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

RESUMEN 

Aunque no hay fuertes evidencias a cerca de la produccién de 

tumores en animales experimentales por arsénico, en estudios 
epidemiolédgicos se asocia a compuestos del arsénico con ciertos 
tipos de céncer y procesos pre-cancerosos, sin embargo en diversos 
estudios experimentales tanto in vitro como in vivo, estos 
compuestos muestran un potencial co-carcinogénico, pero no 
mutagénico. En Drosophila melanogaster, el arsenito y el arsenato 
de sodio inducen mutaciones letales recesivas ligadas al sexo y 
ninguno induce rompimiento de cromosomas sexuales en células 
germinales. En células somaticas de las alas, sélo el arsenito de 
sodio incrementa la frecuencia basal de mutacién y ambos compuestos 
inerementaron la frecuencia de mutaciones en células de los ojos. 
En general el arsenito de sodio resulta un orden de magnitud mds 
potente que el arsenato de sodio. 

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

Ante incrementos repentinos de la temperatura, o la exposicién 
a metales t6éxicos, alcoholes y muchos venenos metabélicos; todas 
las células desde bacterias hasta neuronas, responden aumentando la 
produccién de ciertas moléculas que participan en la regulacién de 

la respuesta celular ante el estado de alerta. A estas proteinas se 
les ha denominado proteinas de estrés térmico (HSP). En condiciones 
normales muchas de ellas intervienen en procesos metabdélicos 
esenciales, sintesis y ensamblaje de otras proteinas, algunas mas 
regulan el crecimiento y la diferenciacisén celular. 

Estudios sobre la expresién de las proteinas de estrés térmico 
durante el desarrollo en Drosophila muestran la expresién 
individual de estas proteinas y su acumulacién en los tejidos en 
estados especificos del desarrollo. Sin embargo durante la 
respuesta al estrés la expresién de muchas de ellas se da de manera 
coordinada. 

En 1940 se reporté que diversos factores ambientales como la 

temperatura, producen en Drosophila fenotipos anormales que 

recuerdan mutaciones conocidas (fenocopias). Estos cambios ocurren 

en periodos fenocriticos en los que la mosca es sensible a procesos 
no genéticos promotores de anormalidades (efectos teratogénicos). 
Se ha asumido que las alteraciones inducidas no implican 

modificacién en el ADN, y se explican, ¢omo en el caso de la 

temperatura, por interrupcién en la expresién génica normal, la 

mitosis y la sintesis del ADN, alteracién de los microfilamentos y 

de los componentes ribonucleoprotéicos del nucléolo, y la 

produccién de ciertas moléculas que participan en el estado de 
alerta (respuesta al estrés), entre otros cambios. En D. 

   



mélanogaster, una temperatura de 29°C durante el desarrollo 
larvario induce la formacién de manchas sobre las alas, un 
resultado similar se ha repdrtado al modificar por 1, 2, 3, 66 hr 
la temperatura del cultivo (de 29°C hasta 45°C). 

En el presente trabajo se analizé6 la interaccién entre la 
temperatura y la genotoxicidad de algunos xenobiéticos en la 
induccién de dafio a células somaticas en Drosophila melanogaster, 
mediante la prueba de mutacién y recombinacién som&ticas (SMART) en 
células de las alas. 

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

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

Se montaron laminillas con las alas de los organismos adultos 
transheterocigéticos y portadores del balanceador para el protocolo 
nimero dos, las cuales se revisaron a 40 X. Para cada exposicién se 
registré el niimero, tamafio y tipo de manchas inducidas. Comparando 
las frecuencias obtenidas mediante xX’. El andlisis estadistico se 
realiz6 con el programa de computo SMART a un nivel de 
significancia de a= 0.05. Se comparé la distribucién del niimero de 
manchas por mosca y nimero de células por mancha con la prueba de 
U de Mann-Whitney-Wilcoxon. 

El efecto localizado en manchas grandes indica que parte del 
dafio inducido es multiplicado por mitosis sucesivas posteriores a 
la induccién de dafio, es decir se altera la informacién genética de 
las células (por modificacién del ADN 6 por los mecanismos de 
regulacién que permiten la transferencia de informacién de una 
célula a otra). Se requieren mds estudios para determinar la forma 
de potenciacién que ocurre entre la temperatura y el arsénico. 

En este estudio se encontré que la temperatura per se induce 
mutaci6én y recombinacién somatica en células de las alas de 
Drosophila melanogaster, y estas alteraciones son de naturaleza 
heredable. 

En exposiciones crénicas a 25°C el arsenato de sodio es mas 
genotéxico que el arsenito de sodio. Mientras que en células 
termotolerantes el efecto genotéxico del arsenato y del arsenito de 
sodio se reduce. 

El presente trabajo muestra que la prueba de mutacién y 
recombinacién somatica (SMART) en células de alas de Drosophila 
melanogaster es una metodologia sensible, versdtil, econémica y 
confiable para estudiar las interacciones entre varios compuestos. 

ii



INTRODUCCION 

Factores genotéxicos 

La toxicolegia estudia los efectos de sustancias nocivas 

(compuestos téxicos) para los sistemas biolégicos, ademas de 

intentar establecer la magnitud del dafio inducido en funcién de la 

exposicién a dichas sustancias. 

Se puede definir como téxico ambiental a toda aquella 

sustancia potencialmente nociva que se encuentra diseminada en los 

diversos ecosistemas . Mientras que los xenobiéticos son sustancias 

extrafias que no son utilizables en los ciclos generadores de 

energia ni en las reacciones de sintesis del organismo (Vega, 

1985). 

La exposicién de los seres vivos a agentes quimicos 

ambientales potencialmente peligrosos es frecuente. Se calcula que 

mas de 100,000 productos quimicos han sido elaborados para uso 

comercial e industrial, por ejemplo: aditivos de alimentos, 

cosméticos, medicamentos, plaquicidas y otros més (De Serres, 1979) 

(Cuadro I). 

De acuerdo con Timbrell (1989), alrededor de 65,000 compuestos 

quimicos se producen cada afio en los Estados Unidos, y a éstos se 

suman anualmente entre 500 y 1000 sustancias nuevas. La presencia 

de estos compuestos en el ambiente es importante en la medida en 

- que se desconoce el riesgo genético que representan para los seres 

vivos. 

#1 impacto de los contaminantes en la funcién genética de los 

organismos sera diferente dependiendo del tipo de células 
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afectadas. Cuando el efecto se localiza en células germinales, el 

dafio se manifestara en las siguientes generaciones de organismos 

(Loprieno, 1980); mientras que la induccién de mutaciones génicas 

y aberraciones cromosémicas en células somadticas se ha asociado con 

el desarrollo de procesos cancerosos (Loprieno, 1980; De Flora y 

Ramel, 1988). 

El aumento en la frecuencia de enfermedades y malformaciones 

congénitas ha impulsado el estudio de posibles factores ambientales 

asociados a la etiologia de dichas alteraciones. El continuo 

incremento en las tagas de morbilidad y mortalidad por cancer ha 

intensificado la biisqueda de alternativas terapéuticas enfocadas a 

identificar sustancias con propiedades especificas que puedan 

combatirlo, retrasar su desarrollo o prevenir su aparicién. Asi, se 

trabaja con gran variedad de sustancias, entre las que se incluyen 

de manera predominante productos naturales derivados de plantas y 

animales y otros compuestos que se han sintetizado con esta 

finalidad (Mufioz, 1994). 

La investigacién de la actividad genotéxica de los compuestos 

que representan un riesgo mutagénico y/o carcinogénico para los 

seres humanos se ha multiplicado en los Gltimos afios (Ames et al., 

1973; Clayson, 1980; Graf et al., 1984), resaltando dos aspectos 

que han resultado reiterativos en diferentes estudios 

experimentales: existe una clara asociacién entre la actividad 

recombinogénica y la carcinogénesis y, el inicio de un proceso 

canceroso frecuentemente esta relacionado con cambios en la 

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

 



   

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

Para detectar y cuantificar cantidades minimas de compuestos 

ambientales potencialmente téxicos se han desarrollado métodos 

analiticos de alta sensibilidad. La informacién asi obtenida ha 

contribuido a determinar el significado toxicolégico de la 

exposicién a bajas concentraciones de contaminantes (Vega, 1985). 

Los compuestos ambientales de mayor interés en la toxicologia 

genética, una rama interdisciplinaria en la que confluyen dreas del 

conocimiento como toxicologia, genética, quimica y medicina entre 

otras, son aquellos con capacidad mutagénica, carcinogénica y 

teratogénica; adem4s de otros cuya acci6én téxica se manifiesta como 

infertilidad, aborto espontaneo y/o muerte fetal. A este tltimo 

tipo de manifestaciones en forma genérica se le denomina dafio 

reproductivo. 

Asi, un compuesto es considerado genotéxico si se ajustaa la 

definici6én propuesta por el comité de trabajo de la ICPEMC 

(International Commission for Protection Against Enviromental 

Mutagens and Carcinogens): "...un agente que produce una respuesta 

positiva en cualquier bioensayo que mida cualquier evento genético 

terminal...". Por lo anterior, para que un compuesto quimico sea 

considerado no genotéxico se requiere su inactividad en las pruebas 

que miden los siguientes tipos de efectos: modificacién de la 

secuencia de bases del ADN, rearreglos del ADN, alteraciones de la 

segregaci6én de cromosomas y dafio a la integridad cromosémica, entre 

otros (Brusick,1987) . 

Uno de los objetivos principales de la toxicologia genética



  

consiste en detectar y comprender las propiedades de un pequefio 

grupo de compuestos quimicos altamente especificos para los Acidos 

nucléicos, y en particular para el ADN, que pueden producir cambios 

en el material genético (Vogel, 1992). Para lograr lo anterior los 

esfuerzos en esta Area se han centrado en: 

1) Implementar pruebas y métodos para evaluar el riesgo y definir 

el impacto de los agentes genotéxicos ambientales cuya presencia 

puede alterar la integridad del acervo genético humano (efectos en 

células germinales); 2) elucidar las relaciones entre genotoxicidad 

y la iniciacién de neoplasias (Vogel, 1992). 

Muchos carcindédgenos quimicos muestran su actividad iniciadora 

a través de interacciones con el ADN nuclear que se pueden 

manifestar como dafio genético permanente del tipo de mutaciones y 

aberraciones cromosémicas. El rango de compuestos quimicos 

potencialmente peligrosos va desde metales y compuestos inorgénicos 

hasta moléculas orga4nicas muy complejas (Timbrell, 1989). 

La iniciacién de dafio genético en células  somaticas 

(carcinogénesis), o en células germinales (mutagénesis) esta 

determinada por diferentes factores: 

A. La ruta de administracién, forma de aplicacién, tasa de 

absorcién, adsorcién, distribucién y eliminaci6én de los 

compuestos. 

La capacidad de biotransformacién del organismo afectado 

(activacién metabélica y desactivacién) . 

La tasa de reaccién con el ADN y otras biomoléculas. 

El tipo y distribucién de aductos en el ADN.  



  

E. La participaci6n de dafio secundario al ADN (ligamentos 

cruzados, sitios apurinicos y otros) . 

F. Reparacién del dafio al ADN (sujeta o libre de error, o la 

ausencia de reparacién). 

G. Tasa de divisién celular. 

H. Expresién del dafio genético. 

I. Tiempo transcurrido entre el tratamiento o la exposicién y el 

efecto genético. 

A su vez, estos eventos son moduladog por una variedad de 

paraémetros quimicos asociados a los compuestos: solubilidad en 

lipidos, factores estéricos, interacci6én con enzimas, reactividad 

absoluta y relativa, actividad 6ptica, mono y multifuncionalidad 

(Zijlstra, 1987; Waters et al., 1990). 

Los compuestos tdéxicos pueden dividirse en: directos 

{compuestos genotéxicos terminales), ya que reaccionan con el ADN 

o las proteinas sin requerir biotransformacién; e indirectos, que 

requieren de activacién metabélica (compuestos precursores o 

promutagenos), los cuales pueden no tener propiedades genotéxicas 

per se, pero se convierten en especies genot6éxicas al ser 

biotransformados (Vogel, 1991). 

Otro tipo de compuestos potencialmente peligrosos son los 

comutagenos y/o cocarcinédgenos, los cuales si bien no tienen un 

potencial genotéxico definido, acttian facilitando la accién de 

otros compuestos genotéxicos para la induccién final de dafio 

heredable. Este tipo de sustancias han sido menos estudiadas desde 

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

  



  

   

obtencién de informacién acerca de estas interacciones conducird a 

definir mejor los riesgos de exposicién a genotdéxicos. Entre los 

compuestos que han sido considerados comutagénicos estan el 

arsénico (As), el cadmio, el niquel y el litio, entre otros. 

‘ 

Efectos genotéxicos del arsénico (As) 

El arsénico (As), ha sido descrito como un metaloide; pero con 

la finalidad de comprender su comportamiento en los suelos, es 

conveniente considerarlo un elemento no metdlico que forma 

compuestos covalentes, o que se encuentra en especies anidénicas. 

Pertenece al grupo V de la tabla periédica y es similar 

quimicamente al fésforo (P) ya que en el estado de oxidacién +5 

forma oxianiones (arsenato y fosfato) en el suelo. El As se 

encuentra también en los suelos en estado de oxidacién +3, con 

otros ligandos ademas del oxigeno; y forma especies estables que no 

se encuentran con el fésforo (P) (Alloway, 1990). 

En el estado sélido, existe en cuatro formas alotrépicas: 

amarillo [As (I)], amorfo [As (II)], ortorrémbico [As (1II)] y 

romboédrico {As (IV)]; la energia libre contenida es menor en la 

forma romboédrica y las otras, son metaestables. La forma amarilla 

es la menos estable, y existe sélo a bajas temperaturas y en la 

oscuridad (Rodionov et al., 1979). 

Aunque el arsénico no es un metal, tiene muchas de las 

propiedades de un metal pesado, y su efecto téxico es similar al 

del mercurio y el plomo. Las formas de As(III) o arsenitos, son de 

lag mAs tOxicas (Manahan, 1984). Difiere del resto de los metales 

 



pesados comunes, en que la mayoria de sus compuestos organicos son 

menos t6éxicos que los inorgdnicos (Alloway,1990 y Koren,1991). 

Las fuentes naturales de As en el suelo son principalmente 

oxisales y minerales. Por su capacidad para unirse a ligandos de 

azufre es frecuente que se le encuentre asociado con depésitos 

minerales que tienen sulfuros, siempre y cuando el potencial redox 

sea suficientemente bajo; o bien se le encuentra como constituyente 

menor de otros minerales azufrados. Las condiciones de oxidacién 

normales en la superficie terrestre, en las que tiene lugar el 

desgaste, llevan a la formacién de oxianiones basados en el estado 

de oxidacién +5. El pH, Eh, la presencia de minerales arcillosos, 

materia organica, 6xidos de fierro y aluminio, pueden influir en la 

solubilidad y la tasa de oxidacién del arsénico (Alloway,1990) . 

De los mas de 200 minerales que lo contienen, el 60 ¢ son 

arsenatos, el 20 % sulfuros y sales de azufre, y el 20 % restante 

incluye arsenitos, 6xidos y As elemental. El arsénico se encuentra 

en la corteza terrestre en una concentracién promedio de 2-5 ppm 

(Stokinger, 1981 y Alloway,1990). 

La combusti6én de materiales fésiles particularmente carbon, 

introduce grandes cantidades de arsénico en el ambiente, y una gran 

parte alcanza los mantos acuiferos (Manahan, 1991). La acci6én 

volcanica es la siguiente fuente natural de As en importancia; 

después de la volatilizacién a bajas temperaturas, y en un Ambito 

local, puede ser la fuente atmosférica dominante (Fishbein,1981 y 

Alloway,1990). 

En relacién con las fuentes antropogénicas, actualmente la



mayorfa del As se genera como subproducto de la extraccidén de Cu, 

Pb, Au y Ag, a partir de sus precursores. Las emisiones 

antropogénicas varian considerablemente de un pais a otro, debido 

a que las cifras dependen de la industrializacién y el grado de 

control de la contaminacién de éstos (Ramos, 1994). 

El arsénico se relaciona dentro del ambiente a través de los 

procesos industriales y a través de la generacién del carbén. Este 

es ampliamente usado en la agricultura y fue formal y 

extensivamente usado en la medicina. Por lo general la exposicién 

de la poblacién a arsénico ocurre principalmente a través de la 

ingestién de comestibles que contienen arsénicales orgdnicos o 

inorganicos. 

El arsénico es usado como: desecante para facilitar la cosecha 

del algodén, desfoliador, descortezador de Arboles y para obtener 

la pulpa de la madera y conservarla; también como conservador en la 

teneria y la taxidermia, y mordente en la peleteria. En la rama 

pecuaria se emplea en la crianza de ganado, es un ingrediente en 

los promotores del crecimiento. El triéxido de arsénico (As,0,) es 

materia prima de productos farmacéuticos arsenilicos y de los 

cacodilatos; también es un aleador de metales, principalmente de 

materiales a base de plomo; se emplea en el endurecimiento en la 

fabricacién de pilas, conductores y cables de electricidad 

(Stokinger,1981) y para mejorar la resistencia del cobre a la 

corrosién (Koren,1991). 

Les principales productores de arsénico son México, Suecia, 

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

 



actualidad, el uso de muchos arsenicales est& prohibido: 

pesticidas, fertilizantes y pigmentos, entre otros {Ramos, 1994). 

En la figura 1 se muestra el ingreso y redistribucién 

atmosférica del arsénico en ecosistemas terrestres. Para el ciclo 

del arsénico en ecosistemas terrestres se consideran doce posibles 

transferencias de un area a otra, por herbecidas organoarsenicales. 

La transferencia incluye reduccién a metilarsinas, erosién del 

suelo e incorporacién por cultivos, como mecanismos de 

redistribucién primaria (Ramos, 1994). 

Los niveles de arsénico en la superficie y aguas subterrdneas 

es, por lo general, baja (2-3 yq/l); aunque suele incrementarse 

significativamente si se asocia con actividad térmica (a mds de 35 

pg/1) (Alloway,1990). 

Los compuestos del arsénico alteran fuertemente la actividad 

de diversas enzimas. Los organoarsenicales y los compuestos 

inorg4nicos (formas trivalentes) del As se consideran reactantes 

primarios de sulfhidrilos por lo gue inhiben sistemas enzimaticos 

dependientes del grupo tiol en varios tipos de tejidos. 

Aunque no hay fuertes evidencias de que el arsénico produce 

tumores en animales experimentales, en estudios epidemioldégicos se 

asocia a los compuestos del arsénico con ciertos tipos de 

cancer y procesos pre-cancerosos, y se reporta que en humanos la 

ocurrencia de éstos es incrementada significativamente cuando hay 

exposicién crénica a compuestos de arsénico por via respiratoria u 

oral. Sin embargo, en diversos estudios experimentales tanto in 

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

mutagénico. 

En Drosophila melanogaster, el arsenito y arsenato de sodio 

inducen mutaciones letales recesivas ligadas al sexo pero ninguno 

induce rompimiento de cromosomas sexuales en células germinales. En 

células somaticas de las alas, sdlo el arsenito de sodio incrementa 

la frecuencia basal de mutacién y ambos compuestos incrementan la 

frecuencia de mutaciones en células de los ojos. En general, el 

arsenito de sodio resulta un orden de magnitud mas potente que el 

arsenato de sodio (Ramos-Morales y Rodriguez, 1995). 

Algunos estudios apoyan la actividad mutagénica del arsénico 

proporcionando resultados positivos. Estos experimentos involucran 

microorganismos, plantas y Drosophila; no obstante, la capacidad de 

induccién de este metal, tanto in vitro como in vivo se cuestiona 

todavia. Leonard et al. (1980) proponen que el arsenito afecta la 

sintesis y reparaci6én del ADN. 

Ademaés de la importancia inherente al tipo de compuestos 

involucrados, es también necesario considerar la participacidén de 

otros factores en el ambiente para la induccién de dafio. Entre 

éstos se tiene a la temperatura que puede modificar la estabilidad 

y la persistencia de un compuesto quimico (el tiempo en el cual el 

compuesto permanece en el ambiente sin sufrir cambio en su 

composicién y/o estructura), otros factores son la composici6n del 

suelo (de acuerdo con el tipo de roca del cual deriva), la 

permeabilidad del terreno, el grado de humedad (que puede modificar 

la persistencia y concentracién de un compuesto), y otras mas. 
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El efecto del tratamiento producido por estrés térmico o 

quimico con arsenito, sobre la metilacién y/o acetilacién del 

centro de las histonas se ha investigado ampliamente en Drosophila 

melanogaster. Desrosiers et al., 1985, proponen que en organismos 

expuestos a estrés térmico o quimico con arsenito, la metilacién de 

todas las formas de histona 3 (H3) se reduce, mientras que varias 

formas de H2B se incrementa, estas condiciones de estrés inducen 

una disminuci6én generalizada en la acetilacién de todas las formas 

del centro de las histonas. En el curso del estrés térmico, la 

sintesis de H2B se incrementa y los desechos de histonas no- 

acetilados son nuevamente sintetizados durante el estrés. Estos 

cambios en los patrones de metilacién y acetilacién del centro de 

lag histonas se ha relacionado con la actividad de los genes de 

estrés térmico, estimulada por el estrés. 

Mecanismos moleculares de respuesta al estrés 

I. Definici6én de la respuesta a estrés y funcién de las 

proteinas. 

Ante incrementos repentinos de la temperatura o la exposicién 

a metales t6xicos, alcoholes y muchos venenos metabélicos; todas 

las células desde bacterias hasta neuronas, responden aumentando la 

produccién de ciertas moléculas que participan en la regulacién de 

la respuesta celular ante el estado de alerta (Kelly y 

Schlessinger, 1978; Miller et al., 1979; Tanguay, 1983; Lindquist, 

1986). A estas proteinas se les ha denominado proteinas de estrés 

térmico, proteinas anti-estrés o "heat shock protein” HSP y a los 
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genes responsables de su sintesis, hsp. En condiciones normales 

muchas de ellas intervienen en procesos metabélicos esenciales, 

sintesis y ensamblaje de otras proteinas; algunas mds regulan el 

crecimiento y/o la diferenciacién celular (Kelly y Schlessinger, 

1978; Miller et al., 1979; Tanguay, 1983; Nover, 1984; Arrigo y 

Tanguay, 1991; William, 1993). 

La mayoria de los agentes que pueden inducix una respuesta al 

estrés son desnaturalizantes proteicos. Hightower (1980) sugiriéd 

que la acumulacién intracelular de proteinas desnaturalizadas, o 

plegadas de una manera anormal, desencadenaba la respuesta anti- 

estrés.y que las proteinas producidas facilitan la identificaci6n 

y eliminacié6n de las proteinas desnaturalizadas. 

Hace 30 afios se observo la llamada ‘respuesta al estrés 

térmico", Se detect6 luego la misma respuesta en células sometidas 

a otros tipos de agresiones ambientales por ejemplo, la exposicién 

a metales téxicos, alcoholes y muchos otros venenos metabélicos. La 

respuesta se produce en células cultivadas en los tejidos de nifios 

aquejados de fiebre, en 6rganos de las victimas de un ataque al 

coraz6n y en pacientes cancerosos con un régimen de quimioterapia. 

Como son muchos los estimulos que pueden producir el mismo 

mecanismo de defensa celular, se ha convenido en darle el nombre de 

respuesta al estrés; y proteinas anti-estrés serdn las moléculas 

que participan en ella (Tanguay, 1983; Findly y Pederson, 1981). 

Los organismos vivos responden a nivel celular a las 

condiciones desfavorables tales como el estrés térmico, o a otras 

situaciones estresantes de diferentes origenes, con una rapida y 
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acelerada expresién de un pequefio niimero de genes especificos; los 

genes haps (Arrigo et al., 1980; Findly y Pederson, 1981; Tanguay, 

1983). Es importante enfatizar que los productos de estos genes, 

las proteinas anti-estrés, estan presentes en condiciones normales, 

pero en menores cantidades; el incremento y acumulacién en las 

células alcanza, en algunos casos, grandes concentraciones. La 

activacién de la expresién de los genes de estrés térmico por 

situaciones extremas se lleva al cabo en todas las células de los 

organismos con sélo unas cuantas excepciones, como en el desarrollo 

embrionario temprano (Schlesinger et al, 1982; Tanguay, 1983; 

Nover, 1984; Neidhardt et al., 1984; Linquist, 1986). 

Las proteinas anti-estrés se agrupan en dos. clases: 

constitutivas, aquellas cuya expresién acontece en condiciones de 

crecimiento normal, y en condiciones de estrés incrementan su 

producci6n e; inducibles, aquellas que se inducen sélo en células 

sometidas a estrés. Algunas proteinas anti-estrés comparten su gran 

afinidad por el ATP y participan en procesos de maduracién de otras 

proteinas celulares. 

Existen abundantes evidencias que apoyan la idea de que la 

funcién de las proteinas anti-estrés es proteger a las células de 

los efectos dafiinos del estrés, permitiendo su recuperacién y 

permanencia. Ademas de la activacién de los genes "heat shock" como 

resultado del estrés se inhibe al mismo tiempo la expresién de 

otros genes (Munro et al., 1984; Lindquist, 1986; Jedlicka et al., 

1997). 

Del andlisis de la estructura y funcién de las proteinas anti- 
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estrés, se desprende que son algo m&s que simples moléculas de 

defensa. Durante la vida de una célula, muchas proteinas de éstas 

intervienen en procesos metabélicos esenciales, incluidos la 

sintesis y el ensamblaje de otras proteinas celulares. Algunas 

parecen dirigir las actividades de moléculas que regulan el 

crecimiento y la diferenciacién celular (Tanguay, 1983; Nover, 

1984; Arrigo y Tanguay, 1991; Salomén et al., 1991; William, 1993). 

Tras el incremento repentino de la temperatura, en Drosophila 

se produce un aumento en la expresién de proteinas de tamafios 

similares a las de estrés térmico de bacterias, levaduras, plantas 

y células animales cultivadas. Mads atin, las células sintetizan una 

o mas proteinas de estrés térmico cuando son expuestas a metales 

pesados, alcoholes y otros venenos metabélicos (Arrigo et al., 

1980; Findly y Pederson, 1981; Tanguay, 1983; Linquist, 1986). Por 

lo anterior se acumularon evidencias de que esta reaccién universal 

a la adversidad ambiental representa un mecanismo celular bdsico de 

defensa y las proteinas anti-estrés, que parecen incrementar su 

expresién sélo en momentos diffciles, forman parte de la respuesta. 

Una gran cantidad de los genes responsables de estas proteinas han 

sido identificados y aislados (Lewis et al., 1975; Findly y 

Pederson, 1981; Schiesinger et al., 1982; Camato y Tanguay, 1982; 

Tanguay, 1982). 

La respuesta al estrés desempefia también un papel importante 

en la resistencia de las células animales a breves exposiciones a 

temperaturas altas. Las células que sufren un estrés térmico 

suficiente para aumentar los niveles de proteinas anti-estrés, 
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soportan mejor un segundo tratamiento térmico, letal en otras 

condiciones. Estas células termotolerantes son menos susceptibles 

a otros agentes téxicos, por lo que se asume que la respuesta al 

estrés protege a las células contra diversas agresiones ambientales 

(Mitchell y Lipps, 1975; Arrigo et al., 1980; Linquist, 1986). 

El aislamiento y caracterizacién de genes de estas proteinas 

a partir de diferentes organismos revelé que muchos de ellos 

guardan estrecho parecido, lo que indica que estas proteinas se han 

conservado a lo largo de la evolucién y cumplen una misma e 

importante funcién en todos los organismos, pero ademas se ha 

mostrado que las mismas proteinas se expresan en células normales, 

no sometidas a estrés (Mitchell y Lipps, 1975; Arrigo et al., 1980; 

Schlesinger et al., 1982; Neidhart et al., 1984; Tanguay, 1983; 

Nover, 1984; Lindquist, 1986). 

Estudios sobre la expresién de las proteinas de estrés térmico 

durante el desarrollo en Drosophila muestran la expresidén 

individual de éstas proteinas y su acumulacién en los tejido en 

estados especificos del desarrollo. Sin embargo, durante la 

respuesta al estrés la expresi6n de muchas proteinas se da de 

manera coordinada. Por lo que las Hsps (genes) estan implicadas en 

al menos dos funciones: una de ellas durante el desarrollo y/o la 

diferenciacién y la segunda en el restablecimiento de la funcién 

celular después de un perfodo de estrés (Tanquay, 1983; Nover, 

1984; Salomén et al., 1991; Arrigo et al., 1980; William, 1993). 

De acuerdo con su peso molecular estas proteinas se han 

clasificado en cuatro familias de proteinas: 
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I. Las HSP de alto peso molecular de 83-100 KD. 

II. La familia HSP70, que va de 66 a 78 KD aproximadamente. 

III. La familia HSP60 presente en bacterias mitocondrias y 

cloroplastos, denominadas también "chaperoninas". 

IV. Las proteinas de bajo peso molecular que van de 15 a mds de 30 

KD. 

HSPs pequefias: Son muy conspicuas en plantas (Linquist, 1986). 

El estrés térmico en D. melanogaster activa un pequefio nimero de 

genes especificos que no son necesariamente genes pequefios (Ritossa 

1962; Ritossa 1964); dentro de estas se caracterizaron por su peso 

molecular las de 22, 23,26, 27 KD. Los genes de estrés térmico en 

Drosophila que codifican para las pequefias proteinas anti-estrés, 

hsp27, hsp26, hsp23 y hsp22, presentan una familia de genes 

particularmente interesante, ya que el complejo de activacién de 

estos involucra mecanismos reguladores (Kelly y Schlessinger, 1978; 

Miller et al., 1979). 

Arrigo y Zadeh (1981) mostraron por inmunofluorescencia en 

cultivo de células de Drosophila la presencia de las HSpP23 

preferencialmente en el nicleo después de un estrés térmico, y su 

migraci6én al citoplasma cuando las células eran cultivadas de nuevo 

a la temperatura normal, 25°C. Este mismo comportamiento se ha 

propuesto para las pequefias HSPs, desde el HSP 22 a la HSP27 

(Mitchell y Lipps, 1975; Arrigo et al., 1980). 

La sintesis de las pequefias HSPs es inducida por estrés 

ambiental, y en células $3 en cultivo cuando se les agrega hormona 

a-ecdisona, asi como durante el desarrollo normal de la mosca 
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(Ireland et al., 1982; Sirotkin y Davidson, 1982). 

El estrés térmico y la a-ecdisona disparan la transcripcién en 

cuatro pequefios hsps que tienen un contro] diferencial dependiente 

del desarrollo y en ciertos estados sélo un tipo de producto de los 

genes de estrés térmico (pequefios) estA4 presente. En las células 

nodrizas, desarrolladas en los ovarios; los genes hsp27 y hsp26 son 

expresados selectivamente y sus transcritos son almacenados en los 

ovocitos (Zimmerman et al., 1983; Ayme y Tissiéres, 1985). 

Glaser et al. (1986), demostraron que los hsp26é siguen un 

patrén de expresién tejido-especifico. Ademds en estado de embrién 

solo los hsp27 y hsp26 son sintetizadas, mientras que la expresién 

@e los hsp23 y hsp22 no se detecta (Arrigo y Pauli, 1988) y la 

activacién de los pequefios hsps persiste en bajos niveles en el 

adulto (Arrigo, 1987; Mason et al., 1984). No se conocen mas 

evidencias acerca de su sitio de accién, asi como la funcién de los 

genes hsps pequefios durante el desarrollo normal de la mosca. Haass 

et al. (1990), mostraron por inmunolocalizacién in situ que los 

genes hsps pequefios en Drosophila presentan patrones de expresién 

dependientes del desarrollo, especificos de cada célula; 

manifestando diferentes patrones de expresién durante la 

embriogénesis e incluso los hsps se expresan en células no 

neuronales del sistema nervioso central (SNC) de los embriones y de 

la mosca adulta. 

Se ha propuesto que los genes hsps pequefios en Drosophila 

forman un complejo globular de un tamafio aproximado 16S; y que la 

formacién y el desarrollo de este complejo, es independiente del 
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modo de induccién de los hsps pequefios (Arrigo y Pauli, 1988; Haass 

et al., 1990). 

HSPs 40: La sintesis de proteinas HSP40 persiste en niveles 

altos después de la liberacién de un estrés térmico, en contraste 

con la produccién de las protefnas HSP70, que es rapidamente 

reprimida. Los analisis de la transcripcién del gen hsp40 indicaron 

que su ARNm, a diferencia del ARNm de los hsp70, no fue activamente 

degradado después de un retorno a la temperatura normal, 

permitiendo una prolongada producci6én de la proteina (Simcox et 

al., 1985). 

HSPs 70 : La familia HSP70 presenta algunas propiedades, como 

por ejemplo su gran afinidad por el ATP y su participacién en el 

proceso de maduracién de otras protefnas celulares. En células no 

sometidas a estrés la interacci6én entre miembros de la familia 

HSP70 con proteinas inmaduras es transitoria y dependiente de ATP, 

en cambio en condiciones de estrés las proteinas recién 

sintetizadas no maduran normalmente y permanecen unidas a una HSP70 

acompafiante (Schlesinger et al., 1982; Tanguay, 1983; Munro et al., 

1984). 

Después de un estrés térmico se acumulan una gran cantidad de 

HSP70 en el interior del nucléolo ( Arrigo et al., 1980; Findly y 

Pederson, 1981; Tanguay, 1983; William, 1993). 

Munro et al. (1984), sugiri6 que las HSP70 tienen dos dominios 

distintos. Ambos son capaces de acumularse en el nicleo, pero sélo 

el dominio altamente conservado N-terminal se une al nucléolo 

después del estrés térmico. Esto implica que la unidén nucleolar y 
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la migracién nuclear ofrece distintas propiedades a la proteina y 

es de importancia funcional. 

HSPs 60: Los trabajos de Georgopoulos y col. en 1972 

mostraron que mutaciones en dos genes de dos proteinas anti-estrés 

GroE y GroES daban resistencia a las bacterias contra virus que 

dependian de su maquinaria celular. Estas proteinas llamadas HSP10 

y HSP60, (encontradas sélo en cloroplastos, mitocondrias, bacterias 

y Ccianobacterias) son necesarias para el ensamblaje y plegamiento 

de las proteinas 

Las HSP10 y HSP60 participan en el ensamblaje y plegamiento de 

las proteinas ( Arrigo et al., 1980; Findly y Pederson, 1981; 

Tanguay, 1983; William, 1993). 

Las HSPs60 constan de dos anillos superpuestos, de siete 

subunidades cada uno, esta estructura parece servir de “banco" en 

el que se ubican las proteinas que atin no se han plegado y alli 

adquieren su estructura tridimensional final. Se asume que las 

familias HSP60 y HSP70 trabajan coordinadamente para facilitar la 

maduracién de las proteinas. A los nuevos polipéptidos que salen de 

los ribosomas se les une la HSP70, esta unién impide quizas que la 

cadena se pliegue prematuramente; una vez unido a la HSP70 

acompafiante (chaperona) se transfiere a una HSP60, donde se produce 

el plegado y ensamblaje con otros componentes proteinicos (Mason et 

al, 1984; Vogel 1995). 

También se les ha asociado con oncovirus. En el caso del virus 

del sarcoma de Rous se localizé un gen responsable del desarrollo 

de propiedades malignas; la enzima que se producia, ppé6Qsrc, 
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actuaba sobre otra proteina implicada en la reguiacién del 

crecimiento celular. Después de sintetizarse, la pp60src se asocia 

xrapidamente con dos proteinas la HSP50 y la HSP90 (Arcos et al., 

1995}. 

It. Termotolerancia 

Cuando los organismos o las células en cultivo se exponen a 

temperaturas fuera de su rango de crecimiento normal, la respuesta 

al cambio es modulada por muchos factores ambientales, ademas de la 

historia termal del organismo (Ritossa, 1962; Tissiéres et al., 

1974; McKenzie et al., 1975; Spradling et al., 1977). 

A partir de la experiencia se sabe que para cambiar a una 

planta de un ambiente a otro debe llevarse al cabo gradualmente 

para permitirle que se adapte a los cambios de temperatura, 

adquiriendo de esta manera una resistencia térmica; este fendémeno 

también se presenta en bacterias, células de mamifero y roedores. 

El estrés térmico induce en las células el desarrollo de un 

estado transitorio de termotolerancia a través de la induccién de 

las proteinas de estrés térmico. Se ha propuesto que ‘la sobre- 

expresi6én de estas proteinas (HSP) y en particular de la HSP27 

contribuye al incremento de la resistencia a nivel celular. hla 

acumulaci6n de HSP27 en criceto chino esta acompajiada por un 

progresivo desarrollo de termorresistencia que se acerca al nivel 

de termotolerancia inducido por estrés térmico. La expresién de 

HSP27 esta acompafiada por un incremento en la estabilidad de las 

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

Landry et al. (1989), propusieron que la funcién de las HSPs, 

especialmente la HSP27 es ser una molécula protectora durante el 

estrés térmico que se relaciona directamente con la resistencia 

durante la hipertermia en células de criceto chino Y que elevados 

niveles de HSP27 son suficientes para conferir protecci6n de un 

estrés térmico intenso. Por lo cual la funcién de las HSP27 es 

incrementar la resistencia térmica adquirida por las células 

después de la exposici6én a inductores de HSP. 

El decaimiento de la termotolerancia transitoria se explica 

con base en los cambios en las concentraciones celulares de HSP27. 

Las HSP70 siguen un cinética de acumulacién lenta y decaen mucho 

mas rapido (t¥?=4h) que las HSP27 (t/2=13h). Las HSP27 tienen tres 

variantes isoeléctricas A, By C. En las células crecidas a una 

temperatura normal las HSP27A representan mas del 90% de toda las 

HSP27. Existe una relacién estrecha entre el efecto del estrés 

téxmico sobre la fosforilacién de las HSP27 y la sobrevivencia de 

las células (Landry et al 1991; Lavoie et al 1993). 

Los organismos inician la acumulacién de proteinas anti-estrés 

después (o durante) la presencia de otros tipos de estrés. Asi, se 

ha definido a la termotolerancia como una resistencia transitoria 

adquirida. La induccién y decaimiento de la termotolerancia son de 

gran interés en la terapia contra el cancer (Vogel, 1995). 

La induccién maxima de sintesis de proteinas (con peso 

molecular 107, 89, 70, 68 y 27 KD) ocurre concomitantemente con un 

maximo incremento de termotolerancia celular y cuando ésta retorna 
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a un estado basal, desaparece también la termotolerancia. Esto 

sugiere que la acumulaci6n de estas proteinas en las células 

funciona en el proceso principal de la adquisicién de un estado de 

termotolerancia (Landry et al 1962). 

ba familia HSP30 es menos conservada que la familia HSP70, 

pero ambas familias se relacionan con la habilidad de los 

organismos para resistir normalmente temperaturas letales, cuando 

est4n sujetos a incrementos graduales de temperatura (White et al., 

1994) 

Se ha reportado que el estrés térmico incrementa los niveles 

intracelulares de calcio. Y que la _ termotolerancia esta 

influenciada por quelantes de calcio; ionéforos y drogas anti- 

cadmodulina; los cambios en fosforilaci6n de hsp25 inducidos por 

estrés térmico resultan en una alteracién a la termorresistencia; 

esto puede explicarse por una desfosforilacién parcial de la 

cadmodulina dependiente de calcio a través de una fosfatasa 2B 

(Van-Dongen et al., 1986; Gaestel et al., 1992). 

Las HSP26 son una de las m&s abundantes proteinas de estrés 

térmico en las células eucariontes. Tienen también una marcada 

expresi6n en algunas etapas particulares del desarrollo a 

temperaturas normaies. En levaduras como Saccharomyces cerevisiae, 

son las responsables de la termorresistencia durante la 

esporulaci6én y durante la germinaci6n de las esporas (Petko y 

Lindquist,1986). 

Otros aspectos importantes en el estudio de la respuesta al 

estrés es conocer de qué manera afectaré a las células una 
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posterior exposicién: icémo se afecta su historia térmica?, ¢cdémo 

sobreviven las células a exposiciones combinadas de calor y 

radiacién u otros factores inductores de estrés?. 

Otro término de gran importancia es e] de termorresistencia 

que a diferencia de la termotolerancia es la resistencia que tiene 

el organismo, cuya informacién est4 contenida en el genoma y es 

especifica de la especie (Landry et al., 1982; Petko y Lindquist 

1986). 

Se ha propuesto que la termorresistencia en células sometidas 

a estrés térmico requiere de algunos procesos. La adquisicién de la 

resistencia involucra al menos dos pasos distintos: una sefial 

inicial o disparo, y el procesamiento subsecuente de la sefial 

iniciadora. La sobrevivencia se modifica por la lenta desaparicién 

de la termotolerancia o decaimiento en ausencia de un estrés 

continuo (Landry et al., 1982; Van-Dongen et al., 1986; Landry et 

al., 1989). 

Segin Solomon et al. (1991) las proteinas de estrés térmico 

HSP70 tienen un relevante papel en la induccién de termotolerancia 

y en la regulacién de la respuesta de estrés térmico. La sobre- 

expresién del gen hsp70 afecta la termotolerancia mas que la 

reguiacién; la baja-expresién afecta la reguiaci6én m&és que la 

termotolerancia (Jack, 1991; Angelidis et al., 1991). 

Las células animales que sufren un estrés térmico suave, 

suficiente para aumentar los niveles de proteinas anti-estrés, 

soportan mejor un segundo tratamiento térmico, ietal en otras 

condiciones. Adem4s las células termotolerantes son menos 
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susceptibles a otros agentes téxicos (Munro et al 1984; Lindquist 

1986; Jedlicka et al 1997). 

TII. Reguiaci6én de la respuesta al estrés térmico 

Por mucho tiempo la investigacién acerca del estrés térmico se 

hizo principalmente en Drosophila, aunque es un fenémeno universal 

de amplia variedad en la naturaleza. 

Procariontes.- En algunos casos poseen una sola copia de cada 

gen de los cuales algunos son de expresi6n constitutiva y otros mds 

son inducibles. En &. coli los principales genes de protefnas de 

estrés térmico estén bajo el control del gen rpoH el cual codifica 

el factor sigma 32. Un incremento en la temperatura afecta los 

niveles de sigma 32 de varias formas, y se ha observado que el gen 

rpoH se expresa al menos por 4 promotores diferentes, dos de ellos 

son regulados negativamente por la proteina DnaA. Al parecer en E. 

coli hay dos sistemas de estrés térmico, uno regulado por sigma-32 

y otro por sigma-24 (Georgopoulos et al., 1979; Vogel, 1995). 

Eucariontes.- Todes los genes de los eucariontes son 

transcritos normalmente e inducidos después de una exposici6én a 

estrés térmico, contienen una secuencia localizada en el extremo 

5‘conocida como elemento de estrés térmico (Heat Shock Element, 

HSE). El HSE corresponde a muitimeros invertidos de la secuencia 

NGAAN y se une al factor de transcripcién de estrés térmico (HSF) 

obtenido de diferentes organismos (Pelham, 1982; Amin et al., 1988; 

Xiao y Lis, 1988; Wu et al., 1990 Sorger, 1989). 

Jedlicka et al. (1997), proponen que los factores de 

transcripcién de estrés térmico (HSF) tienen un papel esencial en 

26 

 



la habilidad de los organismos para sobrevivir a un estrés térmico 

extremo. Estos factores pueden unirse en potenciadores (enhancer, 

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

Iv. Respuesta al estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se presenta cuando los niveles de especies 

reactivas de oxigeno (tales como el superdéxido (0°), el peréxido de 

hidrégeno (H,0,) y el Acido hipocloroso) se incrementan. Estas 

especies dafian al ADN, proteinas y membranas. Lo anterior ocurre, . 

si los antioxidantes se agotan y/o si la formaci6én de éstos se 

incrementa m&s al114 de la capacidad de defensa (Vogel, 1995). 

Las especies oxigeno reactivas pueden originarse a partir del 

metabolismo aerobio normal, por agentes ambientales 9 por el 

estallido de fagocitos. Para contrarrestar los dafios producidos, 

los organismos han evolucionado diferentes sistemas de defensa: 

A. Los enzimaticos (superéxido desmutasa, catalasa, peroxidasa, 

glutatién peroxidasa) . 

B. Los mecanismos no enzima&ticos (vitamina A, B, C, tocoferol). 

Cc. Los sistemas de produccién de proteinas. 

En E. coli la resistencia adaptativa presenta dos estimulos; 

uno para H,0, y otro para 0,°. Cada uno dispara la produccién de 

aproximadamente 40 proteinas, la mayoria de las cuales son de 

funcién y control desconocidas. El gen oxyR regula la produccién de 

H,0, por medio de § proteinas. El.locus con dos genes, soxRS, 

controla la induccién de otras nueve proteinas en respuesta a los 

generadores de superéxido pero no de H,0,. En diferentes estudios 
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se ha observado que la activacién del sistema soxRS, incrementa la 

resistencia a muchos antibiéticos no implicados con estrés 

reductor. Esta respuesta al estrés con superéxido se debe a la 

disminucién de la sintesis de la proteina OmpF, pues esta reduccién 

podria desestabilizar el mensaje de ompF por el ARN antisentido 

micF (Georgopoulos et al., 1977; Vogel, 1995). 

Al parecer el estrés oxidativo es de suma importancia ya que 

est& involucrado en procesos esenciales como el envejecimiento, 

la fertilizacién, la diferenciacién, la proliferacién, etc. 

VW. Respuesta al estrés inducido por etanol y otros agentes 

téxicos 

El alcohol ha sido una de las drogas de mayor consumo a lo 

largo de la historia de la humanidad, su abuso ocasiona directa o 

indirectamente gran variedad de enfermedades en diferentes regiones 

del cuerpo. En exposiciones agudas se puede tolerar en niveles mas 

© menos altos, en cambio en exposiciones crénicas (afios) puede 

provocar un cierto grado de adaptaci6én, teniendo el individuo altas 

concentraciones de alcohol en la sangre. Esta tolerancia llega 

acompajiada de dafio en diferentes tejidos (higado, pancreas, 

coraz6én, cerebro, etc.) (Vogel, 1995). 

Los estudios realizados en ratas indican que concentraciones 

de 50-150 Mm de alcohol (concentracién a la cual se efecttan 

desérdenes significativos en la membrana), tienen poco o ningin 

efecto en preparaciones de membranas provenientes de ratas 

alimentadas con .alcohol. A este fenédmeno se le ha _ llamado 
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"tolerancia de membrana", los cambios que se dan a nivel molecular 

atin no han sido identificados (Ashburner, 1970; Zimarino y Wu, 

1987). 

Existe evidencia que sugiere que la sefial para inducir tal 

respuesta adaptativa se ejerce a nivel celular. En estudios con 

lineas celulares expuestas a etanol por periodos de varios dias, se 

detectan cambios especificos y reversibles en las propiedades de 

las células que ayudan’a la adaptacién al etanol. Estos datos 

sugieren que el alcohol dispara directamente una sefial en la célula 

que puede inducir una respuesta adaptativa (Vigue y Sofer, 1976; 

O'Donnell et al., 1975). 

Existen numerosos compuestos que desencadenan la produccién 

de proteinas de estrés, entre ellos se encuentran el arsénico 

(especificamente, arsenito y arsenato de sodio) y la azida de 

sodio. 

VI. Proteinas de estrés y receptores de hormonas 

Algunos estudios relacionan a la HSP90 con receptores de 

hormonas esteroides. Cuando un receptor de esteroides se une a su 

hormona especifica, el receptor puede interaccionar con el ADN y 

activar o vreprimir la expresi6én de ciertos genes. La 

caracterizacién de las formas activa e inactiva del receptor de la 

progesterona, mostré que en ausencia de la hormona, el receptor se 

agocia con varias proteinas celulares, entre ellas la HSP90, que lo 

mantiene inactivo. Cuando Se une a la progesterona, el receptor se 

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

VII. Proteinas de estrés y enfermedades infecciosas 

El estado de estrés ocasionado por infecciones y enfermedades 

inmunitarias. Puede ocasionar que las bacterias o microorganismos 

par&sitos sinteticen protefnas que puedan ser los principales 

antigenos, o proteinas diana, que el sistema inmunitario utiliza 

para reconocer y destruir al invasor. Aunque en algunos casos estos 

antigenos pueden ser similares o iguales a las proteinas del hombre 

(Vogel, 1995). 

VIII. Proteinas de estrés y cancer 

El uso de la hipertermia, en combinacién con la radiacién, en 

el tratamiento de cA4nceres ha tenido buenos resultados. Sin embargo 

atin hay detalles que no se han definido y que obstaculizan su 

prdéctica. Entre ellos esta el hecho de que las células se vuelven 

termotolerantes, ya sea de forma local y/o total; otro problema, es 

la falta de una unidad de dosis termal que evaltie cuantitativamente 

el efecto biolégico (Arcos et al., 1995). 

£1 uso de la hipertermia (en combinaci6én con la radioterapia) 

en tumores superficiales, ha tenido éxito pues en algunos casos el 

tumor ge reduce en m&s del 50%; un problema que presentan el 

tratamiento de tumores profundos es que la temperatura no puede ser 

constante. Algunos métodos por los que se da hipertermia son los 

siguientes: 

A. Calentamiento externo. 
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B. Calentamiento intracavitoneal. 

c. Calentamiento intersticial. 

Se han reportado diferentes factores tanto enddédgenos como 

exégenos que influyen en la inducci6én y progresién de un tumor. 

Entre éstos se encuentra el estrés, del cual se ha reportado que 

modula la induccién y el crecimiento de los tumores. Por lo que se 

ha concluido que el estrés es un pardmetro firmemente establecido 

en la carcinogénesis (Vogel, 1995). 

También, el estrés se ha definido como cualquier cambio lejos 

de una reguiacién homeostadtica. Estos cambios pueden ser en la 

conducta o el comportamiento (miedo, tensién, ansieda@), 

fisiolégicos (incremento de la actividad gastrointestinal, 

taquicardia e incremento en la presién sanguinea) y/o bioquimicos 

(cambio en el nivel de esteroides, incremento de catecolamina en el 

plasma) . 

En los seres humanos, las fuentes de estrés pueden ser eventos 

externos (presién en el trabajo, pérdida de un ser querido) o 

internos (dolor, enfermedad). Si el estrés es intenso o crénico, 

puede favorecer el desarrollo de enfermedades oportunistas 

asociadas con el estrés (depresién, hipertensién, tlcera, dolor de 

cabeza) (Vogel, 1995). 

La exposicién crénica a estrés puede conducir en algtin tiempo 

a la adaptacién, con una reduccién gradual en la respuesta al 

estrés. En algunos casos el estrés crénico no produce cambios en la 

respuesta a éste. Contrariamente, el estrés crénico puede llevar a 

la sensibilizaci6én con un incremento en la respuesta al estrés por 
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un tiempo excesivo. La elevada variacién entre los individuos, 

probablemente se refleja en la plasticidad encontrada en la 

evaluacién del proceso asi como en la habilidad de los mecanismos 

de respuesta. 

El estrés no siempre esta relacionado con deterioros en la 

salud, las consecuencias que este pueda ocasionar en un organismo 

se relacionan con la frecuencia con que se presenta el estrés. 

Ademaés los efectos en la salud son altamente particulares. En 

algunos individuos no se muestra relacién entre el estrés y la 

manifestaci6én de alguna enfermedad, cuando el estimulo ha sido 

constante por un perfodo intenso; otra experiencia relevante es 

cuando el estrés se relaciona con problemas y patologias; cuando el 

estrés ha sido extremo y constante (Vogel, 1995). 

Los individuos usualmente expresan selectividad de respuesta 

con respecto al 6rgano afectado (dolor de cabeza, hipertensién, 

ilcera o depresién, pero no todos simultaAneamente). Esta diferencia 

y selectividad se ha explicado con base en la vulnerabilidad del 

Sérgano. Si una persona no presenta vulnerabilidad en algin érgano 

en el momento del estrés entonces no causa problemas; no importa la 

reacci6én al estrés ya que no afectard severamente al organismo. 

Pero si existe vulnerabilidad en el 6rgano no importando el érgano 

que sea, 6éste responderaé patoldégicamente al estrés. 

La alta variabilidad de la respuesta al estrés y la 

vulnerabilidad del 6rgano, posiblemente requieren tiempos 

prolongados; y las respuestas en el detrimento de la salud son 

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

IX. Proteinas de estrés como chaperonas moleculares 

Las chaperonas moleculares son una familia de proteinas 

celulares, las cuales regulan el correcto plegado de otros 

polipéptidos y en algunos casos su ensamblado en estructuras 

oligomericas (Ellis and Hemmingsen, 1989; Harti, 1996; Lorimer, 

1996). 

Las chaperonas ejercen su funcién a través de la inhibici6én 

de vias improductivas de plegado, impidiendo interacciones 

incorrectas entre las partes de la cadena polipéptidica (Ellis, 

1990; Hartl, 1996; Lorimer, 1996). 

Las chaperonas funcionan no s6lo durante los procesos 

celulares normales sino que ademas acttian ante la demanda causada 

por un estado de estrés como lo es el estrés térmico (Ellis, 1990). 

La funcién de las chaperonas es de gran importancia ya que 

muchos proecesos celulares que involucran el ensamblaje de proteinas 

presentan un riesgo propio, dependiendo del ntimero y variedad de 

interacciones que se presenten en su conformacién (Vogel, 1995). 

X. Estrég térmico como inductor de fenocopias 

La expresién fenotipica de rasgos genéticos es el resultado 

tanto de la dotacién genética que los organismos reciben (qenotipo) 

como del impacto del ambiente en la expresidén de dicha informacién. 

Los cambios en el ambiente en el que se lleva a cabo la 

ontogenia de un organismo puede llegar a alterar la expresién de la 
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informacién que contiene inicialmente. En la mayoria de los casos 

estos cambios en la expresién no implican modificacién de la 

informaci6én genética, por lo que no son heredables y sélo se 

exhiben en los organismos que tienen este tipo de alteraciones se 

les conoce como fenocopias y su aspecto es muy similar a las 

modificaciones en el fenotipo debidas a mutaciones (Ramos et al., 

1993). 

Las fenocopias en Drosophila pueden ser producidas en 

diferentes etapas del desarrollo. Se pueden inducir ante la 

presencia de calor, eter, radiaci6n, entre otros; estas fenocopias 

simulan fenotipos de mutantes conocidas, como lo es bitérax, 

vestigial, etc. (Gloor, 1947; Santamaria, 1979; Eberlein, 1986; 

Eberlein and Mitchell, 1987; Petersen and Mitchell, 1991). 

En Drosophila melanogaster se ha reportado que incrementos 

ligeros (de 4 a mas grados) sobre la temperatura habitual (25 4 1 

°C) durante el desarrollo larvario modifican la frecuencia de 

mutaci6én somatica en células de las alas de la mosca adulta 

(Mitchell and Lipps, 1978). También se ha reportado que el estrés 

térmico aplicado a embriones de Drosophila en estado de blastodermo 

induce fenocopias de algunas mutantes dominantes del complejo 

bit6érax (Santamaria, 1979). 

La produccién de fenocopias se ha relacionado con efectos del 

estrés térmico sobre la sintesis directa del ARN a través de la 

retroalimentacién de la transcripcién por proteinas de estrés 

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

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster es el eucarionte 

mejor conocido genéticamente, razén por la cual se le emplea en 

diversos tipos de investigaciones; ofrece numerosas ventajas que 

permiten utilizarla como un sistema de prueba animal rapido, 

versétil y eficiente, con el que puede analizarse un amplio 

espectro de alteraciones genéticas inducidas por agentes 

ambientales, tanto en células somA4ticas como en células germinales. 

Se le puede mantener en espacios pequefios y el costo de su 

manutencién es reducido, en comparaci6én con los sistemas de 

mamiferos. Por la duracién de su ciclo de vida, proporciona gran 

nimero de generaciones en corto tiempo, tiene un nimero cromosémico 

bajo (2n=8) y las larvas presentan cromosomas gigantes en sus 

glandulas salivales, los cuales se han utilizado en estudios 

citogenéticos para mutagénesis y evclucién (Ramos et al., 1993). 

Los compuestos se pueden administrar por diferentes rutas, 

ademas de que permite la deteccién de virtualmente todos los 

eventos genéticos: sustituci6én de pares de bases en el ADN, 

mutaciones génicas o puntuales con efecto deletéreo, deleciones 

pequeiias, rearregios cromosémicos como inversiones y 

translocaciones, no disyuncién, recombinaci6én en las células 

germinales y en las células somaticas, entre otras. 

Desde que la hembra ovoposita el huevo, hasta que emerge el 

imago (adulto), el ciclo de vida de Drosophila melanogaster es de 

9.5 a 10 dias, a 25 + 1 °C y 60 % de humedad relativa. La larva 

pasa por tres estadios y dos mudas larvales; la primera de ellas 
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ocurre a las 25 h y la segunda, a las 48 h; el pupario se forma 

aproximadamente a las 96 h (Demerec, 1965; Roberts, 1986; Ramos et 

al., 1993) (Fig. 2). 

Pasado el desarrollo embrionario, eclosiona del huevo una 

larva (primer estadio), la cual se encuentra formada por 12 

segmentos no aparentes (Demerec, 1965). La larva presenta dos 

linajes celulares diferentes; las células larvarias y las 

imagales. Las células larvarias forman todo el cuerpo de la larva, 

han perdido su capacidad de divisién y sélo aumentan de volumen; en 

algunas se presentan cromosomas politénicos, son poliploides y 

estan determinadas y diferenciadas genéticamente. Las células 

imagales se localizan en pequejias estructuras denominadas discos 

imagales y no est&n involucradas de manera aparente con alguna 

funcién indispensable para la sobrevivencia de la larva, son 

distinguibles de las células larvales por su menor tamafio, su 

constitucién diploide y la retencién de la capacidad de divisi6én 

celular; estan determinadas genéticamente, pero sélo alcanzan su 

diferenciacién cuando entran a metamorfosis (Demerec, 1965; 

Wilkins, 1986; Wiirgler y Vogel, 1986; Pomerai, 1990; Ramos et al., 

1993). 

Durante la metamorfosis, la hormona ecdisona desencadena una 

serie de cambios en el organismo, los cuales involucran la 

destrucci6én de ciertos tejidos y 6rganos larvarios y la 

organizacién de las estructuras del adulto a partir de un 

complejo de células primitivas, los llamados discos imagales. La 

mayor parte de los érganos del adulto se forman a partir de éstos, 
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Fig. 2 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (25 °C). 
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o bien por células larvarias que se diferencian al ocurrir la 

reorganizaci6én del estado pupal. Las extremidades, ojos, antenas, 

alas y el aparato genital se diferencian a partir de su disco 

imagal respectivo, que sufre una histogénesis durante el desarrollo 

pupal dando origen a las distintas partes del cuerpo del adulto 

{Ramos et al., 1993) (Pig. 3). 

Los andlisis bioquimicos realizados tanto en las larvas como 

en los organismos adultos de Drosophila, indican que en ellos se 

detectan complejos enzimaticos semejantes a los de la fraccién S9 

del higado de los mamiferos, razén por la cual Drosophila se ha 

empleado en mutagénesis como modelo experimental in vivo, ya que la 

capacidad de biotransformacién de promutdgenos de este sistema de 

prueba es similar a la detectada en los mamiferos (vogel y 

Zijlstra, 1987). 

Para realizar la prueba de mutaci6én y recombinacién somaticas 

(SMART) en células de las alas de Drosophila melanogaster se 

utilizan larvas transheterocigéticas para dos marcadores 

fenotipicos recesivos localizados en el tercer cromosoma que 

controlan el aspecto de los tricomas, o procesos unicelulares que 

forman las células diferenciadas de la superficie de las alas: 

pelos maltiples en el ala (mGltiple wing hair, mwh) y flama (flare, 

flr*), ubicados a 0.0 y 39.0 unidades de mapa sobre el cromosoma 3, 

respectivamente; de tal forma que si durante el desarrollo de las 

alas ocurren cambios en la informacién de las células, se 

originaraén clones celulares que se hardén evidentes como manchas 

fenotipicas mutantes que podrdn distinguirse del resto de las 
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células -de tipo silvestre- a través de la expresién fenotipica de 

los tricomas en la mosca adulta (Garcia-Bellido y Merriam, 1971) 

(Fig. 4). Esta prueba tiene valores mas altos de sensibilidad 

{0.75-0.78) y especificidad (0.83-0.86) que la de letales recesivos 

ligados al sexo (SLRLT) (0.33-0.79 y 0.50-0.73, respectivamente) 

cuando se analizan compuestos no alquilantes (Vogel, 1987; Graf y 

Wairgler, 1988; Vogel y Szakmary, 1990). 

En la prueba de mutacién y recombinacién somAticas, aquellos 

eventos provenientes de mutacién puntual, delecidén, no disyuncién 

y la recombinacién entre los marcadores utilizados (flr* y mwh), 

originaraén una mancha simple en la que las células involucradas 

expresar4n s6élo uno de los marcadores mutantes (Fig. 5). Unicamente 

los eventos de recombinacién que ocurren entre el marcador proximal 

{fir’?) y el centrémero, dardn origen a manchas gemelas, en las 

cuales las células expresaran los dos marcadores 

de manera independiente (Fig. 5). Por su origen, las manchas 

gemelas son indicadoras de recombinacién, por lo que en la prueba 

SMART puede estimarse la capacidad inductora de recombinacién de un 

compuesto en particular, al distinguirse entre estos eventos y 

otros (Vogel et al., 1980; Radman y Kinsella, 1980; Cairns, 1981). 

Los tratamientos en la prueba SMART pueden abarcar toda la 

fase larvaria o sélo una parte de ésta. Los tratamientos agudos 

pueden seleccionarse para probar compuestos con vida media corta, 

para exposiciones a altas concentraciones, o cuando se desea 

localizar especfficamente el efecto provocado. En adicién a lo 

anterior, los tratamientos de mayor duracién se utilizan para 

40 

 



‘Soe MNT SOMOS op UOPeUTIO,] pf “S43 

(expourpuy Uptoow) uppooe 
SOM ByUEPY § epaey 

  
   

@ 
¢ 

@ 
64 

  

“Be 
PP 

OOSIP 
[op 

oyforesogd 

4
1



 
 
 
 

  
(af 

£ 
youu 

anno) 

UpEUIquIosay 

 
 
 
 

    
        

i 
tg 

\\ 
p
e
e
 

—
—
<
e
 

 
 
 
   

      
    

  
 
 
 
 

MART 
Fig. 5 Eventos genéticos y tipos de manchas detectados en la S 
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compuestos quimicamente estables y exposiciones a  bajas 

concentraciones por periodos prolongados. Debido a la duracidén de 

la fase larvaria, es posible exponer a las larvas a m&s de un 

tratamiento, de manera que puede determinarse si el orden en que 

éstos son aplicados modifica su genotoxicidad; o bien, administrar 

simultdneamente ambos compuestos (co-tratamientos), con lo que es 

posible estimar si la interaccién quimica entre ellos altera el 

efecto inducido. 

Los tratamientos combinados pueden usarse, por ejemplo, en la 

determinacién de la capacidad antimutagénica de algiin compuesto, 

definida como la disminuci6én del efecto inducido por otros 

mutagenos. Este protocolo se ha utilizado exitosamente para probar 

la combinacién de m4s de un compuesto y para analizar la actividad 

antimutagénica de otros (Mufioz, 1994; Mufioz y Ramos, 1995). Es 

importante continuar con la evaluacién de las ventajas de este tipo 

de protocolos para llegar a establecer su aplicabilidad y 

limitaciones en el estudio de m&s de una compuesto o factor 

genotéxico. 

JUSTIFICACION 

La determinacién de la interaccién entre compuestos quimicos 

potencialmente genotdxicos y los factores ambientales, es relevante 

para valorar el impacto genético que éstos pueden ejercer sobre los 

seres vivos. El estudio de las relaciones de sinergismo 

(potenciacién, efecto aditivo y antagonismo, entre otras) que 

ocurren entre los diversos factores que participan en estos 

procesos incrementara la informacién sobre el potencial dafiino de 
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compuestos quimicamente estables y exposiciones a  bajas 

concentraciones por periodos prolongados. Debido a la duracidén de 

la fase larvaria, es posible exponer a las larvas a m&s de un 

tratamiento, de manera que puede determinarse si el orden en que 

éstos son aplicados modifica su genotoxicidad; o bien, administrar 

simultdneamente ambos compuestos (co-tratamientos), con lo que es 

posible estimar si la interaccién quimica entre ellos altera el 

efecto inducide. 

Los tratamientos combinados pueden usarse, por ejemplo, en la 

determinacién de la capacidad antimutagénica de algiin compuesto, 

definida como la disminucién del efecto inducido por otros 

mutagenos. Este protocolo se ha utilizado exitosamente para probar 

la combinacién de mAs de un compuesto y para analizar la actividad 

antimutagénica de otros (Mufioz, 1994; Mufioz y Ramos, 1995). Es 

importante continuar con la evaluaci6n de las ventajas de este tipo 

de protocolos para llegar a establecer su aplicabilidad y 

limitaciones en el estudio de mas de una compuesto o factor 

genotdéxico. 

JUSTIFICACION 

La determinacién de la interaccién entre compuestos quimicos 

potencialmente genotdéxicos y los factores ambientales, es relevante 

para valorar el impacto genético que éstos pueden ejercer sobre los 

seres vivos. El estudio de las relaciones de sinergismo 

{(potenciacién, efecto aditivo y antagonismo, entre otras) que 

ocurren entre los diversos factores que participan en estos 

procesos incrementara la informaci6én sobre el potencial daflino de 
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los mismos, lo cual es de primordial importancia en la 

determinaci6n de alteraciones en las células somAticas, como 

proceso fundamental que antecede el desarrollo de procesos malignos 

OBJETIVO GENERAL: 

Analizar la interaccién entre la temperatura y la 

genotoxicidad de algunos xenobidédticos en la induccién de dafio a 

células somaticas en Drosophila melanogaster. 

Objetivos particulares: 

1) Determinar el efecto de la temperatura en la frecuencia de 

mutaci6n y recombinacién en las células somaéticas de las alas. 

2) Determinar la presencia de termotolerancia en células 

somaticas de Drosophila. 

3) Analizar el efecto de la temperatura sobre la genotoxicidad 

del arsenato y arsenito de sodio en células somaticas. 

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

som4ticas termotolerantes. 

MATERIALES Y METODOS 

Compuestos quimicos : Arsenato de sodio Na,HAsO, 7H,0, cristales 

dibasicos CAS-Nim. [10048-95-0] y arsenito de sodio NaAsO,, polvo 

CAS-Nam. [{7784-46-5], ambos de Baker Analyzed Reactivo. 

Cruza y marcadores 

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

edad; las cuales se obtuvieron de la cruza progenitora &? 

44 

 



flr?/T™3,Ser X 6d mwh/mwh (Fig. 6) 

El marcador (flr°/TM3,Ser) “flare" se localiza a 39 unidades 

de mapa en el cromosoma 3; es letal en condicién homocigética en 

células germinales, pero puede expresarse en células somaticas 

produciendo tricomas en forma de flama (Garcia Bellido y Dapena, 

1974). Para el mantenimiento de esta linea se usa el cromosoma 

balanceador TM3,Ser (el cual presenta miltiples inversiones que 

abarcan gran parte del cromosoma 3 y que no permiten recobrar 

eventos de recombinacién; para distinguir a las moscas portadoras 

del cromosoma balanceador se utiliza el marcador "Serrata" (Ser), 

un gen letal dominante que produce indentaciones en el borde distal 

de las alas, de esta manera, las tnicas moscas que sobreviven son 

las heterocigéticas para fir’ y para Ser, por lo 

que se tiene un sistema de letales balanceados (Russell, 1992). El 

marcador mwh (miltiples pelos en el ala) se encuentra en el 

cromosoma 3 a 0.0 unidades de mapa; y se manifiesta fenotipicamente 

porque altera el niimero de tricomas por célula; produciendo 

miltiples tricomas, en lugar de uno como en el fenotipo silvestre 

(Lindsley y Zimm, 1992). 

Sincronizacién 

Después de tres dias de realizada la cruza, los progenitores 

fueron transferidos a frascos con medio de cultivo fresco en los 

que se colectaron huevos por un periodo de 4 hrs. 
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Tratamientos 

Agudo: 

Protocolo 1: Larvas flr?/mwh, de 72 + 4 hrs de edad, se colocaron 

en tubos que contenfan 60 mg de celulosa y 0.5 ml de sacarosa al 

5%, los cuales se sometieron, mediante bafio Maria a diferentes 

combinaciones de temperatura, con intervalos de 1 hr entre cada 

cambio, en los que se mantenian a 25°C. 

Los tubos se cerraron con un tapdén de poliuretano, 

restringiendo el espacio a las larvas, para asegurar que todas 

estuvieran expuestas a la misma temperatura (Fig. 7). 

En la figura 8 se muestra un eSquema del tratamiento sequido. 

Las temperaturas probadas fueron las siguientes: 

29, 33, 38, 40 y 41°C. Las dos tiltimas temperaturas resultaron 

letales para las larvas de Drosophila, por lo que se eliminaron del 

resto de los tratamientos. 

Se realizaron diferentes tratamientos, con uno, dos y tres 

estimulos a temperaturas diferentes, segin las siguientes 

combinaciones: 

25 °C (testigo negativo) 

- Un pulso: 29, 33, 38 °C. 

- Dos pulsos: 29-33, 33-38 y 29-38 °C. 

- Tres pulsos: 29-33-38 °C. 

Crénicos 

Protocolo 2: Se colocaron los progenitores en frascos de 

vidrio para ovopositar sobre medio fresco durante 8 hora, se dejo 
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que los huevos se desarrollaran en larvas de la edad requerida, y 

posteriormente se les colocé dentro de una estufa a 29.5°C durante 

96 h, para el desarrollo temprano (24-120 h); 120 h para el 

desarrollo tardio (120-240 h); y 216 h para la exposicién total 

(24-240 h). El testigo negativo se mantuvo a 25°C (Fig. 9). 

Protocolo 3: En tubos homeopaéticos que contenian medio de cultivo 

fresco en el que se incorporé el compuesto a probar se colectaron 

huevos de los progenitores por 8 hrs. Después de transcurridas las 

24 h del desarrollo embrionario, los viales se mantuvieron en la 

estufa durante 96 h, a una temperatura de 29.5 °C hasta la pupacién 

{24-120 h) (Fig. 10). 

Los compuestos y las concentraciones fueron: 

Arsenato de sodio 0.2, 0.4, 2 y 6 ppm 

Arsenito de sodio 0.2, 0.4, 0.8 y 2 ppm 

Registro de las manchas. 

Las moscas adultas transheterocigéticas que se recuperaron de 

los frascos experimentales y sus testigos respectivos fueron 

sacrificadas por sobredosis de éter y se fijaron en alcohol al 70% 

(Fig. 11). Las alas fueron separadas del organismo con ayuda de 

pinzas de relojero y se montaron en portaobjetos empleando solucién 

Faure (Graf et al., 1984). En cada laminilla se colocaron 10 pares 

de alas de hembras y 10 pares de alas de machos. Las alas se 

revisaron a 40X, cuantificando el niimero, tipo y tamafio de manchas. 

Se considera que dos manchas son independientes cuando se separan 

por m4s de 2 hileras de tricomas normales (Garcfa-Bellido y 
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CRUZA PROGENITORA 

22 fir3f TM3, Ser X eomwh/mwh 

| 
SINCRONIZACION 

Durante 8 h en medio de cultivo fresco 

| 
TRATAMIENTO 

FIJACION 

Las moscas adultas se fijan en etano! al 
70%, se separan las transheterdcigas y 

las portadoras del balanceador. 

ELABORACION DE LAMINILLAS 

Se disectan las alas y se colocan por pares 

en portaobjetos con solucién Fauré. 

REGISTRO DE RESULTADOS 

Andlisis al microscopio a 40X 

Clasificacién en manchas: 

Chicas (Ch), Grandes (G), Gemelas (Ge) y Totales (7). 

2 PRUEBA ESTADISTICA 

X para proporciones a P= 0.05 (Frei y Wargler, 1988) y 

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

     Fig. 11 Resumen de la metodologia seguida en la prueba de 

SMART en células somaticas del ala de Drosophila melanogaster. 
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Merriam, 1971; Graf et al., 1984). 

Andlisis estadistico. 

Para determinar si existian diferencias significativas entre 

las series testigo y tratadas, se compar6é la frecuencia de manchas 

de cada lote mediante el programa de cémputo SMART (Frei y Wirgler, 

no publicado}, a un a = 0.05, y el procedimiento de 

decisi6én miltiple de Frei y Wirgler (1988). Este programa se basa 

en la prueba de X’ para proporciones y contrasta dos hipétesis: 

La hipétesis nula (Ho), estipula que no existe diferencia 

entre la frecuencia de mutacién de las series testigo y las 

tratadas; por esta raz6n, su aceptacién indica que el tratamiento 

no altera la frecuencia de mutacién basal. El rechazo de esta 

hipétesis indica que hay un incremento estadistico significativo en 

la frecuencia de mutacién basal. 

ba hipétesis alternativa (H,) propone que el tratamiento 

increménta m veces la frecuencia basal de mutacién. su rechazo 

indica que la frecuencia de mutacién inducida no alcanza el 

incremento de frecuencia postulado (m), mientras que su aceptacién 

sefiala un efecto positivo del tratamiento. El incremento propuesto 

m, indica el ntimero de veces que debe aumentarse la frecuencia de 

mutacién del lote testigo. Para manchas simples chicas yY manchas 

totales, m = 2 debido a que la frecuencia basal de este tipo de 

manchas es alta; y para manchas simples grandes y manchas gemelas, 

m= 5 debido a que la frecuencia de estos eventos es muy baja. Los 

resultados que pueden obtenerse del andlisis son los siguientes: 

S4



negativo (-), si se acepta la H, y se rechaza la H,; positivo (+), 

si se rechaza la H, y se acepta la H,; débil positivo (d+), si se 

rechazan ambas hipétesis, en cuyo caso la frecuencia de mutacién 

sera mayor de la del lote testigo, pero no alcanzara el incremento 

propuesto; e, indeterminado (i), si se aceptan ambas hipdtesis, ya 

que esto no puede ser cierto simultdneamente. 

En las moscas adultas, las manchas constituyen la expresién 

fenotipica de alteraciones genotipicas en las células precursoras 

de las alas (células de los discos imagales de las alas). Se ha 

determinado que para alcanzar el ndimero de células que forman cada 

ala se requiere el concurso de 15.6 divisiones celulares, asumiendo 

que la duracién del ciclo celular de las células precursoras es de 

8h (Garcfa-Bellido y Merriam, 1971; Szabad et al., 1983). Asi, una 

célula precursora (sélo se ejemplifica con 1 célula) que inicia la 

serie de divisiones mitéticas para la formacién del ala se 

encontrarfa en 2° ciclos = 1 célula; después dé la primera divisi6n 

se tendrfan 2? ciclos = 2 células; en la siguiente divisién, 2? 

ciclos = 4 células, y asi sucesivamente, de manera que se puede 

estimar cudéntos ciclos de divisién pasaron desde que se originé el 

cambio en la informacién genética de la célula precursora, ya que 

esto determinarad el tamafio de la mancha en la mosca adulta, este 

valor recibe el nombre de clase clonal promedio (Tabla I) (Pdez, 

1996). 

No obstante lo anterior, en la mosca adulta el tamafio de la 

mancha no siempre corresponde con el que podria esperarse con base 

en la edad de la larva al momento del tratamiento y con el tipo de 
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accién de un agente mutagénico (mutadgeno o promutdgeno), de manera 

que variaciones en la clase clonal promedio pueden indicar 

interferencia en la proliferacién de las células precursoras. 

Cuando en las series tratadas se obtienen valores menores a 

los del testigo correspondiente es posible que el tratamiento 

provoque atraso o impida la proliferacién. El andlisis de la clase 

clonal . promedio debe realizarse en combinaci6én con otros 

paraémetros, como la frecuencia de manchas totales y la frecuencia 

de induccién X 10° células (Péez, 1996). 

La frecuencia de induccién xX 10° células, estima cudntos 

clones nuevos se inducen con base en un niimero de células 

constante. La frecuencia de induccién corregida X 10°, en la que 

se restan los clones del lote testigo, d& un valor indicativo de 

los clones producidos sélo por el tratamiento. 

Se compar6 la dispersién en la distribuci6én del nimero de 

manchas por mosca y en la distribucién del ntimero de células por 

mancha con la prueba no paramétrica de comparaciones maltiples (U 

de Mann- Whitney-Wilcoxon), para la sobre dispersi6én en el nimero 

de manchas por mosca y el nimero de células por clon a un @ = 0.05. 

La prueba de U de Mann-Whitney-Wilcoxon aplicada a la dispersién 

poblacional contribuye a la toma de decisiones sobre la 

genotoxicidad de los compuestos evaluados en la SMART (Frei y 

Wurgler, 1995; Ramos et al., 1996). 

57



RESULTADOS 

Se realizaron al menos dos repeticiones de cada tratamiento y 

se compararon los resultados obtenidos en cada una; al no 

encontrarse diferencias significativas, se procedi6é a sumar los 

datos de cada repeticién para incrementar el tamafio de muestra. 

El factor temperatura fue probado por separado: 1) en 

tratamientos agudos; 2) en tratamientos crénicos y 3) en los 

cotratamientos crénicos con dos sales de arsénico ({arsenato y 

arsenito de sodio). 

Tratamientos agudos con temperatura 

la frecuencia de manchas obtenida en moscas expuestas a uno, 

dos o tres pulsos de temperatura, se muestra en la tabla II. Con un 

pulso de temperatura arriba de 25 °C, no se increment6 de manera 

significativa la frecuencia de manchas totales, aunque en todos los 

casos la frecuencia fue ligeramente mayor a la del testigo 

negativo. La frecuencia de manchas grandes fue incrementada de 

manera significativa y en igual magnitud con los tres tratamientos 

de un pulso (P < 0.05). La frecuencia de manchas gemelas fue 

similar a la del testigo. También en los tratamientos de un pulso, 

la clase clonal promedio fue similar entre los lotes experimentales 

y mayor a la del testigo (1.42). 

Al dar dos pulses de 1 h a temperaturas superiores a 25 °C, 

separados por un intervalo de recuperaci6n de 1 h a 25 °C se 

modific6 la respuesta obtenida anteriormente. En el lote expuesto 

a 29 y 33 °C, la frecuencia de manchas chicas (0.46) fue 
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ligeramente mayor a la obtenida con 29 °c (0.37) y similar ala 

registrada para 33 °C (0.41), en ningiin caso la diferencia fue 

significativa. Se registraron pocas manchas grandes y ninguna 

gemela. La suma de todas las wmanchas alcanzé una frecuencia 

intermedia entre los dos tratamientos de un solo pulso, y 

finalmente la clase clonal promedio fue mayor a la del testigo 

negativo y menor a la de los tratamientos de un pulso. En las 

moscas expuestas a 33 y 38 °C, la frecuencia de manchas chicas fue 

menor a la de los tratamientos de un pulso (0.37) y similar a la 

del testigo negativo; la de manchas grandes fue mayor a la del 

testigo a 25 °C (P < 0.05), pero comparada con la de los lotes que 

recibieron un solo pulso fue aproximadamente de la mitad. Se 

recobraron manchas gemelas, pero no fueron significativas en 

nimero; finalmente, la frecuencia total de manchas fue similar ala 

del testigo negativo y menor a la obtenida en los tratamientos 

correspondientes de un pulso. En los tratamientos con dos pulsos: 

29 y 38 °C, separados por un periodo de 3 h a 25 °C, se obtuvo un 

efecto diferente. La frecuencia de manchas chicas fue mayor a la 

obtenida en los correspondientes tratamientos de un pulso (0.56); 

la frecuencia de manchas grandes también se incrementé de manera 

significativa, aunque comparada con los tratamientos individuales 

el valor fue menor (0.06); no se recobraron manchas gemelas; y la 

suma de todas las manchas dio la mayor induccién de todos los 

tratamientos (0.62) (P < 0.05). 

ba combinacién de tres pulsos de temperatura: 29, 33 y 38 °C, 

separados por 1h de recuperacién a 25 °C, produjo sélo un ligero 
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incremento en la frecuencia de manchas chicas; las manchas grandes 

fueron m&és numerosas que en los tratamientos con dos pulsos pero no 

superaron las frecuencias obtenidas con los tratamientos de un solo 

pulso; no se recobraron manchas gemelas y la frecuencia de manchas 

totales se increment6 en forma similar a la obtenida con los 

tratamientos a 33 y a 38 °C (0.52 y 0.57, respectivamente) . También 

en este tratamiento, la clase clonal promedio fue mayor a la del 

testigo negativo (1.75). 

La figura 12a muestra que la dispersién de la distribucién del 

nimero de células por mancha fue mayor en todas las series 

experimentales, debido a la aparicién de manchas con gran ntmero de 

células, sin embargo, la frecuencia con la que se recobraron éstas 

fue baja, por lo que las diferencias con respecto al testigo 

negativo no fueron significativas (P > 0.05). 

La dispersién en la distribucién de manchas por moscas también 

fue ligeramente mayor a la encontrada para el lote testigo, aunque 

el ndmero de moscas por mancha fue similar entre los lotes, la 

frecuencia de moscas con mas de una mancha se incrementé en las 

series experimentales (Fig. 12b). 

En resumen, la aplicacién de un pulso de temperatura mayor a 

25°C, induce alteraciones heredables en las células somaticas de 

Drosophila. Dos pulsos consecutivos (con intervalos de recuperacién 

de 1 ha la temperatura 6ptima) confiere termotolerancia de las 

células al segundo pulso y la respuesta recobrada es menor. La 

aplicacién de dos pulsos no consecutivos (separados mas de 3 h) 

induce mayor dajfio a las células somaticas que los tratamientos 
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independientes. la aplicacién de tres pulsos  consecutivos 

(separados por 1 h de recuperacién entre cada uno), tiene un efecto 

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

Tratamientos crénicos con temperatura 

Para los tratamientos con un mayor tiempo de exposicién a una 

temperatura superior a la 6ptima se seleccionaron 29 °C, aunque 

Finalmente se utilizaron 29.5 °c, temperatura a la que se logré 

estabilizar la estufa de cultivo. A 29 °C se obtuvo un incremento 

significativo en la frecuencia de manchas grandes, por lo que al 

prolongar el tiempo de exposicién se esperaba que el efecto fuera 

mas marcado. 

En esta etapa se analizé el efecto de la temperatura en el 

desarrollo postembrionario de moscas libres de inversién y de 

moscas portadoras del cromosoma balanceador (Ser), en las Gltimas 

la presencia de miltiples inversiones no permite recobrar eventos 

de origen recombinogénico; por lo anterior, la comparacién de las 

frecuencias en los dos tipos de moscas estima la contribuci6én de la 

recombinacién a la respuesta recobrada. Con la finalidad de 

determinar cual es la etapa mas sensible se analiz6é por separado el 

efecto en la etapa larvaria y en la metamorfosis. 

Moscas libres de inversién 

En la fase larvaria, el incremento en la temperatura no 

modificé la frecuencia de manchas chicas y gemelas (Tabla III) 

pero si la de manchas grandes de manera significativa (P < 0.05), 
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sin embargo, como este tipo de manchas contribuye en una proporcién 

reducida a la frecuencia de manchas totales, ésta apenas registré 

un ligero incremento, comparado con las moscas mantenidas a 25 °C; 

no obstante, la clase clonal promedio si aument6 (1.85). Cuando se 

exponen los organismos a partir de las 120 h de edad y durante la 

metamorfosis, se observ6é un notable incremento en la frecuencia de 

manchas simples, tanto chicas como grandes (P < 0.05), pero no de 

manchas gemelas. 

La suma del total de manchas quintuplica la frecuencia del 

testigo negativo (2.16 y 0.40, respectivamente), registrdndose una 

clase clonal promedio mayor y una frecuencia corregida de formacién 

de clones por 10° células de 7.2. Al exponer a las moscas tedo el 

periodo postembrionario, la frecuencia de manchas chicas fue menor 

(1.62) a la que se esperarfa bajo un modelo aditivo (1.99); la de 

Manchas grandes (0.75) es mayor a la esperada (0.61); y, 

finalmente, la frecuencia de la gsuma de todas las manchas (2.38) 

fue menor a lo esperado (2.62), con un déficit de 29 manchas (0.24 

X 120 alas). La clase clonal promedio fue la mayor de todos los 

tratamientos (2.24) y se registré la mayor frecuencia corregida de 

formacién de clones por 10° células (8.1). 

La dispersién en la distribucién del miimero de células por 

mancha fue mayor en todas las series experimentales, pero las 

frecuencias por tipo de mancha se incrementaron notoriamente en los 

tratamientos que abarcaron 120-240 y 24-240 h (Fig. 14a). 

La dispersién en el nimero de manchas por mosca s6lo se 

modificé en los tratamientos que abarcaron la metamorfosis (P< 
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vida de Drosophila melanogaster. 
67 

   



0.005), siendo mayor durante todo el perfodo postembrionario (Fig. 

14b). 

M as portadoras cromosoma _balanceador (Ser) 

Las moscaS expuestas durante la fase larvaria mostraron la 

misma frecuencia de manchas que el testigo a 25 °C (0.52) (Tabla 

Iv), sin embargo, el efecto sobre el tipo de mancha fue diferente. 

La frecuencia de manchas chicas fue menor y la de manchas grandes 

registré un incremento débil positivo (0.22), en consecuencia, la 

clase clonal promedio también se increment6é (2.21). También en 

estas moscas, durante la metamorfosis se recobr6é un gran niémero de 

manchas, siendo significativo el incremento en la frecuencia de 

manchas simples (P < 0.05). La frecuencia del total de manchas fue 

el triple de la del testigo negativo (1.53), con uma clase clonal 

promedio que fue la mayor de todos los tratamientos (2.35), asi 

como la frecuencia corregida de formacién de clones por 10°° células 

(4.1). Contrario a lo observado en las moscas libres de inversién, 

la exposicién durante todo el perfodo postembrionario no registré 

el maximo efecto. La frecuencia de manchas chicas se increment6 

ligeramente, la de manchas grandes y la de la suma de todas las 

manchas si registré un aumento significativo pero menor al del 

tratamiento anterior. La clase clonal promedio fue mayor a la del 

testigo y la frecuencia de formacién de clones por 10° células fue 

s6lo de 1.6. 

La dispersién en la distribucién del nimero de células por 

mancha (Fig. 15a) fue mayor en todos los tratamientos y al igual 

que en las moscas libres de inversién, en los tratamientos que 
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abarcaron la metamorfosis la frecuencia de todos los tamafios de 

mancha se incrementé de manera notable. 

La dispersién en la distribucién del nimero de manchas por 

mosca no se modificé en las moscas expuestas durante la fase 

larvaria; fue mayor en el tratamiento de 120-240 h (P < 0.01), y la 

frecuencia de moscas con miltiples manchas se increment6 también en 

la fase postembrionaria (P < 0.05) (Fig. 15b). 

En la figura 16 se compara la frecuencia corregida de manchas 

por ala en moscas libres de inversién (silvestres) y portadoras del 

cromosoma balanceador (Ser). La diferente constitucién genética de 

las moscas analizadas permite estimar la participacién de la 

recombinaci6én a la respuesta encontrada. Los resultados indicaron 

que durante la fase larvaria el efecto de una temperatura superior 

no modific6 la frecuencia de manchas en ambos tipos de moscas, sin 

embargo, en el perfodo postlarvario (120-240 h) en ambas se obtuvo 

un incremento significativo, del que el 43 % es explicado a través 

de la recombinacién y el 57 % restante puede adjudicarse a eventos 

no recombinogénicos; finalmente, cuando la exposicién abarca el 

perfiodo postembrionario, la recombinacién tiene una participacién 

del 80 % y sélo se recobra un 20 & de eventos no recombinogénicos. 

Arsénico 

En la progenie transheterociga se analizé la induccién de 

manchas por dos sales de arsénico: arsenato y arsenito de sodio. 

Los compuestos se probaron a la temperatura Optima (25 °C) durante 

la fase larvaria, es decir, a partir de las 24 h de edad total que 

es el tiempo en el que emergen las larvas de primer estadio y hasta 
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las 120 h, momento en el que se induce la pupacién, por lo que se 

interrumpe la exposicién directa a los compuestos. Posteriormente 

se analizé el efecto de la exposicién simultanea a cada uno de los 

compuestos manteniendo los cultivos a una temperatura superior 

durante el perfiodo de la exposicién (29.5 °C). 

Argenato de sodio 

La frecuencia de manchas totales se incrementé de manera 

significativa s6élo a 0.2 ppm (P < 0.05}; sin embargo, en todas las 

concentraciones la frecuencia de manchas formadas por 3 o mas 

células aument6 de manera significativa pero sin correspondencia 

con la concentraci6én administrada (Tabla V}). La clase clonal 

promedio fue mayor en todas las series experimentales con respecto 

al testigo negativo. La frecuencia de formacién de clones X 10% 

células no se modificé de manera importante. 

La figura 17a muestra que la dispersién en la distribucién del 

namero de células por mancha fue mayor a la del lote testigo en 

todas las series experimentales, lo que concuerda con el valor de 

la clase clonal promedio, es decir, aunque sélo a 0.2 ppm hubo 

induccién significativa de manchas, en las demdés concentraciones se 

recobraron mas manchas grandes. Resulta notoria la aparicién de 

manchas de gran tamafio (>32 y < 256 células), sdlo en el caso del 

tratamiento durante toda la fase postembrionaria se recobré una 

mancha de m&s de 512 células, sin embargo esto no se repitié en los 

dem4s lotes, por lo que su aparicién pudo haber sido aleatoria. 

La dispersién en la distribucién del ntmero de manchas por 
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Fig. 17 a) Frecuencia de células por mancha y b) Manchas por mosca, 

inducidas por arsenato de sodio en larvas de segundo estadio de Drosophila 

melanogaster. 
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mosca result6 poco modificada (P > 0.05), aunque el ntimero de 

manchas por mosca tendié a ser mayor en las series experimentales 

(Fig. 17b). 

El cotratamiento con arsenato de sodio y una temperatura de 

29.5 °C dio una respuesta diferente (Tabla VI), ya que comparadas 

con su testigo concurrente, ninguna de las series experimentales 

mostr6é una frecuencia de manchas por ala significativamente mayor 

y en el caso del lote tratado con 0.2 ppm que a 25 °C dio una 

respuesta significativa, ahora se recobré una frecuencia de manchas 

incluso menor a la del lote expuesto s6lo a 29.5 °C. En todos los 

lotes la clase clonal promedio fue similar. 

La digspersién de la distribucién del niimero de células por 

mancha fue diferente a la del testigo concurrente incluso a 0.2 

ppm, ya que en todos los lotes experimentales se obtuvieron 

manchas de mayor tamafio que las recobradas en ausencia de arsenato 

de sodio (Fig. 18a). 

Al igual que en la distribucién anterior, la dispersién en el 

néimero de manchas por mosca también cambié, sin embargo, llama la 

atenci6n que el nimero de moscas que no presentan manchas se 

imcrement6 a 0.2, 0.8 y 2 ppm, ademas de que en todas las series 

experimentales aparecieron m&s moscas que presentaban mayor numero 

de manchas (Fig. 18b). 

La figura 19 compara la frecuencia corregida de manchas por 

ala obtenidas en el tratamiento con arsenato de sodio a 25 °C y el 

cotratamiento a 29.5 °C. La frecuencia corregida se ha obtenido por 

la diferencia entre las frecuencias experimentales y la frecuencia 
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Fig. 18 a) Frecuencia de células por mancha y b) Manchas 
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del testigo concurrente (25 o 29°C,respectivamente) El efecto 

significativo del tratamiento con 0.2 ppm de arsenato de sodio no 

se mantiene a 29.5 °C. 

Arsenito de sodio 

El tratamiento con el arsenito de sodio a 25 °C no incrementé 

la frecuencia de manchas totales en las series experimentales e 

incluso se obtuvieron frecuencias menores en presencia de 0.2 a 0.8 

ppm (Tabla VIT). Sin embargo, similar a lo ocurrido con el arsenato 

de sodio, la frecuencia de manchas grandes se incrementé de manera 

significativa en las moscas expuestas al arsenito (excepto a 0.4 

ppm). La frecuencia de manchas chicas fue menor a la del testigo y 

no se registré efecto en la de manchas gemelas. La clase clonal 

promedio de las series expuestas al arsenito fue mayor a la del 

testigo. 

La dispersién de la distribucién del niimero de células por 

mancha mostr6 que la proporcién de manchas formadas por 3 células 

o mas se increment6 en relacién con la concentracién administrada 

(Fig. 20a). . ’ 

La dispersi6én de la distribuci6én del nimero de manchas por 

mosca mostré poca variacién, aunque a partir de 0.8 ppm se recobré 

una mayor proporcién de moscas con m&s de una mancha (Fig. 20b). 

El cotratamiento con arsenito de sodio y temperatura (Tabla 

VIII} produjo una respuesta similar al cotratamiento con arsenato 

y temperatura. Comparada con el testigo concurrente, la frecuencia 

de manchas totales de los cotratamientos fue menor). En el 
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Fig. 20 a) Frecuencia de células por mancha y b) Manchas 

por mosca, inducidas por arsenito de sodio. 
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cotratamiento con 0.2 ppm de arsenito, la frecuencia de manchas de 

1 a 2 células se redujo notoriamente, lo mismo ocurrié con la 

frecuencia de mAs de 3 células a 0.2 y 2 ppm. La clase clonal 

promedio fue similar a la del testigo concurrente. 

La dispersi6n en la distribucién del nimero de células por 

mancha fue diferente a la del testigo concurrente en todos los 

casos ya que en general, la proporcién de manchas de 1 célula, que 

generalmente es mayor del 50 % del total de las manchas recobradas 

fue menor y la proporcién de manchas de mas de una célula se 

inerementé, sin embargo, se obtuvieron relativamente pocas manchas 

de gran tamafio (Fig. 21a). 

La dispersi6én de la distribucién del ntimero de manchas por 

mosca mostré una mayor proporcién de moscas sin manchas que las 

presentes en el testigo concurrente y sélo en el cotratamiento con 

0.8 ppm se recobraron moscas con 13 y 17 manchas sobre sus alas 

(Fig. 21b). 

En la figura 22 se compara la frecuencia corregida de manchas 

por ala del tratamiento con arsenito de sodio a 25 °C y el 

cotratamiento a 29.5 °C. En el primero, la frecuencia de manchas 

fue menor a la del lote testigo incluso a 0.2 ppm, este efecto se 

hace mAs pronunciado en presencia de una temperatura no éptima ya 

que con excepcién del lote a 0.8 ppm de arsenito de sodio, la 

frecuencia de manchas es menor a la del tratamiento sélo con 

arsenito de sodio. 
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21 a) Frecuencia de células por mancha y b) Manchas por mosca, 

ucidas por arsenito de sodio mas temperatura. 
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DISCUSION 

La investigacién enfocada a combatir o prevenir el cAncer ha 

explorado diversas alternativas y ha enfocado numerosos estudios 

que permiten vislumbrar los efectos y los mecanismos de accién de 

diferentes compuestos, como una alternativa que facilite, por un 

lado prevenir tales efectos, o bien, si ya se ha presentado algtn 

tipo de alteracién entonces encontrar la forma de combatirlas. 

En forma paralela a la bisqueda de alternativas Gtiles en la 

terapia del cancer se han desarrollado modelos biolédgicos que 

aceleren el andlisis de compuestos con actividad mutagénica, 

carcinogénica, teratogénica, comutagénica, cocarcinogénica, 

antineopldsica etc, proporcionando informacién sobre estos 

compuestos con una inversién de tiempo y costo menores a los 

requeridos en sistemas de mamiferos. Ademds de los requisitos 

anteriores, un modelo debe reproducir los eventos biolégicos 

relacionados con el desarrollo de procesos malignos. 

La iniciacién de procesos cancerosos se asocia con cambios en 

la informacién genética de las células afectadas, de manera que 

aproximadamente el 80 % de los compuestos carcinogénicos son 

adem4s, mutdgenos activos (Cairns, 1981). Otro de los eventos 

relacionados con la carcinogénesis es la capacidad de los 

compuestos quimicos para inducir recombinacién. 

La prueba de mutacién y recombinacién somaticas (SMART) que 

utiliza las células de las alas de Drosophila fue propuesta 

originalmente como una alternativa para estudiar la actividad 

genotéxica de los diversos compuestos sobre las células somaticas 
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(Graf et al., 1984). A medida que se ha acumulado informaci6én 

relacionada con la sensibilidad y reproducibilidad de este sistema 

de prueba, se ha aceptado que con esta metodologia se puede 

determinar de manera preliminar la genotoxicidad de sustancias 

pertenecientes a grupos diversos de compuestos quimicos. 

Ademfés de los compuestos con clara actividad mutagénica y 

carcinogénica se han reportado otros factores que si bien no tienen 

un potencial genotdéxico definido, acttian facilitando la accién de 

otros compuestos genotéxicos (comutdgenos). Entre los compuestos 

que han sido considerados comutagénicos est4n el arsénico, el 

cadmio, el litio y el niquel, entre otros, 

Los compuestos del arsénico alteran fuertemente la actividad 

de diversas enzimas. Los organoarsenicales y los compuestos 

inorgaénicos (formas trivalentes}) del arsénico se consideran 

reactantes primarios de sulfidrilos e inhiben sistemas enzimaticos 

dependientes del grupo tiol en varios tipos de tejidos. Evidencias 

epidemiolédgicas asocian a los compuestos del arsénico con ciertos 

tipos de cancer, sin embargo, en estudios experimentales tanto in 

vitro como in vivo, estos compuestos muestran un potencial 

cocarcinogénico, pero no mutagénico. 

Ademds de la importancia inherente al tipo de compuestos 

involucrados, es también necesario considerar la participacién de 

otros factores en el ambiente para la induccién de dafio. Entre 

éstos se tiene a la temperatura que puede modificar la estabilidad 

y la persistencia de un compuesto quimico (el tiempo en el cual el 

compuesto permanece en’ el ambiente sin sufrir cambio en su 
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composicién y/o estructura), o bien, alterar a la Mmaquinaria 

enzimatica propia del organismo implicada en la desintoxicacién 

(Vega, 1985). 

Se han reportado diferentes factores tanto endégenos como 

exégenos que influyen en la inducci6én y progresién de un tumor. 

Entre otros pardmetros se encuentra el estrés, el cual se ha 

reportado que modula la induccién y el crecimiento de tumores. Se 

ha concluido que el estrés es un pardmetro firmemente establecido 

en la carcinogénesis (Vogel, 1995). 

En este trabajo se prob6 el efecto de la temperatura sobre las 

células somaticas de las alas; en primera instancia se probé el 

efecto de una exposicién aguda a una temperatura mayor a la 6ptima 

para el crecimiento de Drosophila; posteriormente se analizé el 

efecto de una exposicién crénica y finalmente, en cotratamientos 

con dos compuestos de arsénico, uno de los cuales, el arsenito de 

sodio es considerado un claro inductor de estrés. 

Efecto de la temperatura 

Existen dos planteamientos principales que intentan explicar 

el efecto que puede ocasionar la temperatura en los organismos; 1) 

la temperatura es capaz de ocasionar alguna alteracién al ADN y 

esta alteracién puede ser fijada y transmitirse a la descendencia; 

y 2) la temperatura induce fenotipos similares a mutaciones 

conocidas (fenocopias) y estas alteraciones son tinicamente a nivel 

de expresién. 

Mitchell en 1975, propone que la produccién de fenocopias esta 
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relacionada con efectos de estrés sobre la sintesis directa del ARN 

a través de la retroalimentaci6én de la transcripcién de proteinas 

de estrés térmico (HSP). 

Santamaria en 1979, reporta que un estrés térmico de 37°C 

aplicado a embriones de Drosophila en estado de blastodermo induce 

fenocopias de algunos mutantes dominantes del complejo bitérax. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que 

la temperatura induce mutacién y recombinacién som4tica en células 

de las alas de Drosophila. El aumento en la frecuencia de manchas 

fue mayor conforme se increment6 la temperatura de los pulsos (29, 

33 6 38 °C). Un aspecto interesante en la respuesta recobrada fue 

que aunque la suma total de manchas no alcanz6 valores 

significativos, al distinguir entre manchas chicas (de 1 a 2 

células) y grandes (de mas de 3 células), en las iltimas se 

obtuvieron incrementoa significativos a partir de 29 °C. Las moscas 

tratadas presentaron manchas en el intervalo de 65-128 células. De 

acuerdo con la edad de las larvas al momento del tratamiento (72 h) 

y el tiempo que transcurre hasta el término de la actividad 

mitética, se esperan clones de hasta 512 células, lo que sugiere 

que las primeras manchas se originaron después de transcurrido un 

ciclo de divisién celular (8 h), aunque en la mayor parte de los 

tratamientos éstas se manifiestan claramente en clones de 1 a 32 

células, probablemente como resultado de la reparacién de las 

alteraciones inducidas. La aparicién de clones de m&s de 3 células 

es sumamente importante porque implica que el tipo de dafio que se 

recobra es heredable ya que las manchas grandes indican 
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proliferacién celular. Aunque este resultado no descarta la 

produccién de fenocopias como proponen Mitchell (1975) y Santamaria 

(1979), es relevante considerar que la exposicién a temperaturas 

mayores a la 6ptima puede generar dafio heredable, los resultados 

obtenidos en este trabajo apoyan la idea que la temperatura induce 

dafio que es transmitido a las siguientes generaciones. Cuando se 

utilizan dos pulsos consecutivos, separados por sélo 1 ha 25 °C, 

se recobré un efecto menor, es decir, aunque la frecuencia de 

manchas de los tratamientos a 29-33 y 33-38 °C fueron ligeramente 

tayores a la del testigo, son menores comparadas con las obtenidas 

en los tratamientos con un solo pulso a la misma temperatura (29, 

33 6 38 °C). El periodo entre la aplicacién del primer y dltimo 

pulso es de sélo 3 h, que es menor a la duracién de un ciclo 

celular (8 h). 

Se ha reportado que la mayoria de las células de casi todos 

los organismos responden al estrés térmico con la induccién de un 

grupo de proteinas a las cuales se les ha llamado proteinas de 

estrés térmico (HSP). La induccién de la sintesis de HSPs es 

acompafiada por la suspengién de la sintesis de otras proteinas. Las 

células estresadas se comprometen con la mayoria de la maquinaria™ 

de biosintesis macromolecular en la producci6én de estas proteinas. 

Tal compromiso garantiza gue las HSPs aparezcan y confieran 

termotolerancia a las células que las estan expresando (Ashbuner 

1970; Lindquist 1986; Zimarino y Wu 1987). 

Lo anterior podria explicar porqué el efecto fue menor al 

aplicar dos pulsos en un periodo de 3 h, ya que cuando se aplica el 
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segundo estimulo, las HSPs han incrementado ya su sintesis, con lo 

cual se protegeria la célula del segundo pulso de temperatura. Una 

respuesta diferente se obtuvo al separar los dos pulsos por un 

periodo més largo. El tratamiento a 29-38 °C implica un intervalo 

de 5 h entre la aplicacién del primer y el segundo pulso. En este 

tratamiento se increment6 de manera significativa la frecuencia de 

manchas chicas y grandes, y se registré el mayor efecto global de 

estos tratamientos. Lo anterior permite sugerir que si el efecto de 

dos pulsos consecutivos parece conferir termotolerancia a las 

células de las larvas expuestas, ésta podria tener una duracién 

menor a 3 h, gue es el tiempo que transcurre entre el término del 

primer pulso y el] inicio del segundo. La eliminacién del estado de 

respuesta al estimulo y el tiempo que transcurre hasta que el 

equilibrio celular se restaura, podria implicar un estado de 

sensibilidad celular de importancia en mutagénesis que harfa a la 

célula particularmente vulnerable a la accién de otros mutagenos y 

comutaégenos oportunistas. 

La aplicacién de tres pulsos consecutivos separados por un 

perfodo de recuperacién de 1h apoyé los resultados anteriores, ya 

que aunque la frecuencia de manchas se increment6 de manera 

significativa (0.55), fue similar a la obtenida con los pulsos 

individuales: 0.47, 0.52 y 0.57 (con 29, 33 y 38 °C, 

respectivamente) y no alcanzé la obtenida en el tratamiento con dos 

pulsos no consecutivos (29 y 38 °C). Asi, parece ser que la 

termotolerancia si se indujo, aunque la aplicacidén de tres pulsos 

parece implicar una presién mayor. Como se muestra en la figura 
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13a, aunque en todos los tratamientos se registran manchas grandes, 

en los dos iltimos se recobran en menor proporcién y se incrementa 

la fraccién de manchas de 1 célula. 

La dispersién en la distribucién de manchas por mosca es un 

indicador de la susceptibilidad individual de los organismos 

expuestos. El uso de diferentes organismos de la escala evolutiva 

ha indicado que mientras unos son particularmente susceptibles a la 

accién de mutagenos y carcinégenos, otros logran mantenerse sin 

alteraciones evidentes. Esto podria ser el resultado de la 

actividad metabélica, la eficiencia en reparacién y otros aspectos 

relacionados con la dotacién genética de los organismos expuestos. 

Cabe aclarar que aunque se utilizan cepas puras para los marcadores 

implicados en el estudio de la mutacién y la recombinacién 

somfticas, mo se espera que sean idénticos para el resto del 

genoma, lo que es evidente en la respuesta diferencial observada en 

la figura 12b, ya que mientras algunas moscas presentan miltiples 

manchas en sus alas, otras no muestran alguna. 

Por otro lado, la exposicién crénica al estrés puede conducir 

en cierto tiempo a la adaptaci6én, con la reduccién gradual en la 

respuesta al estrés. En algunos casos el estrés crénico no produce 

cambios en su respuesta a éste. Contrariamente, el estrés crénico 

puede llevar a la sensibilizacién con un incremento en la respuesta 

al estrés por un tiempo excesivo (Vogel 1987). Esto puede llevar al 

desgaste de la maquinaria celular, la cual se satura cuando las 

células son enfrentadas consecutivamente a estrés térmico. Y 

entonces pueden generarse alteraciones. 
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Para analizar el efecto de una exposicién mayor a una 

temperatura superior a la Gptima se seleccionéd la de 29.5 °c 

(temperatura en la que se estabilizé la estufa de cultivo), ya que 

con 29 °C se recobraron manchas grandes en una frecuencia 

significativa y no se observé pérdida de organismos como ocurrié 

con los otros tratamientos a temperaturas superiores a las 

indicadag (> 38 °C). 

La exposicién a 29.5 °C durante la fase larvaria (24-120 h) no 

tuvo efecto en la frecuencia de manchas chicas, incrementé 

significativamente el nimero de manchas grandes y no modificé la 

frecuencia de manchas gemelas. Sin embargo, al considerar todas las 

manchas, sélo se observé un pequefio incremento en la frecuencia de 

manchas (0.46) comparado con el testigo (0.40). La clase clonal 

promedio se increment6 indicando la aparicién de manchas grandes 

(hasta 32 células). 

La exposicién durante la fase postlarvaria (120 a 240 h) es 

posterior al disparo de la metamorfosis por la hormona ecdisona y 

ge marca por la migracién de las larvas hacia una superficie con 

menor humedad en el frasco de cultivo, por lo que ya no ingieren 

alimento y muestran movimientos cada vez mds lentos mientras se 

aproximan a la formacién del puparium, estructura formada por la 

ecutfcula que las mantiene aisladas del exterior durante la 

metamorfosis. Se ha descrito que las Gltimas divisiones celulares 

transcurren después de la formacién del puparium, es decir a las 

144 h de edad total (Demerec, 1965; Szabad et al., 1983). Si esto 

es asi, cabe suponer que en 24 h pueden transcurrir 3 ciclos 
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celulares de 8 h de duracién, de manera que si a las 120 h se 

induce alguna alteraci6n que cambie la informacién de las células 

en divisi6én, podrian obtenerse clones de 8 células, pero como las 

divisiones no son sincrénicas, no se descarta la posibilidad de 

recobrar clones de hasta 16 células. 

El tratamiento durante la metamorfosis increment6 mas de 4 

veces la frecuencia de manchas chicas y mds de 50 veces la de 

manchas grandes, no obstante, tampoco en este tratamiento se 

observ6é induccién de manchas gemelas. El incremento global fue de 

mas de 5 veces la frecuencia basal. La clase clonal promedio se 

increment6 en consecuencia por el efecto de las manchas grandes y 

se obtuvo una frecuencia de induccién de clones X 10° de 8.8, lo 

que implica un claro efecto genotéxico. Curiosamente se registré la 

aparicién de una mancha de mayor tamafio a lo esperado, sin embargo, 

este dato fue tinico por lo que no podria sugerirse un efecto 

mitogénico del tratamiento. 

La aplicacién de temperatura durante el periodo 

postembrionario completo (24 a 240 h}, mostré una respuesta 

semejante al tratamiento anterior aunque se recobr6é una frecuencia 

mayor de manchas grandes (0.75) y una frecuencia total de 2.38, 

curiosamente no se incrementé la frecuencia de manchas chicas con 

xespecto al tratamiento anterior. Al calcular el nimero de manchas 

que se esperarfan bajo un modelo aditivo de los tratamientos 

durante la fase larvaria y la postlarvaria se encontré un déficit 

de manchas chicas (1.62) con respecto a las esperadas (1.99), lo 

que se explica porque las manchas chicas surgen durante las Ultimas 
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divisiones celulares por lo que realmente no se esperaria un 

incremento en su frecuencia en el tratamiento postembrionario. Con 

respecto a las manchas de més de 3 células, se recobraron mds de 

las esperadas (0.75 y 0.61, respectivamente). El tamafio de estas 

manchas se ubicé en el intervalo de 33 a 64 células, lo que resulta 

imteresante ya que sugiere que se originaron cuando las larvas 

tenian mas de 120 h de edad. La frecuencia de induccién de clones 

X 10% células fue e1 mayor obtenido en todos los tratamientos 

(9.8). 

Los datos obtenidos resultan interesantes porque indican que 

en general, la mayor parte de las manchas recobradas en la SMART 

(incluyendo las manchas recobradas en organismos no tratadog) 

surgen principaimente después de las 120 h de edad, es decir 

durante la histogénesis que se lleva al cabo en la metamorfosis y 

sélo en el caso de compuestos fuertemente genot6xicos se llegan a 

inducir manchas con origen m4s temprano. Asi, como se ha mostrado 

por otros estudios, esta etapa del ciclo de vida resulta la mas 

sensible y de interés en el estudio de la mutagénesis (Demerec, 

1965; Wilkins 1986; Pomerai 1990). 

Otro aspecto interesante es la nula induccién de manchas 

gemelas. Debe recordarse que estas manchas surgen por eventos de 

recombinacién entre el marcador proximal (flr) y el centrémero, lo 

que sefiala a una zona principalmente heterocromatica. Se ha 

propuesto que la temperatura es capaz de provocar alteraciones en 

la estructura del ADN las cuales son reparadas principalmente por 

recombinaci6én (Munro et al, 1984; Desrosiers and Tanguay 1385; 
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Maldonado et al, 1993; Arcos et al, 1995); sin embargo, la 

practicamente nula induccién de estas manchas sugiere que la 

recombinaci6én en las zonas heterocrométicas participa poco en la 

xceparacién del dafio inducido o bien, que estas zonas son menos 

afectadas, lo cual podria entenderse con base en la mayor 

compactacién del ADN en estas regiones (Desrosiers et al, 1986). 

Al analizar el efecto de la temperatura en moscas portadoras 

de invergiones miltiples (Ser) debido la presencia del cromosoma 

balanceador (Fig. 16}, se observ6 que al igual que en su 

contraparte silvestre, la exposicién durante la fase larvaria no 

increment6 la frecuencia de manchas con respecto a su testigo 

concurrente; sin embargo, la exposicién en la etapa postlarvaria 

produjo el m&ximo efecto en las moscas Ser, lo que apoya el hecho 

de que esta etapa es la més vulnerable en el desarrollo de la 

mosca. La contribucién de la recombinacién, estimada mediante la 

diferencia en la respuesta de ambos tipos de moscas indicé que sélo 

el 43 %* de las manchas son producidas por eventos de naturaleza 

recombinogénica y el resto tienen un origen diferente, ya que el 

tamafio de las manchas fue también grande, puede decirse que la 

temperatura efectivamente produce alteraciones en el ADN que son 

heredables ya que se transmiten a las células hijas que forman un 

clon. 

En la exposicién durante la fase postembrionaria la respuesta 

fue diferente. Las moscas portadoras de inversiones sdélo muestran 

el 20 % del total de eventos recobrados en las moscas libres de 

. te epeqe & 
inversién. Una posibilidad eS que en esta etapa las moscas 
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portadoras de inversién sean més sensibles ya que la demanda de la 

recombinacién en la produccién de manchas se incrementa, por lo que 

probablemente se estén perdiendo algunas de las células dafiadas; 

esto no necesariamente resulta letal para la mosca ya que se ha 

determinado experimentalmente que las células que forman las alas 

pueden llevar al cabo divisiones celulares extras para cubrir la 

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

Efecto del arsénico 

De las dos sales de arsénico, el arsenato a la concentracién 

mas baja (0.2 ppm) increment6 la frecuencia de manchas totales. El 

arsenito de sodio no tuvo un efecto significativo. En la figura 23 

se comparan las frecuencias de manchas por ala recobrados en los 

tratamientos con las dos sales de arsénico. En comparacién con el 

arsenato de sodio, la frecuencia de manchas de los lotes con 

arsenito de sodio son menores a la del testigo. Este resultado 

apoya e] reportado por Ramos et al. (1995) en Drosophila, quienes 

encontraron que el arsenato de sodio resulta mAs genotéxico que el 

arsenito de sodio en exposiciones crénicas. Lo anterior es 

relevante porque gran parte de los estudios de mutagénesis han 

conferido una mayor actividad al arsenito de sodio, aunque en los 

estudios in vivo esta actividad no ha podido ser comprobada 

(Leonard y Lauwerys, 1980; IARC,1987; Tripathy et al., 1990). Ramos 

y Rodriguez (1995) proponen que la gran toxicidad del. arsenito de 

sodio es responsable de la baja actividad de este compuesto y han 

sugerido que su actividad puede ser principalmente como comut4geno. 
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Ademas el arsenito de sodio ha sido calificado como un fuerte 

inductor de estrés ya que interfiere con la actividad de gran 

cantidad de enzimas e induce aproximadamente el 80 % de las hsp que 

se inducen en tratamientos con temperatura (Parker et al.,1987; 

Jedlicka et al., 1997), lo anterior explicarfa parcialmente porqué 

la frecuencia de manchas de los lotes con arsenito es menor a la 

del testigo, esta actividad podria ser responsable de los reportes 

en los que se califica al arsenito de sodio como un antimutdgeno 

(Leonard and Lauwerys, 1980). Por su parte, el arsenato de sodio es 

menos tdxico por lo que penetra con mayor facilidad a los 

organismos y posteriormente es transformado a la forma As(III) en 

la que probablemente produce dafic, no es considerado un inductor de 

estrés eficiente. La menor toxicidad del arsenato le ha restado 

importancia en los estudios de mutagénesis, sin embargo como ha 

sido mostrado en el caso de Drosophila por Ramos et al. (1995), su 

potencial mutagénico es mayor en exposiciones crénicas. En el 

presente estudio, se muestra que ambos compuestos son genotéxicos 

y capaces de inducir manchas de més de 3 células, por lo que el 

efecto resulta heredable y mayor en el caso del arsenato de sodio. 

Se ha propuesto que el estrés térmico induce en las células el 

desarrollo de un estado transitorio de termotolerancia y en algunas 

situaciones también de quimiotolerancia, a través de la induccién 

de proteinas de estrés térmico (Lavoie et al., 1993). Landry y col. 

{1991) proponen que las HSP27 juegan un importante papel en el 

desarrollo de esta respuesta, como habilidad transitoria para 

sobrevivir. Ademas se ha reportado que las células de diferentes 
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organismos responden al estrés térmico con la induccién de la 

sintesis de un pequefio grupo de proteinas de estrés térmico, HSP 

cuya funcién es proteger a las células de este tipo de estimulos 

{Arrigo et al., 1980; Findly y Pederson 1981; Tanguay 1983; 

Lindquist, 1986; Parker et al., 1987). Por su parte, Jedlicka et 

al., (1997) proponen que los factores de transcripcién del estrés 

térmico (HSF) tienen un papel esencial en la habilidad de los 

organismos para sobrevivir a un estrés térmico extremo. 

Les cotratamientos con arsénico y temperatura arrojaron los 

resultados esperados, ya que ahora no se recobré induccién de algin 

tipo de mancha por el argenato y el arsenito de sodio (Figs. 21 y 

22). La frecuencia de manchas fue menor a la de sus testigos 

concurrentes y tampoco se indujeron manchas grandes en las 

concentraciones probadas. Las menores frecuencias de manchas por 

ala recobradas en el tratamiento con arsenito de sodio y 

temperatura indican que aunque ambos tratamientos son inductores de 

estrés, la respuesta inducida es diferente y mayor cuando se 

encuentran presentes ambos inductores (Leonard et al., 1980; 

Desrosiers et al., 1986; Tripathy et al., 1990). 

Un aspecto que reguiere ser probado experimentalmente es si la 

temperatura induce también quimiorresistencia, es decir, si 

confiere a los organismos expuestos mayor capacidad para tolerar 

concentraciones de compuestos que en otras condiciones resultarian 

letales. 

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que el 

modelo in vivo de Drosophila melanogaster y la prueba de mutacién 
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y recombinacién sométicas constituyen una metodologia sensible, 

versatil, econémica y confiable para estudiar las interacciones 

entre varios compuestos de interés. 
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CONCLUSIONES 

i. La temperatura per se induce mutacién y recombinacién 

somaticas en células de las alas de Drosophila melanogaster. 

2. Las alteraciones inducidas en las células somAticas son de 

naturaleza heredable. 

3. La exposicién aguda a una temperatura elevada confiere 

termotolerancia a las células expuestas por un periodo menor 

a3h. 

4. La sensibilidad a la exposicién a una temperatura de 29.5 °C 

durante diferentes etapas del desarrollo postembrionario se 

encuentra en el orden: etapa postembrionaria > etapa 

postlarvaria » etapa larvaria. 

5. En exposiciones crénicas a 25°C, el arsenato de sodio es mas 

genotéxico que el arsenito de sodio. 

6. En el estadio larvario la exposicién prolongada a una 

temperatura superior a la 6ptima reduce el efecto genotéxico 

del arsenato y del arsenito de sodio. 

7. El modelo in vivo de Drosophila es Util en el estudio del 

efecto residual del estrés y la induccién de termotolerancia 

y quimiotolerancia. 
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