IIMN), cs decir, manchas de | a 32 células Se observd una relacion
directa entre la concentracion de la mercla y la frecuencia de manchas de
distinto tamano conforme aumentd la coneentracion del aminodcido (Fig 25h)
Comparada con fa DMN, la dispersion de la distnibucion del ntmero de
manchas por mosca fue mucho mavoer a partir de 0.5 mM, ¢n la que se
recobraron moscas con 59 manchas, y aun mas conforme se incremento la
concentracion de GES (Fig.25¢)

Es importante sefialar que el cotratamiento con GES ocasiond la muerte
et estado de pupa de los organismos mas sensibles, por lo que ¢} nomero de
moscas recobradas fue reducido, v por esla razon, los resultados deben tomarse
como preliminares ya que seria recomendable verificar la repetibilidad de la
respuesta.

Los resultados obtemdos con B-alanina y GES administrados antes o en
combinacion con el mutageno mostraron potenciacicn de la genotoxicidad de {a
DMN de manera similar a los tratamientos con la taurina, por lo que no fue
posible adjudicar a alguno de los extremos terminales la actividad observada
con la taurtna va que el efecto de los antagonistas (GES y B-alanina no mostro
diferencias importantes que permitan atribuir la participacion del grupo carboxil
o amino en ¢l efecto potenciador del dafio genotoxico, mas bien, los resultados
ndican la participacion de ambos extremos en el efecto observado.

De  manera adicional, se observd que los tres cotratamicntos
taunina i DMN, (3-alanina t DMN, GES-DMN mterfirieren con el desarrolle de
los organismos expuestos. Iin particular, se presentaron invaginaciones en las
alas que fortaban 4 capas de monocélulas en lugar de sélo dos: una dorsal y
una venlral Dste efecto ha sido relacionado con la disfuncién de penes
regutadores del desarrollo det ala cuyo efecto impiica la induccion de nuevas
planos dorsal v ventral (Fip 26a) (Lawrence, 1992y Una alteracion muy
frecuente fue la induccion de setas extras en la superficie del ala, es importante
aclarar que las sctas son estructuras sensoriales formadas por 7 célufas que sc
diferencian ¢n células del tricogena y del fermagena v gue asumen funciones
sensoriales v de nutricion, normalmente se localizan sobre las venas y cn los
bordes externos de las alas pero no sobre la superficie de las alas en las gue solo
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deber formarse pelas o tricomas, los que como se ha indicado son procesos
unicelulares  Otra  alteracion fue la presencia  de  venacion  adicional,
acompaiada por el deposito de un pipmento de color amarttlo, generalmente en
las zonas cn las que se encontraba el pigmento {a orientacion de los tricomas
cstaba alterada y mostraba ademas, venas adicionales. En algunas regiones se
altero la polandad proximal-distal de las alas. Normalmente, los tricomas,
cerdas o setas y el plano de division de las célutas que forman las alas sc¢ orienta
de manecra proximal-distal. en algunos casos, la expresion de ciertos genes
mutantes altera ¢l reconocimiento de este plano de orientacion provocando la
aparicion de arreglos concéntricos o en cspiral, con clerta abundancia en las alas
de los organismos expuestos a los cotratamientos, pero no en los fratamientos
con Jos aminodcidos por separado (Fig 26b) Sc ha indicado que la polandad de
los tricomas esta regulada por varios genes, o que posiblemente indica que la
interacion de estos aminoacidos con la DMN, dc alpuna manera interfiere en la
expresion de las sedales de genes que regulan la polaridad de los tricomas,
alterando la localizacion del ensambtaje de los haces de F-actina (Adler, 1992)
Il tamario pequefio de las areas en las que los tricomas perdieron la polaridad,
suglere que esla alteracion ocurria principalmente en tas Gltimas divisiones del
disco 1magal del ala.

Por otro lado, los cotratamientos con B-alanina + DMN y GES - DMN
alteraron la fusién de fos tergitos del abdomen de las moscas (Fig 26c).
FTambién se observo que en general, el efecto de los cotratamientos fue mayor
en las larvas de tercer estadio que en las de primer estadio. Lsto permite
proponer dos posibiidades: 1) las larvas de primer estadio (ueron efectadas en
proporcian a su menor capacidad para brotransformar al o los derivados
ZENOtOXIcos, en comparacion con las larvas de lercer estadio v 2) la interaceidn
se debe a la formacion de un producto adicional que es reactivo debido a quc
fos compuestos reaccionan directamente sin necesidad de la participacian
metabélica de los organismos expuestos. ya que en el protocolo probado en las
larvas de tercer cstadio los compuestos primero se mezclaron y después se
administraron a las moscas.

Otro aspecto gue se analizo en este trabajo fue el tipc de manchas
recobrado: mwh o flr, ambos pueden formar parte de las denominadas manchas
simples, sin embargo, se sabe que la {recuencia de aparncion de fas manchas
mwh es mucho mayor gue la de las manchas de lipo fIr, las cuales son mas bien
raras. De los eventos que detecta la  prucba SMART, la mutacion puntual,
perdida, recombinacion v no disyuncion formarian una mancha de UpO mwh, sin
ewbarpo, no s¢ ha deserito la mutacion puntual de flr > flr. la perdida del




alele fIr podria ocurrir en una frecuencia muy baja ya que se trata de un gen
ntersticial localizado entre el centrédmerc y ¢l marcador distal mwh, y por lo
comun, las pérdidas intersticiales son menos frecuentes que tas distales, como
seria ¢l caso del marcador mwh; la no disyuncion originaria clones de tipa (v
con tanta frecuencia como clones mvwh {I'ig 27, sin embargo, esta no explica la
presencia de clones fIr de gran tamaio porque las células aneuploides licnen
baja capacidad proliferativa v se recobraron manchas de mas de 30 células con
la expresion flr. Se ha determinado que ancuploidégenos como la vincristina
producen en la SMART manchas formadas por | a2 células (Mufioz, 1997).

Se ha considerado que la SMART en sus dos versiones: con célufas de
las alas y la de los ojos detecta diferentes eventos termuinales, no obstante, se ha
propuesto que es especlalmente eficiente para indicar recombinacion mitatica,
lo que podria explicar en parte la presencia de las manchas de tipo flr. Para
estimar en qué frecuencia cabria esperar la produccién de este tipo de manchas
se hizo el siguiente calculo. Si la frecuencia de eventos de recombinacidn entre
los marcadores mwh y flr cs cercana a 0.3, es decir, 30071000 alas y la
frecuencia de manchas gemelas es 003 o 30/1000 alas, entonces podria
calcularse [a probabilidad de aparicion de manchas de tipo ffr suponiendo que
derivan de dos eventos de recombinacign que (avolucran a las cuatro
cromatidas (Frp 28) en (0.3 X 0.03)  0.009 o 91000 alas. Debido a que el
numero de alas que se registea por tratamiento es mucho mas bajo no se espera
cncomlrar estas manchas en los lotes testigo. Sin embargo, tomanda como
referencia a Ja DMN que si produce manchas de tipo flr, se estimo la frecuencia
de manchas simples chicas y grandes derivadas de recombinacion mediante la
resta de las manchas recobradas en tratamientos con DMN en moscas libres de
mversion y portadoras del cromosoma TM3, que tiene inversiones multiples y
por lo tanto impide recobrar eventos viables de recombinacién Asi, con base en
tos datos presentados cn las tablas VI y XII, la frecuencia de manchas
recobradas por recombinacion enire los marcadores mwh y flr- 368 ya de
pemelas que se onginan por recombinacion entre ¢ marcador Aoy el
centromero - 0.37, por lo que cabria esperar 368 X 037 - 1 36 manchas de
tipo fIr producidas por eventos simultancos de recombinacisn entre mwh-flr y
/Ir-centromero, la cual es mayor a la observada 059 (Tabla VIII}, esto explica
al menos en parte la presencia de estas manchas por eventos simultancos de
recombinacion
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Fig. 28 Formacion de manchas fIr por dos
eventos de recombinacidn,
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Participacién de la recombinacién mitética

Para determinar la contribucidon de la recombinacidn mitdtica se
procedi6 a analizar la progenie portadora de! cromosoma balanceador {que
impide recobrar eventos de recombinacidn) del tratamiento a larvas de 72 h de
edad expuestas a taurina sin la DMN (protocolo I1). Los resultados revelaron
que la taurina per se no indujo mutacion somatica ni recombinacidn mitdtica en
todas las concentraciones probadas (Tabla XII; Fig. 29a), fue notorio en este
analisis que no se recobraron manchas grandes (excepto en el testigo negativo)
¥ que en la concentracion 5 mM se registrd una mancha gemela (formada por
células de tipo mwh y fir) 1a cual no cabria ésperar ya que las moscas portadoras
del cromosoma balanceador no tienen en su genotipo al marcador fr, sin
embargo fue un evento anico y no se registraron manchas de lipo f7r. El niamero
de ciclos de division fue similar al del tes'igo, excepto a 50 mM en que fuc algo
menor. La dispersion en la distribucion d. céhulas que forman cada mancha fue
menor a la del testigo negativo va que se recobraron manchas de 1 a 2 células, y
coma se Indicd anteriormente, solo a 5 mM se recobrd una mancha gemela de
13 celulas (Fig. 29b). Con respecto a la dispersion en la distribucion del nitmero
de manchas por mosca no se abservaron diferencias entre [as moscas expuestas
a taurina y el testigo negativo (Fig.29¢)

En larvas tratadas con la mezcla (Tauring + DM N} por 6 h, y después con
laurina 48 h, se observd nuevamente g eremento sobre las frecucncias
obtenidas en los tratantientos con {a OMN, siendo significativo para manchas
chicas, grandes v totales en todas las concentractones (excepto a 0.5 y [ mM
para manchas prandes). Tanto en ¢l testigo positivo como en todas las senes
experimentales se recobraron ademas manchas gemelas, siendo fa frecuencia
significativa a 10 mM (P < 0.0S) {Tabla XU, Fig 30a) Al clasificar las
manchas como mwh y fir se observa que cn las scries expuestas a la mexcla, se
recobraron manchas de ambos tipos. Como ya se indico, en estas maoscas, no se
espera el fenotipo flr. F numero de ciclos de division promedio que produjeron
a las manchas fue menor al de 1a IDMN 4 0 5 y | mM de taurina y similar para
¢l resto de las concentraciones a miasima induccién se obtuvo a 10 mM de
taurina, a diferencia de lo recobrado con las moscas libres de ipversion en las
que ¢sta se observo a 0.5 mM de tauring, y en segundo lugar por 10 mM (Tabla
VI Con respecto al analisis de fy dispersion en la distnbucion del namero de
celuias por manchas, ésta fue mavor de S a S0 mM, con respecta a su testipo; se
recobraron manchas de todos los  tamaiios en una [recuencia notabic
dependiente de Ja concentracion de tauring en la mevcla (Fig 30b) Al comparar
la dispersion en la distribucion del nimerg de manchas por mosca ésta fue
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mayor a la del lote con la DMN a partir de 5§ mM y similar a la de las moscas
libres de inversion (Figs. 17¢y 30c)

Como se indicd previamente, la apancion de manchas de tipo flr no
puede explicarse a través del genotipo de estas moscas (Fig. 313, por lo que no
debe descartarse la posibilidad de que la interaccion quimica entre la taurina y
la DMN sea responsable de la aparicion del alela fir.

Para determinar la contribucian de los eventos de recombinacion a las
frecuencias totales detectadas en los cotratamientos de taurina + DMN, se
utilizo una modificacion del procedimiento propuesta por Fret er al. (1992)
(Graf et af, 1992), que consiste en comparar la frecuencia de clones mwh entre
los dos tipos de moscas: libres de inversian y portadoras del cromasoma
balanceador, ya que las difimas no expresan eventos recombinogénicos por lo
que la diferencia en las frecuencias estima la proporcion de eventos de
naturaleza recombinogénica. Dados los resuitados obtenidos en este estudio se
decidid utilizar la frecuencia total de manchas para establecer la comparacion
entre ambos tipos de moscas. [a figura 32 muestra de manera cualitativa que la
recombinacion contribuyé en més del 50 % a la produccion de los eventas
recobrados.

Finalmente se analizaron tres opciones mas para explicar los resuitados
obtemdos. Una se enfocd a determinar si el efecto observado era producto de la
interaccion quimica entre los compuestos, otra a estimar la induccidn de
fenocopias que confundieran la variable de respuesta estudiada y finalmente, se
analizé la induccion de novo del alelo fIr por los compues{os probados.

Interaccion quimica entre la taurina y la DMN

Con la finalidad dé determinar si el efecto potenciador esta limitado al
tratamiento agude con la mezcla, se  expusieron larvas de 72 h de edad
pnicamente a un tratamiento agudo con la mezcla de taurina {5 mM] + DMN
durante 6 b y posteriormente las larvas se transfirieron a medio de cultivo hasta
la emergencia de los adultos (ver csquema a continuacién). Para el tratamiento
se utihzaron dos cepas de moscas con los marcadores utilizados en €l analisis
pero que difieren en la presencia de un tercer marcador ehony (¢), el cual sc
mtrodujo para garantizar una correcla clasificacion de  los OTEAnismos
portadores del cromosoma balanceador
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Comprobacidén del fenotipo de las moscas portadoras de inversiones

Reportes recientes indican que en /rosophila melanagaster algunos
aneuploidogenos y los teratdgenos en general, pueden inducir la formacién de
una muesca en el borde de las alas, debido a la interferencia en la funcion
normal del gen Notched, (Lynch ef al, 1991) £l aspecto de las alas de estas
moscas es similar al de las alas de moscas portadoras del gen Serrare, que en la
SMART se utiliza para distinguir a las moscas libres de inversion (- fir
mwh) de las portadoras del cromosoma balanceador (1A43, Ser - mwh). Esta
mformacion y las numerosas alteraciones encontradas en el tratamiento con la
mezcla de taurina + DMN, planted la posibilidad de que este tratamiento
estuviera interfiriendo con la diferenciacién del borde de ias alas, por lo que
deberia descartarse que se cometicra un error en la clasificacion fenotipica de
las inoscas al momento de fijarlas, lo que ayudaria a exphicar la aparicion de
manchas gemelas y fIr en las moscas clasificadas como portadoras del
cromosoma balanceador (Tabla XI1) y que podrian ser una mezcla de moscas
libres de inversién con fenotipe alterado y moscas portadoras del cromosoma
balanceador.

Para anahizar la induccion de fenotipos similares a la expresion del gen
Serrate se fomé como punto de partida la informacion genética del cromosoma
balanceador (7AM3) (Figs. 6 y 33) el cual contiene una serie de alelos mutantes,
entre los cuales se encuentra el marcador recesivo para el color del CUErpO
¢bano (¢) lo que permite disefiar una cruza alternativa en la que las hembras It
fM3, Ser, cuyo genotipo detallado es fir' TM3[in(3L.R)- TM3, V irp sep bxtt ot
Ser/, son portadoras del gen (¢} (recientemente se ha reportado que es el alelo
vy no cs), por lo que al cruzarlas con machos mwh ¢/ mwh e, se obtiene el
mismo tipo de progenie que en la cruza estindar, pero difiere de la anterior
porque ¢l marcador ¢hony (¢) en los machos, permite identificar
fenotipicamente la progenie portadora del cromosoma balanceador, ya que la
presencia del marcador ehony se expresa Unicamente en las moscas portadoras
del cromosoma balanceador, produciendo un color de cuerpo café oscura (Fig.
34) Asi, el uso de este marcador permite una clasificacion precisa de las
moscas portadoras del balanceador y las libres de inversion que deben terer ¢l
color de cuerpo caracteristico del tipo silvestre. pris-pardo

Con el objeto de descartar la induccion de fenocopias del pen Serrate se
expusieron larvas de 72 h de edad a un tratamiento agudo con la mezcla de
taurma 3 mM + DMN, posteniormente las larvas se transfirieron a medio de
cultivo con taurtna {5 mM| hasta la cmerpencia del aduito
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Cruza: Progenic analizadg

Estandar  Hr3 TM3 Ser X s muh Portadora del cromosoma balanceador y
hbre de inversian

Alternativa: fir3 TR 80r X mwhi ¢ mnd ¢ Portadora del cromosoma balanceador

Tratamicnto apgudo N %
. Luchniairng /7

Medio normal : i ;3
i} 24 A8 72 Pl 120 240 h
Hueva "o estadia larvario < pupacidn metamorfusis udulto

B Tauroa (S MM} DMN 12 5mM)

Taurina [§ mM]

Los resultados del analisis morfolégico para el color del cuerpo en la
progenie recobrada, mostraron que la clasificacion por fenotipo fue correcta ya
que todas las moscas libres de inversion tuvieron cuerpo de color gris-parda
micntras que las portadoras del balanceador eran simultineamente Serrate v
chony. Al comparar contra la DMN el efecto de la mezcla tauring + DMN,
seguido por taurina y el de la mezcla Unicamente, se encontro que en el Wtimo
se recobrd la mayor induccion de manchas Yy no se registraron manchas de tipo
/Ir, pero al exponer a las larvas a la mezcla y a continuacion a la taurina sf, lo
anterior parece indicar que es la administracion posterior de este aminozcido lo
que induce la aparicion del alelo f7r (Tabla XMl y Fig 35a). La dispersion en la
distribucion del nimero de células por mancha fue similar en los lotes con (a
DMN, la mezcla + taurina y la mezcla sola {Fig. 35b) y la frecuencia de
produccién de los diferentes tamafios de mancha se incrementaron el orden
mezcla > mezcla + taurina > DMN_ La dispersién de la distribucion del numero
de moscas por mancha fue similar, aunque con la mezcla se recobraron algunos
organismos con 20 manchas en sus alas (Fig. 35¢).

Finalmente y debido al resultado anterior en el que se obtuvo un
Incremento en la frecuencia de todos los tipos de manchas, incluyendo ia
aparicton de las manchas de tipo fr lo que parece estar asociado con la
administracion de la taurina posterior a la exposicion a la mezcla, se decidio
administrar el mismo tratamiento a maoscas no portadaras de marcadores con la
mtencion de comprobar si cfectivamente parte de las manchas son inducidas o/
Raveo
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Para corroborar la induccion de manchas, se utilizaron larvas de 72 h de
edad, provenientes de la linea de tipo silvestre Canton-S§ {que no llevan los
marcadores genéticos), las cuales se expusteron a los stguientes tratamientos:

1) agua (testigo nepativo)

1) taurina 5 mM, por 48 h

111} DMN 12.5 mM (testigo positivo), por 6 h

1v) taurina 5 mM + DMN 12,5 mM, par 6 h, seguido por taurina S mM por 48 h.

Los resultados obtenidos (Tabla X1V y Fig. 36a)) revelaron que como se
esperaba, en ¢l testigo negativo no se recobraron manchas. Las moscas tratadas
con taurina mostraron 3 manchas simples chicas, lo que apoya [a idea de que Ia
taurina tiene la capacidad de inducir alteraciones en las células somaticas. En el
tratamiento con la DMN se recobraron manchas simples chicas y ahora también
grandes (hasta de 8 celulas); esta mitrosamina es conocida por su potente
actividad mutagénica, por lo que la aparicién de estas manchas indica que
efectivamente se comporta como describe [a literatura (Graf ef af., 1984 Murioz,
1997). En las moscas expuestas a la mezcla y después a taurina se reprodujo
fielmente la respuesta observada anteriormente, es decir, efectivamente este
tratamicnto induce ¢ nove manchas de todos [os ttpos, con una frecuencia
notablemente alta (Fig. 36a). En cuanto al tipo de manchas, éstas fueron tanto
de tipo mwh como de tipo fIr. Al realizar el andlisis de la dispersion en la
distribucton del nimero de células por mancha (Fig. 36b) se observé que tanto
la DMN como la mezcla + taurina indujeron manchas de 1 a 16 células, y en el
segundo tratamiento una mancha que tenia entre 64 y 127 células; este dato es
importante porque descarta fa posibilidad de que tas manchas recobradas sean
exclusivamente fenocopias ya que en estas no se observaria un efecto
proliferativo, es decir, la actividad de cstos tratamientos alteré realmente la
mformacion genética de las células de las alas y la aiteracton se propagd a las
células que formaron parte del clon. Par ultimo, la distribucidn del numero de
manchas por mosca del tratamiento potenciador fue también similar al obtenido
antenormente, es decir, algunos organismos resultan especialmente susceptibles
al tratamiento, mientras que otros no son afectados

I.os resulfados obtenidos es cste trabajo indican que la taurina es un
aminoacido que de alguna manera debe nterferir con la correcta determinacion
y diferenciacion de las células de las alas de /rasaphda. 1.a interaccian quimica
enire compuestos del tipo de la tauring v el agente alquilantc DMN potencia la
actividad penotoxica de la nitrosamina v, la admimstracion posterior de la
faurina aumenta aun mas este efecto por Incorporar evenlos de nevo, tanto mwh
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como flr. Se ha documentado en numerosos grupos de trabajo que utilizan la
prucba SMART, que los eventos de mutacion del alelo silvestre para mwh hacia
la forma mutante y viceversa mwh" <> mwh ocurten de manera espontanea y con
relativa frecuencia, por lo que se recomienda tener particular cuidado en el
mantenimiento de las lineas de moscas mutantes, de manera que se garantice la
frecuencia del alelo en las moscas que se utilizan para experimentacion. Aunqgue
no se ha descrito s1 los eventos de mutacion y retromutacion se asocian con
aiteraciones como en cormmiento del marco de lectura, por eventos de pérdida y
recombinacion, por modificacion quimica de las bases como alquilacion, o algin
otro, debe mmplicar un mecanismo que sea facilmente reproducible ya que la
frecuencia de ocurrencia es alta. Por otra parte, el alelo fIr fue inducido de
manera experimental al tratar moscas con el compuesto etil-metano sulforato
(CH;S80,0CH;CH;) Garcia-Bellido y Dapena, 1974; Lindsley y Zimm, 1992),
un mutdgeno reconocido por su actividad alquilante y que también comparte
con los otros compuestos utilizados en este trabajo semejanzas en su estructura
quimica. Por lo anterior, resultaria relativamente probable que ocurriera la
induccién de novo del alelo de tipo fIr tanto en las moscas estandar portadoras
de marcadores para la SMART como en moscas de tipo silvestre. Este aspecto
es importante porque no dependeria del disefio genético del sistema SMART,
sino mas bien del tipo de actividad de estos compuestos y de sus interacciones.
Es importante continuar en este sentido para determinar de manera especifica la
interaccion que ocurre entre los compuestos utilizados y como se relaciona con
la susceptibilidad de los organismos expuestos, es decir, la gran dispersién que
se recobra en la respuesta depende de la capacidad metabdlica de los
organismos tratados?, de su capacidad de reparacién del dafio genético?, o bien
de ta suma de estos factores e inclusive aiin de otros.
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CONCLUSIONES

* La tawrina y la B- atanina no parecen ser genotoxicos en células somaticas de
Drosophila, sin embargo la interaccion de estos compuestos con el agente
alquilante monofuncional N-nitroso-dimetilamina (DMN) ha mostrado que
potencia el dafio e interfiere en la expresion génica durante el desarrollo de
Drosophila melanogaster.

¢ Is necesario continuar los estudios con ambos analogos de la taurina (8-
alanina y GES) utilizando otros mutagenos de referencia para legar a establecer
el mecanismo que inferfiere en la expresion génica.

* La interaccion de los compuestos con la DMN induce la aparicion de manchas
de tipo jir y mwh.

e El efecto potenciador de la mezcia parece producirse por la combinacién
quimica entre los compuestos y la DMN.

¢ La P- alanina y el GES ocasionan alteraciones en el desarrollo y la
diferenciacion de las alas, probablemente debido a que estos aminoacidos son
antagonistas de la taurina.
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