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Resumen

Bnsl presente trabajo se estudia sl efecto mutagénico
de una mostaza nitrogenada: clorhidrato ds matil- bis (clo
roetil amina N óxido) MUSTRON,de una polistileneimina: tri
etilene-tiofosforamida THIOTEPAy de tratamientos en que 1a
acción ds esos agentes se combina con 1a de los Rayos X. Con

THIOTEPAse obtiene una curva de sensibilidad en espermato

génesis coa máximosy minimos característicos. El oocito mad!
ro (estado 14) demuestra mayor sensiülidad a 1a acción de am
bos alquilantes que estados anteriores de su desarrollo. Los
tratamientos combinados indican un modode acción e interac

ción distinto para cada uno de los agentes. En todas las ex
periencias con machos y con hembras el THIO TBPAmostró ma

yor eficiencia mutagénica que el MUSTRON.
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I- Introducción

Bn los estudios realizados sobre acción mutagénica de radig
ciones y substancias quimicas diversas, varios investigadores han
dedicado especial atención al grupo de los compuestos alquilantes,
estudiando sus efectos en virus, bacterias, plantas y animales.

Bste interés se justifica porque los alquilantes producen e
fectos biológicos similares a los de las radiaciones ionizantes.
Tienen la capacidad de inducir cambios en la estructura de los crg
mosomas,y mutaciones génicas (Letales y visibles, dominantes y ri
cesivas). Interfieren en algunos de los procesos de la división cg
lular, que eventualmente conducen a la muerte de las células trata
das. Matandirectanenua ciertas células sensibles, c0molos glóbu
los blancos, los óvulos de los mamiferOs y determinadas células psp
ductoras de pigmentos. Tienen doble efecto, carcinógeno y antitumg
ral (efecto Haddow), es decir que pueden inducir cáncer y leucemia
y al mismotiempo se les utiliza en 1a terapéutica de estas enfer
medades.

Las investigaciones sobre mutagénesis indican_ciertas diferen
cias en los resultados observados, que dependen fundamentalmente
del agente inductor y del lOCus. Las células germinales, en los dig
tintos estados de la gametogénesis, también varian apreciablemente

en su sensibilidad a los mutagénicos. Todas esas diferencias se tra
ducen en la naturaleza, distribución y frecuencia de las mutaciones
inducidas.

La mayoria de las investigaciones sobre inducción de mutaciones
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en DrOSOphilamelanogaster,por medio de alquilantes, se han reali
zado sobre machos. Esto se explica, porque la escasa cantidad de
citoplasma que rodea el núcleo germinal masculino lo hace bien ag
cesible n los agentes inductores. Además, tratando machos es fá
cil obtener una progenie numerosae individualizar la descencencia
proveniente de distintos estados de 1a espermatogénesis por medio
de una adecuada técnica de fraccionamiento. Bn el presente traba

jo se consideró de interés experimentar con hembras, para tratar
de aportar nueva información sobre la sensibilidad del material hs
reditario del oocito a los alquilantes, en las distintas etapas de
su desarrollo.

Con el objeto de estudiar 1a interaaión gen-mutagén, se plaq?
ron experiencias para observación de mutaciones visibles. Los resul
tados que se obtuvieron, indicaron 1a conveniencia de comparar la
fertilidad de las hembrastratadas con la de testigos sin tratar.
Hecha 1a comprobación de que la fertilidad de las hembras no se ve

afectada, se encararon una serie de experimentos para observación
de letales recesivos ligados al sexo, en tratamientos con los alqui
lantes solos y en combinación con pre y post - tratamientos con Ra
yos X. En todos los casos se emplearon técnicas de subcultivos, que
permiten estudiar 1a sensibilidad del material hereditario en oogé
nesis.

También se realizaron experimentos con machos, para tener un
control del efecto comparativo de los alquilantes usados.

Se eligieron, para esta serie de trabajos, dos compuestos re
presentativos de dos grupos distintos de alquilantes, una mostaza
nitrogenada MUSTRONy una polietileneimina THIOTBPA. Los estudios

realizados hasta el momentoparecen indicar un modode acción dis
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tinto de esta substancias. Las mostazas nitrogenadas ejercerlan su
efecto por alquilación de La guaninas del ADN(Brookes y iawley,
1960) mientras que Las polietileneiminas actuarian sobre pirimidinas,
especialmente sobre la timina (Lorkiewcz y Szybalski, 1961). En es
ta forma se puede investigar la acción mutagénica de dos alquilantes
que llegan a inducir mutación por diferentes caminos.

Para mayor claridad, en la exposición del trabajo se han agru
pado las experiencias de acuerdo a su naturaleza, sin seguir el or
den en que éstas se realizaron y que respondió a los interrogantes
que cada caso iba planteando.

a'— Naturaleza quimica y acción de los agentes alquilantes
Los alquilantes constituyen un numeroso conjunto de substancias

químicas que tienen como rasgo común la capacidad de ceder radicales

alquilicos, simples, como CHS, 0235 0 C°mPu°3t°B CH2CH2°H9CchflzNflz.
CHQCHQCOOH,CH2COCH3.Según el número de grupos funcionales que tenga

su molécula, son mono, bi o polifuncionales. La alquilación es un prg
ceso reversible.
Ross (1962) clasifica los agentes alquilantes que actúan en sistemas
biológicos, de la siguiente manera:
A1quil_23lgggí: ej. CH3I (metil ioduro)

Esteres de ácidos sulfónicos: ej. CH3802-0-CH20HCl ( cloroetil me2
tano sulfonato).
Bsteres del ácido sulfúrico: ej. (c2H5)2804 (dietil sulfato)

Bsteres del ácido.fosf6rico: ej. (CH3)2Hpo4(dimetil fostato)
Clorometil éteres: ej. CHs-O-Cflzcl(metoxi metil cloruro)
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- CH _

2 - cloroetil sulfuros: ej. CHs-S<:' 2C1 (metil 2 cloroetil enfuro)
0H2c1

2 cloroetil aminas: comprendelas mostazas aminadsalifdticas, ej.

‘ CH2 CH2 CL (di 2 cloroetil amina)
HN A

CH2 CH2 Cl

y las mostazas aminadasaromáticae, ej.

CH CH2 C1
HOOCCH < 22CH2CH2

CH2 CH2 Cl butirico)

(ácido para bi 2 c10roetil-amino

B óxidos: e' CH die ox' b tano
_z____ J \29H Cwflz ( p 1 u )O

Btileneiminas y etileneimidas: ej.

H m\ CHí . g. oo
CHá// ÑNáL CH2 (2,4,6, Trletilenelmlno, 1,3,5 tr1a21na)

A
___ H

CH2 C 2

Diazo a1canos:ej.: CH2N2(diazo metano)

La acción de los alquilantes sobre compuestosde importancia big

lógica: proteinas, enzimas y ácidos nucleicos ha fido extensamente eg
tudiada, tanto en lo que respecta a los grupos quimicos afectados por
1a alquilación, comoa los efectos biológicos que ésta produce.

En el estado actual de los conocimientos sobre estas reacciones,
no puede descartarse totalmente 1a posibilidad de que algunos efectos
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causados por la alquilantes, puedan deberse a la inactivación de sig
temas enzimáticos particularmente sensibles, a cambios inducidos en
aminoácidos, que conduzcan a su substitución por otros, en las prota
inas, o a influencias en la permeabilidad celular. Sin embargo, su mas
ción con los ácidos nuclóicos, especialmente con el ADN,es la de ma
yor importancia, ya que la mayoria de las lesiones implican el núcleo
celular.

Reacciones coa proteinas y enzimas: a pH fisiológico, los grupos
capaces de reaccionar con alquilantes son carboxilo, amino, fenol,.su¿
fhidrilo, imidazol y guahilico. Aparte de la acción propia de cada a1
quilante, existen factores que regulan la extensión de la reacción de
estos grupos, según se deduce de experiencias "in vitro":

a) Factores de competencia: distinta afinidad de los centros reac
tivos.

b) Factores estéricos: comoen el caso de los grupos sulfhidrilo, que
Cuandose encuentran en estructuras proteicas plegadas, son próc
ticamente inaccesibles.

c) Concentración del alquilante en el sistema: 1a adsorción del a
gente sobre un polimero, tiende a aumentar 1a concentración del

mismo.
d) Tipo de unión entre algunos grupos: se atribuye a la unión sali

na, no ionizada entre el grupo amino y el carboxilo, la elevada
reactividad del grupo amino.

Stacey y col. (1958) opinan que la esterificación de los carboxilos,
es la única reacción con las proteinas nativas, compartida por todos
los agentes alquilantes.
Roberts y Warwick (1959) demostraron que el MYLBRAN(1,4 dimetano-sul
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fonoxi-butano) reacciona."in vivo" produciendo un ion sulfonio, po
sitivamente cargado, en reemplazo de un grupo cisteinil. Señalan que
la presencia de esa carga, podria por si misma, modificar la función
de la proteina: este compuesto de sulfonio, puede a su vez, ser dequ
dado, dejando una alanina o una serina en el lugar de la cisteina, lo
que conatituiria una "mutación quimica" dentro de 1a molécula de pro
teina.

Ross (1958), menciona la posibilidad de que la alquilación de
los fosfolipidos.asociados con las proteinas en las estructuras de las
membranascelulares, podria llevar a una degradación que alterando la
permeabilidadde la barrera, podria influenciar el delicado.equilibrio
enzimática.

En general los compuestos capaces de reaccionar con los grupos

funcionales de las proteinas, pueden considerarse inhibidores poteg
ciales de enzimas. Ademas, cualquier substancia que reaccione con a1
gfin substrato, coezima o ion metabólico necesario o los desplace, tam
bién inhibirá una reacción catalizada. Existen algunos datos sobne
reacciones especificas de alquilantes con ciertas enzimas (Woody col.
1948), (Barron, Bartlett y Miller, 1948), pero la evidencia que se pg
see actualmente, es sobre todo de inhibición de función, más que de
acción sobre grupos quimicos determinados.
Reacciones con los acidos nucleicos: los posibles centros de reacción
son los grupos fosfato y las bases póricas o pirimídicas. Alexander
Coussens y Stacey (1958), postularon que la reacción primaria de la
alquilación es la esterificación de los grupos fosfato, que midieron
comoreducción de acidez. Bs interesante mencionar que esa reducción
de acidez, no distingue entre esterificación de un ácido y euaterni
zación de un N Terciario. Las investigacioues más recientes (Brookes y
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Lawley, 1960, 1961) indican que utilizando mostazas nitrogenadas el
_N7 de 1a guanina es el centro más reactivo a la alquilación. (Y ó
nico a bajas concentraciones, pH neutro y 37°C, en condiciones "in
vivo"). Bstos autores destacan el hecho de que 1a presencia de un
gran exceso de proteina y otros constituyentes Celulares, no impi
den la alquilación de los ácidos nucleicos.

Otro hecho interesante es que, si bien tanto el ARNcomo el
ADNreaccionan en forma similar con los agentes alquilantes, el ARN
alquilado es estable en solución acuosa nuetra, mientras que el ADN
se descomponecon pérdida de 7-alquil guanina (en el caso de utili
zarse un c0mpuesto monofuncional) y de 7-a1quil guaninas ligadas

(con compuestosbifuncionales.)
LOS'traüups de Szybalski (1960) y de Lorkiewicz y Szybalski

(1961) indicarian que el modode acción de los distintos alquilantes

no es uniforme. Estos autores, trabajando con una polietileneimina
TEM(Tri-etileneimino triazina), en bacterias y virus, encontraron
que este agente actúa sobre precursores de pirimidinas, especialmen
te de timina. Produciendo deoxinucleótidos modificados, que se incog
poran a1 ADNdurante su sintesis.

Efectos biológipgsj_citotóxicos, citostáticos y mutagénicos. A1 traum
de relacionar las reacciones químicas de los agentes alquilantes con
los efectos biológicos que producen, han surgido dos hechos generales:
en primer lugar, se estableció la correlación entre reactividad quí
mica medida como tasa de hidrólisis y citotoxicidad (Haddow, Kon y
Ross 1948, rev. Ross 1953). Bn segundo lugar, el hecho de que los a
gentes polifuncionales ejercen por lo general una acción citotóxica
marcadamente mayor que la correspondiente a los agentes monofunciona
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les (Loveless y Ross, 1959). Beto se supone debido a su capacidad
para ligar "cross link" el ADN.Brookes y Lawley (1961) establecía
ron que con una mostaza bifuncional se forman productos por liga
miento de dos guaninas en bandas opuestas de la cadena de ADN. No

consideranimposible el ligamiento de dos guaninas adyacentes, de
una mismabanda, pero esto requeriría que la cadena alquilica ad
quiriese una configuración no extendida, menos probable.

Bl mayorefecto citotóxico de los agentes bifuncionales, se e!
plicaria por el impedimentoque ese "cross linking" significaría pg
ra 1a separación de las bandas de ADNen la mitosis. Por otra par
te, si estas uniones no son permanentes, y algunas de ellas desapa
recen después de un periodo de tiempo (Debe recoradarse que la alquL
lación es un proceso reversible) se producirá una prolongación del
periodo intermitótico, seguido de recuperación celular. Bs decir
se produciría un efecto citostático.

Hay que tener en cuenta.también, que la pérdida de guaninas al
quiladas producida por agentes monofuncionales, debe interferir con
la función normal del ADN.

En cuanto a la acción mutagénica de los alquilantes, si se c0n
sidera la alquilación de guaninae comoproceso que lleva a 1a muta

ción, deben cousiderarse varias posibilidades: en primer lugar, lui
go de la deleción de una guanina, la banda de ADNafectada, al ser
vir de templado para la duplicación, podria dar lugar a una ADNi
déntico al original, excepto por la pérdida de un par guanina - ci
tosina. Esto seria una mutación por pérdida. Bn segundo término,
la guanina que se pierde, podria ser reemplazada por una base anómap
la, dando lugar a una mutación por cambio de un par de bases.
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En tercerlugar, si la alquilación de una base no llega a causar
su deleción, puede de todas maneras, sufrir alteraciones que condug
can a su apareamiento con una base anómala. Watson y Crick (1953) pqL
pusieron que si una base se encuentra en una de sus.formas tautómeras
menos comunes, podria producirse este fenómeno. Lawley y Brookes G962)

consideran que la ionización de una base, más que su tautomerización,
seria un factor posible de mutación. Han sugerido comoposible expli
cación de la actividad mutagénica de los alquilantes, la ionización
acidica de las guaninas. Esta ionización provocaría una tendencia a un
apareamiento anómalo de la guanina ionizada con timina.

Considerando los agentes alquilantes bifuncionales, aun cuando
puedan producir daños, quizá más dificiles de reparar, no son en gg
neral, mutágenos más activos que los monofuncionales, (Oster y Pooley,
1960). Lo que parece ser, es que monoy bifuncionales, presentan un
espectro distinto de mutación. Fahmyy Fahmy (1961) han encontrado,
trabajando en Drosophila melanogaster,que la presencia de dos grupos
activos favorece la inducción de mayor cantidad de mutaciones comple
tas con respecto a mosaicos, más letales recesivos que_visibles re
cesivos, mayor número de rupturas cromosómicas y mayor frecuencia de

inactivaciones génicas debidas a pequeñas deficiencias. Atribuyen eg
tos efectos a un "cross linking" inter o intramolecular de las sub
unidades génicas.

Hay evidencias de que el número de grupos funcionales, no es el
único factor implicado en la inducción de mutaciones. Fahmyy Fahmy

(1961) experimentando con la serie de los bimesiloxi - alcanos, en
contraron variaciones en función del largo de la cadena entre los
grupos activos (menor actividad, cuanto más elevado n) en la posiciú:
relativa de éstos (trans más activo que cis) con el grado de satura
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ción de la cadena central (un triple enlace entre los C centrales,
mucho mas actiVo que un enlace simple o doble). Bstos mismos auto

res también estudiaron (1960) 1a relación entre estructura de la m2
lécula de mostaza nitrogenada y mutagenicidad en esperma de Drosophi
¿1, en una serie de aril -2- cloroetil aminas con diferentes grupos
prostéticos: amino ácidos, ácidos carboxilicos y aminas. Encontraron
que la configuración molecular del grupo no alquilante es pertiente
a 1a eficacia.mutagénica influenciando las reacciones químicas que

lleian a la mutación y no solamente varian el grado de penetración
en los núcleos tratados.

Considerando, la acción de la polietileneimina TEM,sobre los
precursores de pirimidinas, según los trabajos de Szybalski (1960),
y de Lorkiewicz y Szybalski (1961), estos postulan para explicar
esos resultados, un mecanismode varios pasos:

1) Combinación semireversible de pirimidin-deoxiribósidos con TBM
2) Reacción de los mismos con producción de deonucleótido modifi

cados.
3 v Incorporación de análogos fraudulentas, producidos por el TEM,

durante la sintesis del ADN.

4) Auto perpetuación de errores en la secuencia de las bases nat!
rales, durante la subsecuente réplica de la banda modificada
del ADN.

b - Gametogenesis en drosophila melanogaster

Comolos estudios realizados sobre acción mutagénica de diver
sos agentes de Drosophila melanogaster indican diferencias importan
tes en la sensibilidad de material hereditario durante los distintos
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estadios de gametogénesis, se ha considerado útil hacer una breve
descripción de los mismos.

Bspermatogénesis: (según Cooper, 1950). Durante 1a mayor parte de
la vida de 1a larva, se acumulan espermatocitos primarios por mi

tosis de las espermatogonias. Los procesos meióticos de esos espeï
matocitos se mantienen a 1a espera de que 1a larva este por entrar

en metamorfosis. Luego, durante el periodo de pupa y 1a vida del 3
dulto, las espermatogonias dan nacimiento a una continua sucesión
de espermatocitos que completan su crecimiento y sufren meiosis sin
aparente postergación, tardando en e1 proceso unos 15 dias. Los dei
cendientes postmeióticos de estas células, son las espermátidas que
se transforman en espermatozoides maduros durante el proceso de es
PermiogéneSiS. En el mOmento del nacimiento, el macho tiene ya

espermatozoides maduros.

En el esquema se muesuan los sucesivos estadiosch 1a esperma
togénesis:

Bspermatogonias
4 mitosis suLesivas

Bspermatocitos primarios
1ra. división meiótica

Bspermatocitos secundarios
Interfase

2da. división meiótica
Bspermátidas (en quistes de 64)

Bspermiogénesig
YEspermatozoides maduros (maduran sincrónicamente)
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Oogénesis:(según King y col., 1956 1957). Cada ovario consta de do
ce tubos u ovariolos, en cada uno de éstos hay un germario anterior

y una serie de cámaras de huevos. En el ápice del germario se encueg
tran unos 50 oogonios en división mitótica, de cada oogonio que se
divide para dar dos células, una repite el proceso y la otra se di
vide cuatro vecss sincrónicamente dando 16 células en un quiste: una
de esta células tiene 1a cromatina más densa (tiñe más intensamente)
y es 1a que devendrá oocito, Bl quiste se va rodeando de células fo
liculares y cuando lo está completamente se convierte en la primera
cámara de huevo.

King considera 14 estados sucesivos en el desarrollo del ooci
to, el primero es el oogonio en el quiste del germario y el estado
14 es el oocito primario completo, con apéndices dorsales. Bajo con
diciones óptimas el proceso se completa en tres dias.

Los cromosomas del oocito en estado 14 están en metafase de 1a

primera división meiótica. La anafase tiene lugar inmediatamente dá
pués de la penetración del espermatozoide y sigue el proceso de la

meiosis, sin interfase, hasta completarse 1a segunda división meig
tica. Uno de los cuatro complejos cromosómicos formados va a ser el

pronficleo femenino, mientras que los otros tres pasan a ser los ng
cleos de los Cuerpos polares. King y col. También estudiaron la dig
tribución de los distintos estados en función de 1a edad de las hem
bras: en el momentode 1a emergencia carecen de oocitos en los estao
dos de 8 a 14; a los dos dias sólo tienen una pequeña proporción de

oocitos completamente desarrollados (0,97%). A los seis dias, el por
centaje de oocitos en estado 14 es de alrededor del 13%, que se mas
tiene más o menos constante por varios dias.

La hembra fecundada, recién comienza a poner huevos, Cuando tie
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ne tres dias de edad.

II- Materiales y técnicas

Varios son los métodos utili2ados para la inducción de mutacig
nes en Drosophila melanogaster por medio de substancias químicas:
l) Bañado de huevos.

2) Administración en la comida ds larvas o adultos.
3) Administración por medio de aerosoles.
4) Inyección intraabdominal.

Para la realización del presente trabajo se eligió la inyección
intraabdominal por considerarse que presenta dos ventajas evidentes

sobre los demás: es el método que permite una dosificación más exag
ta al mismo tiempo que disminuye al máximo 1a interacción de 1a drg
ga con el medio.

a) Aparato Utilizado:
Para 1a inyección se utiliza una microjeringa "AGLA"cuyas di

visiones más finas dan 0,0002m1. La jeringa se sujeta en un soporte
a la mismaaltura que la platina del microscopio estereoscópico.

Las agujas, de vidrio Pirex, se hacen sstirando un capilar de
unos 15 cm. de largo y de un diámetro aproximado de 0,75 mm., en una
microforja tipo Leitz. De esta manera por cada capilar se obtienen
dos microngujas.

La conexión de 1a aguja con 1a jeringa se hace por medio de un
trozo de catéter de polietileno.

Una placa de lucite, con veinte pequeñas cavidades sirve para
colocar las moscas en posición conveniente y que facilita 1a inyec
ción.
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En 1a página siguiente se muestra s1 aparato armado y 1a pla
ca de iucite.
b) Técnica de Inyección:

Se eterizan las moscas en grupos de 20 y se ubican en las ca
vidades de 1a placa. Luegose inyectan insertando 1a aguja dorsal
mente entre el cuarto y quinto tergites abdominales. Se asegura a

si que las gonadas queden bañadas con 1a droga. La cantidad de solg
ción inyectada (dos de las divisiones más finas de 1a jeringa) es

de 0,0004/a1).

c) CompuestosAlquilantesfigppleados:

MUSTRON:clorhidrato de metil - bis (cloroetil amina N óxido) de
fórmulaestructural:

c1. cn2_cu
(HCl)

3.0HCl. CH ._CH
2 2

Después de ensayos previos para controlar 1a tolerancia, se
decidieron usar para las experiencias las siguientes concentra
ciones:

-2
4 x 10 M

7 x 10‘2M

THIOTBPA:trietilene-tiofosforamida, de fórmula estructural:
S
II

C112:LN _ z _ N:CH2CH
CH2 //,‘\ 2

CH CH
2 2
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Después de ensayos previos para controlar la tolerancia se de
cidieron usar para las experiencias las siguientes concentraciOnes:

1,5 x 10"2M
-2

Ambassustancias se disuelven en ClNa al 0,4%, isotónico para
Drosophila, Las soluciones se usan inmediatamente después de pre
paradas para asegurar el máximode eficiencia.
d) Técnica de irradiación:

Se han utilizado dos dosis de irradiación con Rayos x:
l) 400r - 10 mA- lSOkV - l Cu l A1.

2) 800r — 10 mA - lSOkV - l Cu l A1.

Para la irradiación se colocan las moscas en grupos de 50 en
pequeños tambores perforados, de polietileno, poniendo cuidado que
antes de someterlas a la acción de los Rayos x, no estén bajo los
efectos de la eterización. h
e) Técnica de subcultivos:

Conel objeto de estudiar la sensibilidad del material heredi
tario a los agentes mutagénicos, en los distintos estadios de la
gametogénesis, se emplea una técnica de subcultivos que permite es
tablecer c0n bastante exactitud los diversos estados de desarrollo
de las gametas.

Consiste en los siguiente: una vez efectuado un cruzamiento se
fracciona la descendencia (por medio de sucesivas transferencias a
nuevos tubos de cultivo) con determinados intervalos. De este modo

pueden observarse individuos provenientes de células germinales pro
gresivamente más jóvenes en el momentodel tratamiento.
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1.- En oogénesis:
Utilizando hembras de dos dias de edad. Primera transferencia a

los tres dias, luego tres transferencias con intervalos de cuatro dima
cada una. Se considera quedel primer subcultivo nacen individuOs pro

venientes de oocitos maduros, del segundo y tercero, de oocitos en m3
duración y los del cuarto de oogonias.
b) Utilizando hembras de seis dias de edad. Se limita a 36 horas el
periodo de ovoposición y de esta manera se obtiene descendencia del
estado de máximodesarrollo del oocito (estado 14).
2.- Bn espermatogénesis:

Se Eracciona 1a descendencia en cuatro subcultivos de tres dias

cadá uno. (A1 hacer las transferencias se proporciona a los machos

nuevas hembras virgenes cada vez). En el primer subcultivo se recg
bra esperma que en el momentodel tratamiento estaba maduro. Bn el

segundo,esperma que se encontraban comoespermátidas, en el terce
ro esperma que estaba comoespermátida temprana y en el cuarto es
perma que se encontraba como espermatocitos. En general puede con
siderarse que hasta doce dias después del cruzamiento se recobra
esperma postmeiótico(Fahmyy'Fahmy, 1955).

f) Cepas Utilizadas
1.- Cepasutilizadas para las experiencias de detección de letales

recesivos ligados al sexo, en machos:

"Oregon R": Salvaje
"Base": scsl B In49 wasc8

1.- Cepa utilizada para las experiencias de observación de mutaciones
visiblesJ en hembras:



"Jynd" (no disjuncional)
Cromosomas sexuales de la hembra:

Genes del cromosoma X que será tratado:

y SCSI B In 49 snX2 sc8

Genes del otro cromosoma X:

Jl 2
sc pn w rb cm ct oc ras v dy g 'f od car sw

Cromosoma Y en anillo:

Lc
Y

Gnomosomas sexuales del macho:

Genes del cromosoma X

5 Sy sn oc v Y

Cromosoma Y en anillo:

YLc

La cepa se mantiene automáticamente equilibrada, porQue los úni
cos individuos fértiles, son iguales a sus padres.

3.- Cepas utilizadas para la experiencia de control de la fertilidad:

"Oregon R"

"Jyndll

4.- Cepas utilizadas para las experiencias de detección de letales
recesivos ligados al sexoJ en hembras:

scSl B In49 wa sc8"Basc":

"Sinle": sin letales, ver esquema N° 2
g) Esquemas de los cruzamientos
1.- Para observación de mutaciones visibles
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X2
pg'y seng In49 sn se

Lc

X y snsoc v,/

6 2 2stlpn w rb cm ct oc ras v dy g

Y

f od car sw

Lc Lc

Ef Sólo aprarecen hembras de los siguientes fenotipos:
B

y B sn
VOC

(iguales a la madrey únicas fértiles)

5510 aparecen machos de los siguientes fenotipos:
y sn oc v (iguales a1 padre y únicos fértiles)
B sn

2.- Para mantenimiento de la cepa
Esta Cepa permite detectar 1a

recesivos ligados al sexo y la no

"Sinle"
aparición eSpontánea de letales
disjunción del cromosoma Y.

P: + X +

y sc B In49 v B ‘:

F1: + x_sc B In49 v y sc B In49 v +
+ + BS' ..—*"' BSÍ .——';;'

(a)
Si en las

(B) (c) (d)

hembras de la cepa (+/y sc B In49 v) apareciese es
pontáneamenteun letal recesivo, esto se detectaria inmediatamente
porque en el cultivo el macho (d) no aparecería. Por otra parte en
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el caso de producirse no disjunción del cromosomaY, aparecerian
hembras Bs (esto se observa ocasionalmente). En ambos casos con deg
cartar los cultivos anómalos, se asegura la exactitud de la experiqg
cia.

Las hembras (a) se usan para los tratamientos, las hembras (b)
para mantener la cepa. Los machos (d) para mantener la cepa.

3.- Para detección de letales recesivos 1152908al sexo, en machos.

P: SC-SlB InS Wa ses x +

sc31B InS wa sc ::

F13 ¿“41.1______ x scsiB In S wasc8
yscSlB Ins wa sc8 ::::

F2: scSIB InS wa sc8 + scSIB InS wa 338 +

SCSJ'BInSwasc8 scSJ-BIns wasc8 Mi /
Cuandose ha logrado inducir una mutación letal recesiva en el

macho tratado, el machosalvaje, no aparece.

4.- Para detección de letales recesivos ligados al sexo, en hembras

P: + x scSIB In S wa 868

F1: 30318 In S Wa sca x ———-—--:;"**“‘

+
S

F2 + 5° 1B In S Wa 3° scsln InS wa 608 +
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Cuando se ha logrado inducir una mutación letal recesiva en la
hembra tratada, el machosalvaje, no aparece.

III- Experiencias y Resultados

a) Tratamientos en machos

Bn el transcurso de los trabajos realizados sobre inducción de
mutaciones en las hembras de Drosoggilg melanogaster se hicieron dos
experiencias para detección de letales recesivos ligados al sexo, en
machos, para constatar en los mismos, 1a acción mutagénica de las dqi
gas usadas. Se usaron machos Oregon R de dos dias de edad,que 24 ho
ras después de tratados ss cruzaron con hembras "Base" de acuerdo al
esquema de cruzamiento NR 3.

Tratamiento con MUSTRON:Se inyectaron 100 machos con una solución
-2

4 x lo M, concentración algo inferior a la máximatolerada. Bn el

total de cromosomasprobados en la filial segunda se observó la fra
cuencia de letales que se indica en la Tabla 2.

Tratamiento con THIOTBPA:se inyectaron 105 machos con una solución

1.5 X 10-2M. La descendencia se fraccionó como se indica en Técnica

de subcultivos, para observar el efecto de la droga en sspermatogéng
sis. En el total de cromosomasprobados en la filial segunda se ob
servó la frecuencia de letales que se indica en la Tabla 2. Bn cuan
to a la frecuencia de letales obtenidos en cada uno de los sucesivos

subCultivos, de la filial segunda, los datos se dan en la Tabla 1.

La figura l muestra la variación del rendimiento de mutaciones ob
servadas en este trabajo, comparadas con las obtenidas por Lüsrs
(1959) quién administró esta droga en la comida de machos adultos y
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con lae obtenidas por Fahmyy Pahmy (1956) quienes inyectaron otra
polietilenemina, la Trietilene imino trlazina (TEM).

Tabal 1.- Letales recesivoe ligados al sexo, inducidos en sucesivos
subcultivoe de machos por medio de THIO TBPA. (1,5 x lO'nm),

Subcultivo NRde cromosomas probados NRde letales % de letales

I 430 21 4,88

II 412 22 5,33

III 525 13 2,43

Iv 454 26 5,72

Tabla 2.- Letalee receelvoe ligados al eexo observados en el total
de los cromosomas de la filial segunda de machos inducidos con MUS

TRON y con THIO TBPA.

Alquilante Concentración Nn de cromosomasprobados z de letales
' -2

MUSTRON 4 x 1o M 953 1,8

THn3TBPA 1.5 x 10-2“ 1.319 4.5
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Figura 1.- Letales recesivos ligados al sexo, inducidos en suce
sivos subcultivos de machos por medio de THIO TBPAy TBM.

°L E.

k2

5 6 9 ¿z Días después del
tratamiento.

THIO TEPA inyectado (M B)’

— - — — — - — - — TEM inyectado (Fahmy y Fahmy)

-.-.-.—.-.-.-.-.- THIOTEPAen la comida (Lüers)
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b) Tratamientos en hembras

A.- Experiencias con MUSTRON

Comolos resultados del experimento realizado con machos, que
corrobornn 10s obtenidos por Henke, Hüne y Künkel (1956) demostra

ron el efecto mutagénico del MUSTRONsobre los mismos, se planearon

experiencias con el objeto de estudiar la acción de esta droga en
las hembras, en 1a inducción de mutaciones visibles y letales recesi
vas ligadas al sexo.

1.- Mutacionesvisibles
Con el objeto de analizar comparativamente la potencialidad mg

tacional de un determinado número de genes del cromosoma X, cuando

se les somete a la acción de un agente alquilante, se utilizó 1a cg
pa "Jynd". Esta es una cepa no disjuncional, las hembras tienen dos
cromosomas X, uno de los cuales lleva una serie de genes recesivós
(que permiten detectar en el otro la aparición de mutaciones indu
cidas por el tratamiento, en las hembrasde la filial primera). Bl
alquilante usado: MUSTRON,se empleó en dos concentraciones: (4 x

10-2“) y (7 x 10.2M). Se trataron hembras virgenes de dos dias de
edad, se cruzaron con los machos correspondientes (esquema N3 1) y
para observar el efecto del agente inductor en oogénesis se frac
cionó la descendencia, según la técnica de subcultivos (a).

Experiencia N9 l:
-2

Se inyectaron 300 hembras con MUSTRON4 x 10 m. Se observa

ron 7.800 hembras Bar de la F1 sin encontrarse ninguna mutación.
Experiencia N3 2:

Se inyectaron 265 hembras con MUSTRONal 7 x 10-2“. Se obser

varon 5.343 hembras Bar de 1a F1 sin encontrarse mutación.
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2.- Comparación de 1a fertilidad de las hembras tratadas con MUSTRON
con la de las hembras sin tratar

Con el objeto de averiguar si una solución de MUSTÉONal 7 x lO

10-2Mdisminuye la fertilidad de las hembras tratadas,se hizo un eg
perimento comparativo utilizando dos cepas: "Jynd" y "Oregon R". De
cada una se inyectaron 50 hembras virgenes de dos dias de edad con

MUSTRON.Se cruzaron con machos de las mismas cepas poniendo en el

caso de "Jynd", machosen exceso para asegurar la fertilización de

todas las hembras, pues éstos son algo débiles. Se hicieron los coa
troles correspondientes. Se efectuaron sucesivas transferencias, cg
da 5 dias, para favorecer la ovopoaición, abarcándose un periodo de

32 dias. Se hicieron los recuentos de los totales de la F1. Los re
sultados obtenidos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3.- Recuentos totales de 1a F1 de hembras tratadas y de tes
tigos.

Copas F1 de hembras tratadas F1 de testigos

Oregon R 4.441 4.673

Jynd 5.497 5.129
Totales 9.938 9.802

Observacioggí: Los recuentos parciales de los sucesivos subculti
vos no mostraron diferencias apreciables en el númerode hijos de
las hembras tratadas y de los controles.

Bs decir que hay que descartar la posibilidad de que la sol!
—2ió d M TRO 7 -2

C n e US N x lo M (8 x lo M es la concentración máxima tg
lerada por las hembras) afecte la fertilidad de las mismas.
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3.—Mutaciones letales recesivas ligada al sexo

Se trataron hembras "Sinle" de dos dias de edad, gue se cruza
ron con machos "Base" de acuerdo al esquema de cruzamiento Nn 4.

Con el objeto de estudiar el efecto del MUSTkONen distintos esta
dos de oogénesis, se empleó la técnica de subcultivo (a), con un
subcultivo adicional para hacer las observaciones más completas.
Los resultados obtenidos en la filial segunda se dan en la Tabla 4.

Tabla 4.- Letales recesivos ligados al sexo inducidos en sucesi
vos suDCultivos de hembras de dos dias, por medio de MUSTRON7 x

2
10- M.

Subcultivo Nn de cromosomas probados Letales %de letales
A 427 - 

B 519 1 0,19

C 426 _ 

D 317 - _

E 197 - 

Totales 1.886 1 0,05

El hecho de que en 1.886 cromosomas probados apareciera un

solo letal, indica que la droga no ha indicado mutación, puesto
que 0,05 %entre dentro del porcentaje de mutación espontánea.

Los resultados que se obtuvieron, tanto en la inducción de
mutaciones visibles, comomaletales recesivos ligados al sexo fue
ron negativos, sin que esto pudiera atribuirse a una acción del
MUSTRONsobre la fertilidad de las hembras tratadas.(Tabla 3).
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Parker (1960), observó que cuando sametia a 1a acción de los

Rayos X, el oocito en su estado de máximodesarrollo (estado 14,
King 1956 - 1957) se producia un marcado aumento en la frecuencia

de mutaciones inducidas, Trató hembras de seis dias de edad, que
tienen en sus ovarios un 13 Z de oocitos en ese estado, y limitó
a 24 horas el periodo de ovoposición. Teniendo en cuenta, este
dato, se repitió el experimento de inducción de letales con hembras
de seis dias para investigar si el oocito en el estado 14 es tam
bién más sensible a 1a acción del MUSTRON.Para ello se empleó la

técnica (b) de subcultivo. Los resultados obtenidos en la filial
segunda , que figuran en la Tabla 5 confirman esta mayor sensibi
lidad del oocito madurocon respecto a estados anteriores de su
desarrollo.

Tabla 5.- Letales inducidos en hembras de dos y seis dias por me
dio de MUSTRON.

Edad de ias hembras

2 dias 6 dias
A F .

C02C>ntración 7 x 10-2M 7 x 10-2”

TÍ ‘ica de subcultivo (a) (b)
ï- hembras tratadas 100 185

I- r cromosomas probados 1.886 984
letales 1 6

Z letales 0,05 0,60
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B- Experiencias con THIO TBPA

Como en el caso del MUSTRON,el efecto mutngénico del THIO TBPA

se comprobó primeramente en lasmachos, (tabla l). Análogamente a lo
realizado con MUSTRONse probó la acción del THIO TBPAen hembras

de dos y seis dias, en experiencias para detección ds letales rece
sivos ligados al sexo. Los resultados obtenidos (Tabla 6) indican
que también en hembras en un eficiente mutageno. Además, como sn el
caso del MUSTRONy de los Rayos X el estado 14 presenta mayor sea
sibilidad a su acción.

Para las experiencias, se trataron hembras "Sinle" de dos y seis
dias y se procedió de acuerdo a1 esquema de cruzamiento Nn 4. Los r2
sultados obtenidos figuran en la tabla 6.

Tabla 6.- Letales inducidos en hembras de dos y seis días por medio
de THIO TBPA.

r_.__.MM.d_._
Bdad de las hembras

2 dias 6 dias

Concentración 3 x 10-2” 3 x 10'2“
1

Técnica de subcultivo (a) 1er sub. (b)
N9 de hembras tratadas 110 400

NR de cr0mosomas probados 415 1.241
N1 de letales 9 72

%de letales 2,16 5,80
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C- Experiencias con Rayos X

Para establecer una comparación con el efecto producido por los

alquilantes y por los tratamiento cambinadoe que se detallan más ads
lante se hicieron dos experiencias de inducción de letales recesivos
ligados al sexo, con RAyosx.

Se trataron hembras "Sinle" de dos y seis dias y se procedió de
acuerdo a1 esquema de cruzamiento N3 4. La técnica de irradiación u
tilizada es 1a descripta en Materiales y Métodos. Los resultados ob
tenidos figuran en la tabla 7.

Tabla 7.- Letales inducidos en hembras de dos y seis dias por medio
de Rayos X.

Edad de las hembras

2 dias 6 dias

Dosis 800r BOOr
Técnica de subcultivos (a) (b)
Nn de hembras tratadas 100 200

NR de cromosomas probados 1.600 1.006
N2 de letales - 15

%de letales - 1,49
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D- Tratamientoscombinados: Alquilantes y Rayos X

Las radiaciones ionizantes tienen, entre otros efectos, el de
aumentar 1a permeabilidad de las membranascelulares. Teniéndose en
cuenta este hecho, se hicieron una serie de pretratamientos con Ra
yos X, para observar si de ese modose facilita la penetración de
los alquilantes al oocito. Originalmente planeadas para investigar
si la escasa acción mutagénica del MUSTRONen las hembras, es ds
bida a dificultades que encuentra esta droga para penetrar en el
oocito, las experiencias se extendieron para incluir el THIOTBPA
y completar asi los datos obtenidos. Los resultados indicaron la
conveniencia de realizar experimentos en que_1a irradiación se hi
ciera después de administrado el alquilante, pués comopuede ver
se en la Figura 2, los dos alquilantes se comportan en forma muy
distinta cuando son empleados en combinación con Rayos x.

Antes de considerar la acción mutagénica de estos tratamien

tos combiandos, es interesante mencionar el_ePecto que éstos eje:
cen directamente sobre las hembras tratadas.

a.— Bayas X y MUSIKQE.Aun cuando las hembras resisten bien una.,———_.

301“°ió“ de MUSTRON7 x 10-2M, asi como también una dosis ds 400

u 800r, cuando se combina 1a acción de ambos agentes, en pretra

tamientos con radiaciones, muere una elevada proporción de las hem
bras tratadas. Variandoel intervalo tranSCurrido entre la irradia
ción y la inyección y manteniendo constante la dosis de MUSTRONse
observaron los porcentajes de recuperación que figuran en la tabla 8

En el caso de postratamientos con Rayos X, con un intervalo de
50 minutos entre la inyección y la irradiación la recuperación a1
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canzó al 80 %y con un intervalo de 20 horas llegó al 93 Z. Bs de

cir que el efecto altamente tóxico de los pretratamientoe no se prg
duce.

Tabla 3.- Porcentajes de hembras recuperadas después de un pretra

tamiento con Rayos X y una dosis de MUSTRON7 x 10"2M después de

diferentes intervalos.

1Ñnde hembras Irradiación Intervalo hasta Z de hembras ’tratadas 1a inyección recuperadas

95 400r 4 horas 27,3
210 800r 4 " 20

83 800r 12 " 46,9

204+ som 12 n so,'7

103 800r 16 " 33,9

(J) Hembras de seis dias. Todas las demás de dos dias.

b.- Rayos xgxfTHIO TBPA. Bn un pretratamiento con Rayos X, con in
tervalo de 12 horas hasta 1a inyección no se observó mortalidad. En
los casos de postratamientos la recuperación alcanzó el 92 3, con
intervalo de 30 minutos y el 88 X con intervalo de 20 horas.

Bn todos los experimentos para detección de letales recesivoe
ligados al sexo, realizados para estudiar el efecto mutagénico de
tratamientos combinados, se utilizaron hembras "Sinle" y se siguió
el esquema de cruzamiento Nn 4. Se irradió de acuerdo a 1a técnica
descripta en Materiales y Métodos.



-32

1.- Tratamientos combinados: con MUSTRON

a) Pretratamiento con Rayos X.
Se estudió si las diferencias observadas entre hembras de dos y
seis dias, tratadas con alquilantes solos y con Rayos x tambien se
presentaban en estos tratamientos combisndos. Comopuede verse en
1a Tabla 9 donde figuran los resultados, también en este caso se
advierte una mayor sensibilidad del oocito maduro.

Para todas las experiencias se usó 1a misma concentración de

MUSTRON:7 x 10'2M. Para las hembras de dos dias, se siguió la tea

nica (a) de subcultivos, los resultados obtenidos figuran en 1a tg
bla. 9

Tabla 9.- Letales recesivos ligados a1 sexo inducidos en sucesivos
subcultivos de hembras de dos dias por medio de un pretratamiento
con Rayos X y una dosis de MUSTRON7x10-2M después de diferentes
intervalos.

Irr. 400r Irr. 800r Irr. 800r Irr. 800r
Int. 4h Int. 4h Int. 12h Int. 16h

1

Subcultivo N9 crom.%let ‘ Nflcrom.%1et Nicrom,%1et Nflcrom.%1et.

A 227 1,7 339 1,7 279 2,3 333 1,5

B 296 1,0 334 0,5 305 1,6 273 1,4

c 296 0,3 399 0,2 347 0,2 326 1,2
n 233 — 333 — 325 —

Los resultados de estas experiencias indican que el intervalo
óptimo entre la irradiación y 1a inyección de alquilante es de 12
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horas. Ba los experimentos siguientes se utilizó este intervalo por
ser aquél en que se obtuvieron mayores frecuencias de mutación.

Bn el caso de las hembras de seis dins, se siguió la técnica
(b) de subcultivos. Los resultados observados se dan en la tabla lO.

Tabla 10.- Letales recesivos ligados a1 sexo, inducidos en hembras
de dos y seis dias por medio de un pretratamiento con Rayos X (800r)
y una dosis de MUSTRON(7 x 10'2M) con un intervalo de 12 horas.

Edad de las hembras

2 dias 6 dias
Nn de hembras tratadas 83 204

Nn de hembras recuperadas 39 '124'r dbto 121
écnica e su cul iv (a) Sub. (b)

Nn de eramosomas probados 279 668
Nn de letales 8 24

%de letales 2,8 3,59

b.- Postratamientos con Rayos X. Bn estas experiencias se utiliza
ron hembras de seis dias de edad, que se inyectaron con MUSTRON7

x 10-2M. Después de un intervalo de 30 minutos en el primer caso, y
de 20 horas en el segundo, se irradiaron con una dosis de 800r. Los
resultados observados que se dan en la tabla ll, muestran que con
el intervalo mayor la frecuencia de letales obtenidos es más ele
vada.
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Tabla 11.- Letales recesivos ligados al sexo, inducidos en hembras

de seis dias por medio de una dosis de MUSTRON(7 x 10'2M) y un po!
tratamiento con Rayos X (800r) con diferentes intervalos.

Intervalos

30 min. 20 horas

Nn de hembras tratadas 317 91

N2 de hembras recuperadas 255 85

N1 de cromosomas probados 1.067 512
NE de letales 12 lO

%de letales 1,12 1,95

27 Tratamientos combinados. con THIO TEPA

a.-Prettatamientos con Rayos X. Del mismo modoque se hiciera en

los pretratamientos con MUSTRON,se comparó 1a acción mutagénica
ejercida por Rayos x y THIOTEPA,adminsistradoa con un intervalo
de 12 horas, enlembras de dos y seis dias de edad. En este caso,

como puede verse en la Tabla 12, no se advierte una mayor frecneg
cia en las mutaciones inducidas en las hembras de seis dias, a di
fersncia de lo encontrado en todos los casos anteriores. Para to
dos los experimentos se usó la misma concentración de THIOTBPA;
3 x 10'zm.
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Tabla 12.- Letales recesivos ligados al sexo, inducidos en hemBras
de dos y seis dias por medio de un pretratamiento con Rayos X (BOOr)

y una dosis de THIO TBPA(3 x 10-2M) con un intervalo de 12 horas.

Bdad de las hembras

2 dias 6 dias

Na de hembras tratadas llO 110

Técnica de subcultivos (a)lgï_sub. (b)
NR de crOmosomas probados 394 660
N9 de letales 8 15

%de letales 2,03 2,27

b.- Postratamiento con Rayos x. Comose hiciera en los postratamieg
tos con MUSTRON,se utilizaron para estos experimentos hembras de

seis dias de edad, que se inyectarOn con THIO TBPA3 x-10-2M y se

irruCEuron con 800r después de un intervalo de 30 minutos en un caso
y de PO horas en el otro.

Lun resultados observados, que se dan en la tabla 13, indican que
«¡ r o el intervalo transcurrido hasta la irradiación es mayor,se
iu‘uxv una frecuencia de letales marcadamente más elevada.
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Tabla 13.- Letales recesivos ligados al sexo, inducidos en hembras

de seis dias por medio de una dosis ds THIO TBPA(3 x 10-2“) y un

postratamiento con Rayos X (800r) con diferentes intervalos.

Intervalos

30 min. 20 horas

NRde hembras tratadas 494 180

Na de hembras recuperadas 456 159

NR de cromosomas probados 1.510 470
Na de letales 45 24

%de letales. 2,98 SJO
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AlquillntookayooXAlquillnto+llyooXRoyo.XoAlquiInnto

RoX

Alqüilinte¡nt.,v.1.:son,Intorvalotflohorno.y. Intervalo:12horno
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Ilcron.Zlot.Nlcron.xlot.Nlcrol.Zlot.Nietos.Zlot.Hieron.Slot.

IUSTÍOI9840,601.0671,196121,931.0061,496683,59 mmnm1.2415,301.5102,9347o5.101.0061,49sao2,27
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Figura2.-GráficocomparativodelasErecuehciasdeletalesinducidosenelestado14

melanogasterpormediodeMUSTRON(7' x10'2M),mIoTBPA

deloocitodeDrosoghila(3x10'2M),RayosX(800r)ytratamientoscombinados.

«ad.
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IV- Discusión y conclusiones

Surgen de esta serie de trabajos, algunos hechos evidentes,que
se discuten a continuación.

1.- Eficacia mutagénica de MUSTRONy THIO TBPA

Las pruebas de inducción de letales recesivos ligados al sexo,
tanto en machos, (tabla 2) como enlembrag (tabhs S y 6) acusan po:
centajes más elevados de mutación con THIOTEPA. Las frecuencias de
letales observadas en machos concuerdan con las obtenidas por Henke,
H6ne y Kunkel (1956) con MUSTRONy con las de Lüers (1959) con THIO

TEPA. No se conocen otros datos sobre mutagénesis inducida enlem
bras por medio de alquilantes ya que 1a mayoria de los trabajos han

sido realizados con machos, por lo tanto no pueden establecerse com
paraciones con los resultados obtenidosen estas experiencias. Sin
embargo se deduce de los resultados observados aqui, que el sexo no
establece diferencias entre ambosagentes en cuanto a su eficacia
mutagénica, ya que son comparables las frecuencias de mutación ob
tenidas con cada uno de ellos en machos y en hembras.

2.- Sensibilidad del material hereditario en espermatgggnesis al
THIO TEPA

B1 estado del material hereditario varia en forma continua du
rante los sucesivos estados de la espermatogénesie. Los cromosomas
van sufriendo una progresiva condensación, al mismotiempo que se

va reduciendo la cantidad de citoplasma presente, de modoque en el
esperma maduro los cromosomas estan muy condensados y hay un minimo
de citoplasma.

Es interesante tratar de relacionar estos cambios, con la efi
ciencia mutagénica que se observa con THIOTBPA,a1 fraccionar la
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descendencia, con el objeto de estudiar células germinales pro
gresivamente mas jóvenes en el momentodel tratamiento.

Según Fahmyy Fahmy (1958) el hecho de que substancias per
tenecientes al mismogrupo de alquilantes; induzcan el mismoti
po de curva, indica que la respuesta al agente inductor.depende
del estado del material hereditario durante 1a espermatogénesis.

La diferente sensibilidad de las células durante ese periodo,
podria deberse a las modificaciones que se producen en los cro
mosomas.Estas modificaciones traerian aparejadas variaciones en
1a accesibilidad a los grupos reactivos del ADN.A1 mismo tiem
po, los cambios en las c0ndiciones fisico-químicas de 1a célula,
por ejemplo en el pH, podrian facilitar la reacción entre'muta
geno y ADNen determinados momentos.

Si se supone que el THIO TEPA(cuya acción sobre el ADNaun

no se conoce) actúa del mismo modo que el TBM(Szybalski, 1960)

ya que ambas substancias pertenencen a1 grupo de las polietile
neiminas, podria esperarse que la sensibilidad del material he
reditario durante los distintoa estados de 1a espermatogénesis
fuese similar para esos dos agentes. Los resultados observados
en este tratajo(Tab1a 1) coinciden con los de Lüers (1959), quién
administró THIOTEPAen 1a comida de machos adultos, si bien no
llevó sus experiencias más alla del tercer subcultivo. Por otra
parte en experimentos realizados con IBMpor Fahmyy Fahmy(195&
en las mismascondiciones standard aplicadas a1 presents traba
jo, se dan valores diferentes para subcultivos correspondientes
(Figura 1).
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Beto significa, que con dos substancias pertenencientes al
mismogrupo, se obtienen curvas de sensibilidad muydistintas, a
diferencia de lo encontrado por Fahmyy Fahmy (1958) trabajando

con mostaza aminadas, mostazas dcido-carboxilicas y mostazas ami
no-acidicas. Para cada uno de estos grupos de substancias hay una
curva caracteristica que no es afectada por diferencias menores

en 1a molécula. El caso de TEMy el THIO TBPAindicaria que co!
puestos pertenecientes al mismogrupo de alquilantes pueden ts

ner distintos tipos de curva. Un caso análogo a éste, estudiado
también por Fahmyy Fahmy (1958) es el de los cloroetil y fluo
roetil metanosulfonatos, en los cuales las diferencias halladas
en 1a sensibilidad de las celulas en espermatogénesis se han ex
plicado por 1a formación "in vivo" de productos mutagénicos se
cundarios.

Aunqueloa agentes mutagénicos, pueden alterar el ritmo

normal de producción de esperma, las diferencias observadas en
tre THIOTEPAy TEMindican que la eficiencia mutagénica de un

compuestono sólo depende del estado del material hereditario si
no también de 1a configuración molecular del mutágeno.

3.- Sensibilidad del material hereditario en oogénesis a MUSTRON

l THIO TEPA.

La sensibilidad del oocito en distintos estados de madura

ción, a los alquilantes empleados, se mide, comoen los casos
anteriores comofrecuencia de letales recesivcs ligados al sexo.
Los porcentajes observados con THIO TBPAy MUSTRONmuestran una

sensibilidad marcadamente mayor del oocito maduro (estado 14) con
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respecto a estados anteriores de desarrollo. (Tablas 5 y 6) Reprg
duciendo una experiencia de Parker (1960) se obtuvo un resultado
similar enhembras tratadas con Rayos X (Tabla 7). Bs posible que
pueda atribuirse esta mayorsensibilidad del oocito maduroal es
tado especial de los cromosOmas,en la etapa inmediata anterior a
la fertilización.

4.- Efecto de la acción combinada de Rayos X x_a1quilantes.

Cuando se combina 1a acción de los alquilantes con la de los

Rayos X, se observan notables diferencias con cada uno de los com
puestos usados° Estas diferencias puedenatribuirse: l) a distin
tos modos de acción de cada una de las drogas con el ADN. 9) a in

teracciones distintas de cada una con los Rayos X. Debe tenerse en
cuenta también, que estos dos mecanismos pueden no ser excluyentes.

Si se considera el primer caso, el MUSTRONactúa por alquila
ción del N 7 de 1a guanina; mientras que, como se discuti6.ante

riormente, aunque existen datos sobre la reacción del TQMcon el
ADN,no se sabe si este mecanismo puede extenderse al THIO TBPA.

Bn el segundo caso, no es fácil explicar la acción compleja de los
Rayos X, que se ejerce tanto en forma directa, comoindiretamente,
a través de compuestos formados después de la irradiación.

a) Efecto combinado de MUSTRONcon Rayos X.

Al someter las hembras a un pretratamiento con Rayos x, 12

horas antes de la inyección de MUSTRON(Tabla 14 y figura 2) a!
menta sensiblemente la frecuencia de mutaciones con respecto a
las obtenidas con cada uno de estos agentes por separado. Por o
tra parte, un postratamiento con Rayos x, 30 minutos después de
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la inyección produce una disminución de mutaciones con respecto

a las observadas con radiaciones solamente, y un ligero aumento
con respecto a las producidas por el MUSTRONsolo. Si se irradian
las hembras 20 horas después de inyectadas, el efecto mutagenico
aumenta por encima de aquel obtenido con cada uno de los agentes,
sin alcanzar al producido por el prstratamiento.

Se sabe que las radiaciones ionizantes aumentan la permeabi
lidad de las membranascelulares. Bate aumento puede producirse
por distintos mecanismos. Brinkman y Lamberts (1960) postulan que
este aumento de la permeabilidad se debe, en los mamitsros a la
despolimerización del acido hialurdnico, por accion directa de las
radiaciones o por liberación o activación de hialuronidasa. Bs pg
sible que en Droeophila actde un mecanismosimilar que al aumentar
la permeabilidad de las membranasdel oocito permita mayor acceso
de la droga a1 mismo. Bs evidente que ese-aumento ds la permeabi
lidad debida a las radiaciones debe mantenerse no menos de docs

horas para permitir la mayor entrada dealquilante. Bs probable
que la mortalidad observada en las hembras asi tratadas se deba

a una mayor difusión del MUSTRONen todo el organismo de la mos
ca (Tabla 8)..

Los resultados obtenidos con los postratamientos podrian e!
plicaree considerando que como el MUSTRONno es un compuesto muy

estable, al irradiaree la hembra 30 minutos despues de inyectada,
la cantidad de droga activa disponible ya ha quedado disminuida
en el momentoen que la permeabilidad es óptima. Cuando la irra
diación ee hace después de un intervalo de 20 horas el resulta
do pareceria indicar una suma de efectos, como si los Rayos X y
el MUSTRONactuaaen independientemente, sobre el cromosoma.
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b) Efecto combinado de THIO TBPAcongggyos X.
El pretratamiento con Rayos X, 12 horas antes de la inyección

de THIO TBPAproduce (contrariamente a lo observado con MUSTRON)g

una marcada disminución en la Frecuencia de las mutaciones con re;
pecto a las obtenidas con THIOTBPAsolo. Bea frecuencia es de to
dos modos mayor que la observada en el tratamiento con Rayos x ao
lamente (Tabla 14 y figura 2). Irradiando 30 minutos después de la
inyección se observa una frecuencia de mutación algo superior a a

quella producida por e1 pretratamiento. La irradiación 20 horas de;
pues de 1a inyeccaón produce un porcentaje de mutación aproximado
al producido por el THIOTBPA solo.

Si se considera el aumento de 1a permeabilidad de las membra

nas por las radiaciones, la disminución en la frecuencia de mutacig
nes, frente a las obtenidas con THIOTEPAsolo poddá explicarse si
se tiene en cuenta que como esta droga es un mutágeno muy activo,

al facilitar mayor acceso de la mismaal oocito podria inducir una
cantidad de letales dominantes, en cuyo caso, no se detectarian tg
dos los letales recesivos. Otra hipótesis (Shubert, 1963) supoae
que peróxidos formados después de la irradiación inactivalcierta
cantidad de THIOTBPA,disminuyendo la cantidad disponible de este
agente. Bate efecto de los peróxidos, no seejerceria sobre el MUÉ
TRON,porque las mostazas nitrogenadas adquieren en medio fisioó

lógico una mmmaque las proteje de la acción oxidativa de los para
xidos.

Cuando se irradia 30 minutos despues de adminitrado el THIO
TBPA,c0moesta droga es bastante estable, se mantiene en sufi
ciente cantidad para ser inactivada por los peróxidoe formados.
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Cuando se irradia después de 20 horas, de administrada la droga, e:
ta inactivación no tendria lugar, puesto que el THIOTBPAya habria
ejercido su acción.

Bs interesante notar que en ningún caso el THIOTBPAy los Ra

yos x producen, en cuanto a letales recesivos ligados al sexo, un
efecto aditivo. Ya que no debe descartarse que los Rayos X produ
cen una cantidad de letales recesivos. Si bien existe la posibili
dad de que en todos los casos se induzcan letales dominantes, que
no permitan detectar todos los recesivos posibles, esto mismopo
dria suceder en los tratamientos combinados-con MUSTRON.

Si bien los resultados observados en toda esta serie de trab¿
jos, no pueden indicar, por la naturaleza de los mismos, cuales son
los centros afectados por la alquilación, contribuyen sin embargo
a sustentar 1a idea de que el MUSTRONy el THIOTBPApodrian utili
zar mecanismosdistintos para ejercer su acción mutagénica.

En resumen, las conclusiones que surgen de esta serie de tra
bajos son las siguientes:

1.- La Polietileneimina THIOTBPA,es un agente mutagénico mas eri
ciente que la mostaza nitrogenada MUSTRON,manifestado tanto en
material hereditario masCulino comofemenino.

2.- Se comprobóque la sensibilidad del material hereditario en eg
permatogénesis a la acción mutagénica del THIOTBPA,presenta mdxi
mosy minimoscaracteristicas.

3.- Se comprobóque la sensibilidad del oocito a la acción mutagd
nica de MUSTRONy THIO TBPA es marcadamente mayor en su estado de

madurez (estado 14) que en estados anteriores de su desarrollo.
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4.- Bl efecto diferente de ambosagentes, manifestadacunndo detoe
ee usan en combinación con Rayos X, sugiere le existencia de un
modode acción o interacción distinto de ceda uno de ellos.
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