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RESUMEN

El estudio del efecto genotéxicos de agentes xenobiéticos se ha centrado
tradicionalmente en la deteccion de danos que involucran al DNA y a los
cromosomas entre los posibles blancos de ataque. En la actualidad la
evaluacién de un compuesto en cuanto a su accion deletérea sobre el
genoma, deberia incluir un analisis del efecto sobre la segregacion

cromosoémica, ya que los blancos de accién pueden ser diferentes del ADN.

El interés se debe al gran impacto de las aneuploidias en patologia
humana y a la creciente exposicién a compuestos con capacidad potencial
para actuar como aneugenos. La exposicién a un agente que no afecta al
ADN, no puede considerarse segura desde el punto de vista genético hasta

tanto no sea evaluado su efecto aneugénico.

En humanos, las aneuploidias en la linea germinal son frecuentes y
tienen graves consecuencias, se considera que son la causa del 5 al 7% de
las muertes en nifios y del 35% de los abortos espontaneos. Los individuos
que sobreviven con numeros cromosémicos anormales presentan severas

discapacidades fisicas y/o mentales.

En las células somaticas las aneuploidias también juegan un papel
importante, ya que existen evidencias crecientes de que pueden ser
determinantes en las etapas tempranas y/o tardias de los procesos de
transformacion celular y carcinogénesis, debido a la pérdida de heterocigosis.
En esta misma linea estan las pruebas de mutacién y recombinacién
somatica (SMART, Somatic Mutation and Recombination Tests), un conjunto
de ensayos capaces de identificar agentes mutagénicos o recombinagénicos

potencialmente inductores de pérdida de heterocigosis

En este trabajo de Tesis se caracterizdé el posible efecto mutagénico,
recombinagénico y aneugénico en linea somatica y germinal de Drosophila
melanogaster producido por exposicion a alcoholes alifaticos de cadena

corta: etanol (EtOH), isopropanol (IPA) y metanol (MetOH).

El conocimiento de los efectos genéticos de estos alcoholes es escaso o

contradictorio y su metabolismo es muy semejante en humanos y en



Drosophila, siendo este organismo un excelente modelo de estudio para la
evaluaciéon de la toxicidad, genotoxicidad y teratogénicidad in vivo de

alcoholes alifaticos de amplio uso.

Con este objetivo se realizaron tratamientos agudos por via inhalatoria,
con los alcoholes (EtOH, IPA, MetOH) y sus metabolitos primarios
(acetaldehido=AAld, acetona=AcetO, fomaldehido=FAld). Cuando se quiso
evaluar el efecto de tratamientos crénicos las larvas fueron criadas en medio

con el compuesto.

Los resultados obtenidos indican que los tres alcoholes, EtOH, IPA y
MetOH exhiben toxicidad y genotoxicidad diferencial en Drosophila en las

condiciones experimentales aplicadas.

El grado de toxicidad demostrado en orden decreciente es: MetOH,
EtOH e IPA. Los tres alcoholes presentan toxicidad reproductiva,
disminuyendo la fertilidad de las hembras tratadas. El EtOH demostrd
afectar el desarrollo de larvas de Drosophila e inducir malformaciones

congénitas.

La genotoxicidad de los alcoholes alifaticos de cadena corta se
manifiesta por su capacidad de induccion de no disyuncién (ND)
cromosOmica. El grado de induccién de ND en orden decreciente es: IPA,

EtOH y MetOH, guardando una relacion inversa con la toxicidad.

El MetOH actuaria como aneugeno indirecto, ya que su metabolito, el
FAld, es mas genotdéxico que el alcohol mismo. El EtOH y el IPA son
aneugenos directos y sus respectivos metabolitos, el AAld y la AcetO, no
afectan de manera significativa la disyuncién cromosémica o muestran un

efecto comparativamente menor que el de sus alcoholes de origen.

En la linea germinal, los oocitos que estan en las etapas mas tardias de
la diferenciacién son los mas afectados por los tratamientos con estos

alcoholes. En la linea somatica el efecto no es concluyente.

Drosophila melanogaster es el modelo biolégico de eleccion para
monitorear el dafno inducido por alcoholes, permitiendo la extrapolacién a

otros organismos superiores en general y al hombre en particular.



ABSTRACT

The study of genotoxic effects of xenobiotics has been traditionally
focused on DNA and chromosome damage. Nowadays, any evaluation of
deleterious consequences exerted by any agent on the genome should
necessary include the analysis of chromosome segregation, since the target

of xenobiotics may be different from DNA itself.

The study of aneuploidy is of interest due to its great impact on human
health and the abundance of environmental agents with the capacity of
acting as potential aneugenes. Exposition to a certain compound that has
proved harmless regarding DNA damage, cannot be stated as safe unless any

effect on chromosome segregation has been discarded.

In humans aneuploidy is quite common and has serious consequences.
It may be the cause of around 5-7% infant deaths and it has been detected
in 35% of all spontaneous abortions. Moreover, surviving individuals with

abnormal chromosome sets are physically and/or mentally hadicape.

The occurrence of aneuploidy in somatic cells is also of great interest
since it may play a critical role in cell transformation and carcinogenesis,
due to the loss of heterocigosity that may be induced. Somatic Mutation and
Recombination Tests (SMART) are also very useful to identify mutagenic
and/or recombinagenic agents that result in the expression of recessive
genes, which may be involved in early and/or late steps in cancer

development.

The aim of the present Thesis was to characterize the potential
mutagenic, recombinagenic and/or aneugenic effect of three short chain
aliphatic alcohols, ethanol (EtOH), isopropanol (IPA) and methanol (MetOH),

on somatic and germinal cells line in Drosophila melanogaster

The knowledge about genetic consequences of the exposition to these
alcohols is scarce or contradictory. Alcohol metabolism is similar in humans
and Drosophila, thus this eukaryote has become a useful model in the in vivo
evaluation of toxicicity, genotoxicicity and teratogenicity of the above

mentioned aliphatic alcohols.



Acute inhalation treatments with EtOH, IPA and MetOH, and with the
corresponding primary metabolites, acetaldehyde (AAld), acetone (AcetO) and
formaldehyde (FAld) were performed. To evaluate the consequence of chronic

treatments, the compounds were added to the larva growth media.

The results obtained show that all three alcohols, EtOH, IPA and MetOH

exhibit differential toxicicity and genotoxicicity in Drosophila.

The toxicicity of the alcohols in decrescent order is: MetOH, EtOH e IPA.
All three alcohols show reproductive toxicicity, because fertility in treated
females is lower than controls. Besides, EtOH exhibited developmental

toxicicity in Drosophila larvae and induction of congenital malformations.

Short chain aliphatic alcohols genotoxicity is expressed as a significant
increase in chromosomal non-disjunction (ND) rates. The degree of
induction of ND is inverse relative to the toxicity, thus IPA treated series
show the highest level of ND in the progeny, being EtOH and MetOH less

aneugenic.

The MetOH is probably an indirect aneugenic agent, since the FAIld is
more active as genotoxic than the alcohol itself. The other two alcohols,
EtOH and IPA act as direct mutagens in the induction of aneuploidy, and
their metabolites, AAld and AcetO, do not affect chromosomal disjunction or

show a comparatively lower effect than the alcohol from which they derive.

In germ cells, mature oocytes are sensible to the drug treatments while
less mature stages are not. The effects exerted by alcohols in somatic cells

are inconclusive.

Drosophila melanogaster has proven to be a useful biological model to
monitor genetic damage induced by short chain aliphatic alcohols, because

the results can be extrapolated to other organism including man.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 La Genética Toxicologica

1.1.1 Generalidades

La Geneética Toxicolégica es la ciencia que estudia los efectos que, sobre el
genoma, puede tener la exposicion a los mas variados agentes quimicos, fisicos
o biolégicos (mutagénesis) y sus consecuencias para la salud humana. Si
tomamos la definicion mas amplia del término mutagénesis, estos estudios
incluyen el analisis de la induccién de dano al ADN y la consecuente
produccion de alteraciones genéticas que van desde el cambio en una base o
unos pocos pares de bases (mutaciones génicas) hasta grandes cambios en la
estructura cromosoOmica (aberraciones cromosémicas) o en el numero de
cromosomas (aneuploidias y poliploidias). Todo agente capaz de causar
mutaciones se denomina mutdgeno y se utilizan los términos mas
especializados ‘clastégeno” y "aneugeno” para denominar a aquellos agentes
capaces de originar aberraciones cromosémicas y aneuploidias,

respectivamente.

En este contexto, habria dos razones principales para preocuparse por
la exposicion a mutagenos ya sea de los seres vivos en general como del
hombre en particular: primero, porque el aumento en la tasa de mutacién de
células germinales humanas (6vulos, espermatozoides y sus células
precursoras) resultaria en una mayor incidencia de enfermedades genéticas
en las futuras generaciones; segundo, porque las mutaciones en células
somaticas podrian contribuir al desarrollo de distintos desérdenes en Ios
individuos expuestos, siendo el cancer el problema mas frecuentemente

observado asociado a las mismas.

La historia de las investigaciones en mutagénesis comenzé en 1927 con
el descubrimiento de la capacidad de los rayos X para inducir mutaciones
letales recesivas ligadas al sexo (SLRL) en Drosophila melanogaster. Muy
pronto se demostré que también la luz ultravioleta (UV) era mutagénica. La
primera evidencia inequivoca de mutagénesis quimica se obtuvo también en

Drosophila en 1942 cuando se establecié que el gas mostaza tenia efecto
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mutagénico, sin embargo estos resultados fueron censurados, probablemente
por el uso que tenia este compuesto como arma quimica, y no se publicaron
hasta después de la Segunda Guerra Mundial. En Alemania, también
durante la guerra, se encontré que el uretano inducia aberraciones
cromosoémicas y Rusia se informé la actividad mutagénica de varios
quimicos. Es asi que para fines de la década de 1940 las investigaciones en

mutagénesis eran objeto de un interés creciente en el campo de la Genética.

Al principio las investigaciones se centraron en la naturaleza de la
mutacién y en el uso de los mutagenos como herramienta para obtener
variantes que fueran utiles para estudios genéticos y/o pudieran ser
utilizados en el mejoramiento de organismos de importancia industrial o
agricola. Si bien en 1927 ya se habia sugerido que la mutagénesis en células
somaticas podia causar cancer, no fue hasta principios de la década de 1960
que se reconoci6é el riesgo que implicaba la mutagénesis para la salud
humana. Se establecié entonces que en la evaluacién toxicolégica de los
quimicos debia incluirse el analisis de su capacidad para inducir
mutaciones. Asi comenzé su desarrollo el nuevo campo de la Genética
Toxicolégica liderado por Alexander Hollaender, que en 1969 dié lugar a la
fundacion de la Sociedad de Mutagénesis Ambiental (Environmental

Mutagen Society, EMS) en los Estados Unidos de Norteamérica.

En los afios que siguieron se originé una gran cantidad de
publicaciones sobre investigaciones basicas en mutagénesis y ensayos para
determinar la capacidad mutagénica de diferentes compuestos. Ademas, la
capacidad de induccién de daro genético se comenzoé a tener en cuenta como
un factor de importancia en las politicas regulatorias del uso de quimicos y
la industria privada se dedicé a desarrollar planes para la formulaciéon de
compuestos cada vez mas seguros. (para una revision ver Auerbach, 1976;

Wassom 1989).

En el campo de la genética toxicolégica, Drosophila ha cumplido una
funcién dual: por una parte ha sido un modelo excelente para estudiar los
mecanismos de la mutagénesis quimica y por otra se han desarrollado con

ella una variedad de ensayos de corto plazo (ECP) que han sido

2
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notablemente utiles en la identificaciéon de una gran cantidad de sustancias

con efecto mutagenico y carcinogénico.

Hasta mediados de los 80 el uso de Drosophila para ECP estuvo
restringido al analisis de dano genético en linea germinal (principalmente
masculina), siendo el ensayo mas utilizado el de letales recesivos ligados al
sexo (SLRL: sex-linked recessive lethals) y para el que existe una base de
datos de mas de 750 quimicos probados (Vogel et al, 1999). EI desemperfio
relativamente pobre de esta prueba y su elevado costo en dinero y tiempo,
hizo que se buscaran nuevos ensayos con mejores caracteristicas de
eficiencia y economia de procedimientos. Los ECP de desarrollo mas reciente
en Drosophila estan dirigidos a la deteccién de mutacién y recombinacion
somatica y de aneuploidia, porque estos tipos de dafio genético habian sido

dejados de lado en los estudios de genotoxicidad.

La mutaciéon y la recombinacion son procesos que resultan en cambios
cualitativos y cuantitativos del genoma. Como se ha visto, la mutacién fue
desde los afios "40 el objetivo principal de la mayoria de los estudios, recién al
principio de los ‘80 se reconocié la importancia de la recombinacién como
mecanismo capaz de originar dano genético (cuando es desigual o cuando
actila como mecanismo post-replicativo de reparaciéon), o de producir la
pérdida de heterocigosis para el alelo normal de un gen y asi poner de
manifiesto mutaciones deletéreas preexistentes. La aneuploidia es también un
mecanismo que produce pérdida de heterocigosis en un solo paso y, como la
recombinacion, se ha convertido en objetivo frecuente de las evaluaciones de

genotoxicidad potencial

1.1.2 Efectos téxicos vs efectos genotdxicos

La Genética Toxicoldégica vincula los principios de la Genética con los
fundamentos de la Toxicologia, por eso cuando se pretenden estudiar los
efectos genotoxicos de un agente, debe primero establecerse cual es su
toxicidad para el modelo in vitro o in vivo que se esté utilizando en la

evaluacion.
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La Toxicologia se ocupa del ‘estudio de los efectos adversos de
sustancias quimicas o agentes fisicos sobre los organismos vivos" (ver

http:/ /sis.nlm.nih.gov/Tox/ToxTutor.html). Estos efectos adversos pueden

surgir de diferentes maneras y van desde la muerte inmediata del individuo
hasta cambios sutiles cuyo efecto no se manifiesta sino meses o arios
después de ocurridos. Las alteraciones pueden también afectar al organismo
a distintos niveles: 4rgano, tejido, tipo de célula o funcién bioquimica
especifica. El desarrollo de esta ciencia comenzé con el hombre de las
cavernas que ya reconocia la existencia de venenos vegetales o animales y
los usaba para cazar o para la guerra. Alrededor del 1500 AC, ya se
utilizaban el opio, las flechas venenosas, la cicuta y ciertos metales para

envenenar enemigos o realizar ejecuciones.

El siglo XX, con el descubrimiento del ADN y el estudio de la regulacion
bioquimica de todas las funciones corporales, llevdé a reconocer que
virtualmente todos los efectos téxicos sobre células u 6rganos son debidos a
cambios en moléculas especificas. Finalmente, los ultimos avances en el
campo molecular y genético han dado origen a una nueva rama de la
Toxicologia: la “Toxicogenémica” que ha sido definida como “el estudio de las
relaciones entre la estructura y la actividad del genoma (el complemento de
genes de la célula) y los efectos biolégicos de agentes exégenos” (Aardema y

MacGregor, 2002; Waters et al., 2003).

Es importante definir algunos términos de Ia Toxicologia que son de uso
frecuente también en Genética Toxicologica y que se van a utilizar en esta
Tesis de Doctorado.

e El término xenobidtico se usa para indicar que una sustancia es
extrana al organismo. Su presencia puede producir efectos
beneficiosos (medicamentos) o puede ser téxico (plomo) y muchas veces
la dosis determina si un xenobiético sera terapéutico o actuara como
un veneno para el organismo. El etanol, por ejemplo, cuando esta
presente en la sangre a un nivel del 0,05% no es toxico e incluso

puede ser beneficioso, si este valor se duplica (0,1%) estamos ante una
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dosis toxica, y un valor 10 veces mayor (0,5%) resulta letal para el
hombre.

Téxico es todo agente que produce un efecto biolégico adverso, cuando
este efecto es sobre el material genético de la célula se dice que es
genotoéxico. El téxico puede ser quimico (metanol), fisico (radiaciones) o
biolégico (artrépodos, bacterias, vermes); puede ser una sustancia
simple (cromato de plomo), un material (asbesto) o una mezcla
(gasolina). Su origen puede ser orgdnico (provenientes de organismos
vivos o compuestos del carbono que se obtienen de fuentes naturales o
son sintetizados por el hombre) o inorgdnico (minerales o moléculas
pequenas). Su efecto puede ser sistémico (afectan a todo el organismo,
como el cianuro de potasio) u orgdnico (son especificos de érgano,
como el benceno que afecta fundamentalmente a los 6rganos
hematopoyéticos). Las células afectadas pueden ser somaticas
(dermatitis, cancer, malformaciones, muerte) o germinales (esterilidad,
abortos, defectos congénitos)

Toxina es una proteina especifica producida por algunos organismos
que en general producen efectos deletéreos inmediatos (toxina tetanica
o botulinica)

Veneno es todo toxico que, en pequenas cantidades, produce

enfermedad o muerte inmediata.

En cuanto a las dosis, deben tenerse en cuenta los siguientes tipos:

Dosis de exposicién: cantidad de xenobiético presente en el medio
Dosis administrada: cantidad proporcionada al organismo por alguna
via (oral, inyectable, tépica).

Dosis absorbida: cantidad que efectivamente entra en el organismo.
Dosis total: suma de todas las dosis suministradas en el caso de

fraccionamiento en la administracion.

El fraccionamiento de la dosis en general disminuye la toxicidad porque

el organismo tiene oportunidad de detoxificar y reparar el dafio cuando hay

tiempo suficiente entre dosis sucesivas. En mamiferos, la dosis se suele

referir al peso y al tiempo de administracién (mg/kg/dia). En Drosophila se

5



INTRODUCCION

utiliza en general la dosis de exposicion salvo que se utilice la via inyectable
(dosis administrada) o que se haga dosimetria mediante el uso de

compuestos marcados (dosis absorbida).

La exposiciéon ambiental se expresa por unidad de medio: mg/l para
liquidos, mg/g para solidos y mg/m? para aire. Si se necesitan unidades

menores se utilizan ug/ml, ppm, ppb o ppt (partes por millon, billén o trillén).

Es muy importante para cada sustancia toxica establecer una curva
dosis-respuesta porque a partir de ella se puede predecir la toxicidad
desconocida de una dosis especifica. La curva dosis-respuesta tiene
normalmente forma sigmoidea, donde las dosis menores generalmente no
son toxicas. El punto en el que aparece por primera vez la toxicidad se
conoce como nivel umbral, tal como puede verse en la Fig 1 que muestra un
ejemplo de este tipo de curva. A partir de este punto la toxicidad aumenta
hasta llegar a un valor maximo donde el 100% de los individuos sufren

efectos toxicos.

100

50

Respuesta (%)

15 20 25 30 35
Dosis (mg)

Fig. 1: Modelo de curva dosis-respuesta tipica.

Las diferencias entre las distintas sustancias toxicas no sélo estan en el
umbral de accién, sino también en la forma y la pendiente de la curva que
daran una medida de la proporcién (en %) de la poblacion afectada en

funcion de la dosis a la que fue expuesta.
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Los efectos toxicos también dependen de la capacidad de absorcién del
xenobiodtico, de su metabolismo de detoxificacién o de bioactivacion, de como
se distribuye en el organismo, de la velocidad con que es excretado y de la
presencia de otras sustancias con las que pueda dar lugar a antagonismos,

aditividad o sinergismos.

1.2 La Mutacién

1.2.1 Clasificacién

La mutacién como cambio en la constitucién genética de un organismo
puede tener distintos grados de manifestacion, que van desde la alteracién de
una base en la secuencia de nucleétidos de una corta regiéon del genoma hasta
cambios en un genoma completo. Muchas mutaciones son de punto y
consisten en el reemplazo de un nucleétido por otro, otras involucran
inserciones o deleciones de uno o unos pocos nucleétidos. Los cambios
pueden resultar de errores en la replicacion del ADN (mutaciones
espontdneas) o del efecto deletéreo de mutagenos quimicos y fisicos que
reaccionan con el ADN y cambian las estructuras de los nucleétidos

individuales (mutaciones inducidas).

Todas las células poseen enzimas de reparacién del ADN que tratan de
minimizar el nimero de mutaciones. Estas enzimas actuan de dos maneras:
algunas son post-replicativas y revisan el ADN recién sintetizado corrigiendo
los errores que encuentran; otras son pre-replicativas y buscan en el ADN
nucleétidos con estructuras inusuales para reemplazarlas antes de la
replicacién. Si las enzimas tienen éxito en su accidén reparativa no habra
mutacién, entonces otra definiciéon posible de mutacion es “una deficiencia en

la reparacion del ADN”.

La mayoria de los organismos estan expuestos, en mayor o menor
proporcién, a agentes fisicos y/o quimicos, naturales o producto de la
actividad industrial, que causan dano en sus genomas. Un 'mutageno’ se
define como un agente quimico, fisico o biolégico que induce mutaciones. Esta

definicién es importante porque distingue a los mutagenos de otros agentes
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ambientales que causan dario a las células vivas por mecanismos distintos

de la mutaciéon. Twymann (1998) clasific6 a los agentes ambientales en:

e Carcinégenos: que causan transformacion neoplasica de células
eucariontes.

e Clastogenos: que causan fragmentaciéon de cromosomas.

e Mutdgenos: que inducen cambios en el genoma.

e Oncégenos: que inducen la formacién de tumores.

e Teratégenos: cuyo efecto resulta en anormalidades de desarrollo.

Hay superposicién entre estas categorias, por ejemplo algunos
mutagenos también son carcindégenos, sin embargo cada tipo de agente

tiene un efecto biolégico distintivo que es importante determinar.

Los mutagenos actuan de tres modos diferentes:

e Algunos son andlogos de base y se usan como sustrato equivocado en la
sintesis del ADN nuevo en el punto de replicacion.

e Otros reaccionan directamente con el ADN causando cambios estructurales
que llevan a errores de copia de la cadena templado cuando se produce la
replicacion.

e Otros en cambio, actian de manera indirecta porque no afectan la estructura
del ADN, sino que hacen que la célula sintetice sustancias quimicas que son

las que actiian como mutagenos directos.

Segun el nivel en el que se producen los cambios, las mutaciones
ocurren a nivel génico (cambios de bases, inserciones o deleciones de unos
pocos nucleétidos) o a nivel cromosémico (cambios numéricos o estructurales
que afectan cromosomas enteros, trozos de cromosomas o incluso un
complemento cromosémico completo). Las alteraciones numéricas pueden
afectar el nimero de cromosomas del complemento haploide (aneuploidias) o
cambiar el numero de complementos cromosémicos completos (poliploidias).
Las aberraciones estructurales varian el numero, la posicion o la
distribucién de los genes en los cromosomas (deficiencias, duplicaciones,
inversiones y translocaciones). Mas adelante nos referiremos en particular al
caso de las aneuploidias, que son motivo de estudio en esta Tesis de

Doctorado.
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Existen distintos criterios para clasificar las mutaciones:

e Segun el sentido en que se producen pueden ser directas (del tipo normal

al mutante) o reversas (del tipo mutante al normal).

e Segun la condicidén de expresion en dominantes (se expresan en condicion

heterocigota) o recesivas (se expresan en homocigosis).
e Segun el tejido afectado en somdticas o germinales.

e Segun como se manifiestan en el fenotipo pueden ser morfolégicas
(afectan la forma de un caracter visible en el fenotipo), letales (su
expresion es incompatible con la vida), condicionales (se expresan sélo en
ciertas situaciones ambientales que se conocen como permisivas),
bioquimicas (que afectan algun producto del metabolismo celular), de

pérdida o ganancia de una funcion.

1.2.2 Mutacién somadatica y salud humana

Una porcién considerable de las investigaciones en mutagénesis se han
centrado en el analisis de los efectos de distintos agentes sobre las células
de la linea germinal, sin embargo hay muchas mas copias de ADN que
pueden ser blanco del proceso de mutagénesis en la linea somatica que en la
germinal. La mutacién somatica ha sido reconocida como de importancia en
el desarrollo del proceso canceroso y existen numerosas revisiones sobre el
tema (ver Kinzler y Vogelstein, 1998; Lengauer et al., 1998; Setlow, 2001).
No obstante, su contribucién al desarrollo de enfermedades no malignas ha
empezado ha estudiarse mucho mas recientemente, gracias al desarrollo de
los nuevos métodos de la Genética Molecular. Erickson (2003) ha publicado
una interesante revision de aquellas enfermedades cuyo origen por mutacién
somatica esta probado o es considerado como muy probable. Generalmente
son casos que se manifiestan como mosaicos y se detectan mas facilmente

en tejidos como la piel y el tejido sanguineo.

La Tabla 1 ha sido adaptada de Erickson (2003) y resume las

enfermedades que tienen su origen en los mas diversos tipos de mutaciones
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somaticas que dan lugar a mosaicismos que pueden estar o no incluidos en

la linea germinal.

Hay numerosos ejemplos clinicos muy interesantes que se pensaba
eran causados por mutacién somatica pero s6lo cuando los genes de cada
enfermedad en particular fueron clonados, se pudieron identificar las

mutaciones en ellos y se confirmaron estas especulaciones.

Asimismo, existen en la literatura numerosos ejemplos de mosaicismo
cromosoémico, especialmente en la placenta y relacionados con diagnéstico
prenatal (Warburton et al, 1978; Reddy et al., 1990; Kalousek y Vekermans,
1996), alteraciones estructurales que son de gran importancia en el
desarrollo del cancer. El crecimiento logaritmico de las células durante el
desarrollo hace que sélo las mutaciones ocurridas muy tempranamente (en
blastocistos), contribuyan significativamente a la formaciéon del feto,
pudiendo incluso afectar el plasma germinal del individuo en gestacién y

desde alli a generaciones futuras.

Si el evento mutacional ocurre en estadios mas tardios del desarrollo
del embrién, dara origen a un clon de células mutantes que serd mas
facilmente detectable si tiene manifestaciones visibles en la superficie

corporal del individuo adulto.

En cuanto a la frecuencia con la que ocurren, las mutaciones somaticas
han sido estudiadas en humanos utilizando principalmente los sistemas
HPRT ligado al X y APRT autosémico (Cariello y Skopek, 1993; Cariello et al,,
1998; Tishfield et al., 1994). La mayoria de estos estudios se realizaron en
linfocitos T, si bien cuando se estudiaron otros tejidos se encontraron

espectros distintos (Colgin et al., 2002).
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TABLA 1: Enfermedades de origen relacionado con mutaciones somaticas

Tejido(s) .
Enfermedad {nvolucrado(s) Gen Cr. Mutacionfes)
Probadas:
Neurofibromatosis 1 Piel, SNP Neurofibro 17 1 micro, 1 macro delecién
-mina
Neurofibromatosis 2 SNC NF2 22 2 sin sentido, 2 de
corrimiento de marco de
lectura
McCune-Albright Piel, huesos, SE GNASI 20 8 sin sentido, Arg201X
Hemoglobinuria Sangre PIG-A X 6 de corrimiento de marco
nocturna paroxistica de lectura, 2 sin sentido, 1
de sitio, 1 indel
Incontinentia pigmenti Piel, ojos, NEMO X 3 reordenamientos intra-
(en 3) dientes, SNC cromosémicos que eliminan
los exones 4-10
Probables:
Proteus Vascular,
huesos
Klippel-Trenaunay Vascular
Maffucci Huesos
Mutacion en linea somdtica y germinal
Osteogénesis imperfecta Hueso COL1A1 17 3 sin sentido
11
Distrofia muscular de Musculo Distrofina X Deleciones proximales
Dechenne aumentadas en mosaico
comparadas con muta-
ciones en linea germinal
Sindrome de Hunter T. conectivo IDS X 1 sin sentido
Neurofibromatosis 2 SNC NF2 22 1 sin sentido
Aracnodactilia T. conectivo FBN2 5 1 sitio de splice
contractural congénita
Hemofilia Sangre HEMA X Transiciones CpG
Mosaicismos revertantes:
Epidermolisis bullosa Piel COL17A1 10 Conversién génica
Inmunodeficiencia Linfocitos ADA 20 Reversién verdadera
severa combinada para
adenosina deaminasa
Inmunodeficiencia Linfocitos IL2RG X Reversion verdadera
severa combinada liga-
da al X
Wiskott-Aldrich Linfocitos WAS X Insercién de 6pb
delecionadas
Fanconi A SH, rifién, cora-  FANCA 16 Corrimiento de marco de
z6n, miembros lectura corregido por 2°
corrimiento
Fanconi C SH, rifién, cora- FANCC 9 1 recombinacion mitética y

26n, miembros

2 conversiones génicas

Abreviaturas utilizadas: Cr.=cromosoma; SNP=sistema nervioso perisférico; SNC=sistema nervioso central; SE=sistema
cndécrino; SH=sistema hematopoyético; indel=insercion/delecion; Para una descripcion de los sintomas de cada enfermedad

ver Erickson, 2003.

11



INTRODUCCION

Es importante destacar algunas observaciones en células embrionarias
de ratén (stem cells) en las que la frecuencia de mutacién es menor que la de
fibroblastos y donde los eventos no disyuncionales estdn muy aumentados,
tal como ocurre en los embriones tempranos (Ao et al.,, 2000; Cervantes et
al., 2002). Por esta razén es que todavia no se ha podido establecer con
certeza qué tipo celular sera mas util para predecir mutaciones que originen

mosaicismos y/o enfermedades genéticas somaticas.

En resumen, en humanos las mutaciones somaticas contribuyen de
manera esencial y estan siempre presentes en el desarrollo de cancer y en la
aparicion de algunos defectos congénitos que pueden afectar o no la linea
germinal, e incluso se considera que pueden estar relacionadas con el
desarrollo de las placas de ateromas y otros desérdenes que ocurren en la

vida adulta (Andreassi, 2003; Erickson, 2003).

1.3 La Recombinacién

La recombinacioén es el resultado de la reestructuraciéon de una parte del
genoma por intercambio de segmentos de cromosomas homélogos durante la
mitosis/meiosis o por transposicion de un elemento mévil de una posicién a
otra en un cromosoma o entre cromosomas. Es un proceso celular que
involucra al ADN y como otros procesos semejantes (por ej. la trascripciéon y
la replicacién) es llevado a cabo en presencia de enzimas especificas y otras

proteinas.

La recombinacién genética tiene Ilugar entre secuencias
complementarias de manera tan exacta que no se afiada o pierda un solo par
de bases de los cromosomas. Si no ocurriera recombinacién el contenido de
cada cromosoma de un individuo quedaria fijo en sus alelos particulares, y

s6lo se podria cambiar por mutacion.

1.3.1 Clasificacion

Las clases principales de recombinacién comparten el proceso si bien

difieren en las circunstancias y las mismas se pueden referir como:
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La recombinacion generalizada u homéloga que comprende una reacciéon
entre secuencias homoélogas de ADN y ocurre en los eucariotas
generalmente durante la meiosis aunque también puede ocurrir en
mitosis.

La recombinacion especifica de sitio favorece la recombinacién entre pares
especificos de secuencias. Se ha caracterizado mejor en los procariotas y
es responsable de la integracion de los genomas de los fagos en el
cromosoma bacteriano. El fenémeno recombinatorio afecta a secuencias
especificas del ADN del fago y del ADN bacteriano, que incluyen un tramo
corto homoélogo. Las enzimas que participan en este fenémeno actuan
solamente en la particular pareja de secuencias diana. Otras reacciones
parecidas son responsables de la inversién de regiones especificas del
cromosoma bacteriano.

La transposicién es un tipo diferente de fenémeno que permite que una
secuencia de ADN se inserte en otra sin necesidad de homologia. Es la
manera por la que ciertos elementos se mueven desde una localizacién
cromosoémica a otra. Sus mecanismos dependen de la rotura y reunién de
las hebras de ADN, y estan por lo tanto en relacién con los procesos de
recombinacién.

Ademas debe tenerse en cuenta que en los ARN virales se utiliza otro tipo
de recombinacién, en el que la polimerasa cambia de un molde a otro
mientras sintetiza ARN. Como resultado, la molécula nueva une
informacién secuencial de dos procedencias distintas. Esta clase de
mecanismo de recombinacién se llama eleccion de copia y no utiliza

sustratos duplex de ADN.

1.3.2 Recombinacién y conversion génica

Cuando se estudia la recombinacién interalélica se puede detectar un

efecto que se denomina conversién génica que describe una transferencia no

reciproca de informacién de una cromatida a otra y que resulta del

intercambio de cadenas entre moléculas de ADN. Se forma un heteroduplex

a partir de una cadena de uno de los duplex que se aparea con su

complementaria en el otro duplex, y como quedan bases mal apareadas, los
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sistemas de reparacién eliminan una de las cadenas para reemplazarla por
la complementaria y asi se cambia la cadena de ADN que representa a un
alelo por la secuencia del otro. La conversiéon génica no depende del
entrecruzamiento, sin embargo se correlaciona con él, puede producirse sin
que haya recombinacién entre marcadores a ambos lados del punto de
conversion y siempre depende de la formacién de un heteroduplex. Todas las
sustancias de efecto recombinagénico aumentaran también la frecuencia de
conversion génica y pueden inducir por este mecanismo, pérdida de

heterocigosis para mutaciones detrimentales preexistentes (Wurgler, 1992).

1.3.3 Recombinacién somatica y salud humana

Tanto la mutacién como la recombinacién somatica pueden tener
efectos importantes en las células en las que ocurren: la mutaciéon puede ser
letal para la célula o puede desencadenar en ella procesos de
transformacién; la recombinacién puede cambiar las capacidades
bioquimicas de la células tal como ocurre en el origen de las
inmunoglobulinas o puede poner de manifiesto mutaciones prexistentes que

desencadenen procesos de transformacion celular (Yu y Lieber, 2003).

Las interacciones del ADN con la mayoria de los carcinégenos
genotoxicos tienen como consecuencia la formacién de roturas de doble
cadena (double-strand breaks DSBs), que pueden producir aberraciones
cromosoémicas estructurales (structural chromosome aberrations, SCAs) si
no se reparan o si se reparan de manera incorrecta. Las DSBs son también
intermediarios normales en la recombinacién mitética homéloga
(homologous mitotic recombination HMR) (Helleday, en prensa). Las SCAs, la
HMR y las deleciones-recombinaciones intracromosémicas (intra-
chromosomal deletion-recombination ICR) son etapas cruciales en el proceso
de carcinogénesis y se ha visto que es frecuente que las células tumorales
contengan deleciones y translocaciones (Bishop, 1987; Hansen y Cavenee,
1988).

La pérdida de heterocigosis (loss of heterozygosity LOH) del alelo salvaje

por HMR o por ICR puede resultar en la inactivacién de genes supresores de
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tumores o en la activacion de proto-oncogenes (Malkin, et al., 1992; Meyn,
1993). Las frecuencias de recombinaciéon y de reordenamientos genoémicos
aparecen elevadas en células de pacientes que sufren enfermedades que
predisponen al cancer (Meyn, 1993; Livingstone et al., 1992; Ellis, 1996). El
ejemplo mejor conocido del papel de la HMR en la transformacion celular es
el del gen RB que se presenta asociado con el origen del retinoblastoma en

humanos.

Retinoblastoma hereditario

RB/rh RR/R
@

RB/rb

Segunda "7

miitaciAn

" Recombinacién mitética o rb rb /'
conversién génica
S

Retinoblastoma esporadico

RB/R .;. RB/R

RB/R
RB RR Primera e RB '\ Segunda
mutaciony, mutaciony,
Cigota Recombinacién mitética o TUMOR

conversiéon aénica

Fig 2: Origen del retinoblastoma humano. Adaptado de Griffith et al., 2002
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La Fig. 3 muestra los principales eventos de la oogénesis y la duraciéon

relativa de cada uno de ellos (Tokunaga, 1970; King, 1970).

o O oogonia
3 gon
[ (-_:;24 ( e +
== ® 0o cistoblasto
12 O*o .
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Estadio 2 (E2)

Estadio 4 (E4)
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3d7hs < 79

!
§—-0o-00

- \

Estadio 14 (E14)
(huevo maduro)

Fig. 3: Oogénesis en Drosophila melanogaster (adaptado de Tokunaga, 1970)

Como puede verse, el primer subcultivo representara los oocitos mas
maduros al momento del tratamiento (E14), y los siguientes a aquellos que

estan en estados anteriores.

La espermatogénesis de Drosophila ha sido muy bien estudiada. Para
una revision pueden verse Fuller (1993), Cenci et al (1994) y Fabricio et al.
(1998), estos dos ultimos estudiaron la meiosis, el proceso de

espermiogénesis y de individualizaciéon de espermatozoides.
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La Fig. 2 ilustra los distintos mecanismos por los que puede originarse
un clon homocigoto para rb que finalmente dara lugar a un tumor de tipo
retinoblastoma en el ojo en que ocurren las alteraciones genéticas. Como se
puede ver existen casos de retinoblastoma familiar en los que el individuo es
portador del alelo recesivo que no se manifiesta hasta que una segunda
mutaciéon o mas probablemente la ocurrencia de recombinacién somatica, lo

pone en homocigosis.

1.4 Las aneuploidias

Las aneuploidias son cambios del numero diploide normal de
cromosomas (2n) de una célula que no son multiplos del niumero haploide (n)
de la especie. Aquellos cambios que den como resultado un maultiplo exacto

del numero n se conocen como poliploidias (3n, 4n).

1.4.1 Clasificacion

Las aneuploidias pueden ser de origen espontdneo o inducido por
sustancias quimicas, agentes fisicos o biolégicos, cuyo efecto es producir
ganancia (hiperploidia) o pérdida (hipoploidia) de cromosomas durante la
division celular, tanto en células somaticas como germinales. La ganancia
de un cromosoma en un par determinado dara origen a una trisomia (2n+1),
la pérdida a una monosomia (2n-1) y la pérdida del par completo a una
nulisomia (2n-2). Las trisomias en particular y las hiperploidias en general,
aparecen en la divisibn mitética cuando las cromatidas hermanas no
segregan a polos opuestos (hiperploidias somdticas) o, durante la meiosis,
por la no separaciéon de los cromosomas homoélogos hacia distintos polos
durante la Anafase I (hiperploidias germinales). Las monosomias pueden
originarse durante la divisibn mitética o meidtica (somdticas o germinales)
por no disyuncién o por pérdida de cromosomas. Esta pérdida es el
resultado del retraso o de la rotura de un cromosoma durante la divisién
celular y siempre origina hipoploidias. Debido a ésto puede inferirse que
todos los agentes clastogénicos son aneuploidizantes. Sin embargo, en el

caso de agentes que aparentemente no inducen mutaciones ni roturas
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cromosoémicas, entre ellos numerosos carcinégenos, esta inferencia no es
valida. La capacidad de estos agentes para inducir aneuploidias debe ser
evaluada especialmente mediante técnicas que permitan cuantificar la
induccién de no disyuncién cromosémica que, como s€ menciond, constituye
la otra fuente de produccién de hipoploidias y el Unico origen de las
hiperploidias. Es asi que en la actualidad la evaluacion de la posible acciéon
deletérea de cualquier agente sobre el genoma, debe necesariamente incluir
un analisis de su efecto sobre la segregaciéon cromosdémica (Aardema et al,

1998).

1.4.2 Aneuploidia y salud humana

En humanos, las aneuploidias en la linea germinal son frecuentes y
tienen graves consecuencias, ya que se considera que son la causa de cerca
del 6 % de los ninos nacidos muertos y del 30 al 70 % de los abortos
espontaneos (Dellarco et al, 1986). Los individuos que sobreviven con
numeros cromosomicos anormales como los sindromes de Down (2n+1=47),
Turner (2n-1=44+X0) o Klinefelter (2n+1=44+XXY), presentan severas

discapacidades fisicas y/o mentales.

Estudios en células germinales humanas demuestran que las
aneuploidias son frecuentes, se considera que el 1-2 % de los
espermatozoides (Hassold et al., 1996) y alrededor del 9 % de los 6vulos

humanos (Martin et al, 1991) son hiperploides.

Como ya se dijo, del 30 al 70 % de los abortos espontaneos tienen
anomalias cromosoémicas, en su mayoria aneuploidias. Se han podido
identificar trisomias para todos los cromosomas excepto para el numero 1,
siendo la trisomia para el par 16 la mas comun (20 al 30 % de los casos;
Eiben et al., 1990), hecho que reflejaria una variacioén en la frecuencia de no
disyuncién para los distintos cromosomas del genoma o una seleccion
diferencial para las distintas trisomias. Las monosomias casi no aparecen en
los abortos espontaneos excepto la que afecta al cromosoma X que es

responsable del 5-10 % de los abortos espontaneos, en el caso que el
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individuo XO llegue a nacer, padecera las severas anomalias que constituyen

el Sindrome de Turner (Aardema et al, 1998).

Se ha visto que del 0,25 al 0,30 % de los nacidos vivos presentan
anormalidades cromosomicas numéricas acompanadas por una significativa
discapacidad fisica y/o mental. Las trisomias mas comunes son la que
afecta al cromosoma 21 (1/700 a 1000 nacimientos), la triple X (1/975), la
XXY (1/930), la XYY (1/975), la triple 18 (1/6000 a 9000 nacimientos) y la
triple 13 (1/12000 a 24000) (Bond y Chandley, 1983; Mehes y Bajnoczky,
1990; Stoll et al., 1990; Serra y Neri, 1990)

En las células somaticas las aneuploidias también juegan un papel
importante, ya que existen evidencias crecientes sobre que estas anomalias
pueden ser determinantes de las etapas tempranas y/o tardias en los
procesos de transformacién celular y carcinogénesis. Por otra parte se ha
visto que los individuos portadores de aneuploidias congénitas tienen una
mayor incidencia de tumores, por ejemplo los individuos con sindrome de
Down tienen mayor incidencia de leucemia (Porter y Paul, 1974), los
Klinefelter de tumor de mama y gonadoblastoma (Simpson y Photopus,
1976), los triple 13 de neuroblastomas y teratomas (Dische y Gardner,
1978), y los triple 18, de tumor de Wilms y neuroplasia neurogénica

(Karayalcin et al., 1981).

Asimismo, diversos estudios indican que se observan cambios
numéricos no al azar en leucemias y otros tipos de canceres humanos tales
como el carcinoma de vejiga, el cancer de colon, el melanoma maligno, el
carcinoma uterino y los linfomas (Frigyesi et al., 2003; Paulsson et al., 2003;
Hoglund et al., 2003, 2004).

Cuando se analizan los genes involucrados en el proceso de
carcinogénesis se puede ver que las aneuploidias tienen un rol
preponderante en las etapas tempranas del desarrollo de los tumores
cuando se producen por remocion de los genes supresores de
tumorogénesis. Si se considera que ambos alelos supresores deben perderse
para que se inicie el proceso, cuando uno de los alelos normales cambia por

mutacion, el otro podria perderse por no disyuncién y asi entraria la célula
18
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en la etapa de iniciacién de la carcinogénesis. Esto esta bien documentado
en los casos del supresor Rb de retinoblastoma (Cavenee et al., 1991) y del
tumor de Wilms (Koufus et al., 1985). También son probablemente casos
similares los supresores de tumores APC, DCC y MCC que se encontraron
alterados en el carcinoma colorectal (Fearon y Volgestein, 1990; Finlay
1993). Aqui la segunda copia puede perderse por no disyuncion,
recombinacién, delecién o mutaciéon génica. Como se vera mas adelante
estos “end-points” genéticos dan como resultado la pérdida de heterocigosis
que llevaria a la pérdida de la funcién supresora, o a la activacion de genes
mutadores que se suponen implicados en los mecanismos de reparacion

“mismatch” (Aardema et al, 1998)

La activacion de proto-oncogenes, la otra clase de genes implicados en la
carcinogénesis, se realizaria como consecuencia de mutaciones de punto o
de pequenas inserciones o deleciones, mas que por mecanismos que afecten

cromosomas enteros (Aardema et al, 1998).

Segun se indicé mas arriba las aneuploidias pueden también estar
asociadas con los estados tardios del desarrollo de cancer. El mejor ejemplo
es el de la leucemia mieloide crénica, en la que el evento inicial es la
translocacién que da origen al cromosoma Phl (Philadelphia), sin embargo la
progresién a la fase blastica estaria correlacionada con la induccién de

hiperploidias especificas (Sandberg, 1980; Isikara et al., 1983)

1.4.1 Mecanismos involucrados en la induccién de aneuploidias

Los agentes mutagénicos en general y aquellos compuestos quimicos
capaces de inducir aneuploidias se conocen como aneugenos y su accion no
estd limitada a su capacidad de interactuar con los cromosomas. Estos
compuestos ademas (y en algunos casos aparentemente en forma exclusiva)
pueden actuar sobre otros blancos celulares y alterar algunas etapas muy
bien reguladas de la division celular, dando lugar a segregaciones
cromosoémicas anormales. Esto implica que la exposicion a un agente que no
afecta al ADN no puede considerarse segura desde el punto de vista genético,

hasta tanto su posible efecto aneugénico no sea evaluado.
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Las aneuploidias ocurren cuando los cromosomas ya replicados no se
segregan correctamente en las dos células hijas. Como la segregacién
cromosémica depende de organelas diferentes y estd controlada por una
cantidad determinada de vias metabolicas, el origen de una aneuploidia puede
ser consecuencia de la alteracién de cualquiera de las organelas o de los
diversos mecanismos que funcionan durante el ciclo celular, principalmente
durante la fase M. Estas alteraciones comprenden los danos a elementos
esenciales para el correcto funcionamiento de los cromosomas durante la
divisién tales como: reduccion del apareamiento, induccién de intercambios o
efectos sobre la condensacién cromosémica, persistencia del nucleolo en
mitosis o0 meiosis, aumento de la adherencia cromosémica, dano a los
centriolos o cinetocoros, alteraciones de la alineacién cromosémica, cambios
en la concentracién de iones en mitosis (Ca* por ejemplo), danos a la
membrana nuclear y trastornos fisicos en la segregacion cromosoémica.
Todos estos darnos llevaran a la reduccion en el apareamiento y a
alteraciones en el ordenamiento en la placa metafasica, que a su vez
determinara segregaciones anormales y cromosomas rezagados (Oshimura y

Barrett, 1986).

El aparato mitético es de importancia primordial en la segregacién de los
cromosomas. Sus principales componentes son los microtubulos, los
centriolos y las regiones centroméricas o cinetocoros de los cromosomas.
También es de importancia para el funcionamiento del huso la vaina de
membrana que lo rodea, las kinasas cAMP-dependientes y los iones calcio.

(Dellarco et al., 1985a).

De los compuestos con efecto aneugénico probablemente los mas
conocidos y estudiados son los que afectan la polimerizacion de la tubulina y
la formacién de los microtubulos. Ejemplo de éstos son los dinucleétidos de
guanosina (Bonatti et al.,, 1990, 1995), alcaloides como la vincristina y la
vinblastina (Gonzalez Cid et al.,, 1999) y la colchicina, el colcemid y la
podofilotoxina (Larripa et al., 1992; Homma et al., 2001; Schmid et al., 2001;
Villarino-Kelly y Moralez-Ramirez, 2001; Adler et al., 2002) Existen

diferencias de afinidad para la union de los distintos aneugenos al huso de
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eucariontes inferiores y mamiferos: el carbendazim se une mas a la tubulina
de los hongos (Ireland et al., 1979; Kilmartin, 1981) aunque no sucede lo
mismo con otros bencimidazoles (Kilmartin. 1981; Albertini, 1993). En
cambio la colchicina tiene mas afinidad por la tubulina de mamiferos (De

Brabander et al., 1976; Williams, 1980).

La interaccion de quimicos con la tubulina puede tener distintos
efectos: puede producir inhibicién de la polimerizacién y la formacién de
microtubulos (como la colchicina y el carbendacim), cristalizaciéon de la
tubulina (vinblastina, Wilson y Morse, 1978) o detencién de la mitosis y
aumento de la polimerizaciéon de la tubulina (taxol, Satya-Prakash et al.,

1986; Schiff et al., 1979).

Las aneuploidias también pueden surgir como consecuencia de fallas en
la formacién del huso bipolar normal (Hoffmann et al., 1986). El hidrato de
cloral por ejemplo, bloquea la formacién de los microtibulos que van de polo
a polo (fibras continuas) e inhibe la elongaciéon del huso y el movimiento de
los cromosomas; la griseofulvina interfiere en la asociacién de los
microtibulos con proteinas esenciales para el deslizamiento de los mismos
(ver revision de Oshimura y Barrett, 1986); el tiabendazol promueve la
formacién de husos aberrantes (Mudry et al.,, 1986, 1987; Pisano et al.,
2000).

Otros compuestos pueden actuar alterando proteinas criticas en mitosis
y meiosis: la p-fluorofenilalanina (p-FPA) ejerce su accién como analogo de la
fenilalanina afectando la estructura terciaria de las proteinas y asi su
funcion (ver revisién de Oshimura y Barrett, 1986); las sales organicas de
mercurio, como la timerosal, se unen a grupos sulfhidrilos de las proteinas e
interfieren con el montaje de los microtibulos (ver revisién de De Flora et al.,

1994).

Los centriolos también son importantes en el funcionamiento y la
integridad del huso y pueden ser blanco de accién de ciertos aneugenos: el
diazepam, ingrediente activo del Valium®, inhibe la separacién de los

centriolos en prometafase (Anderson et al.. 1981; Hsu et al., 1983; Lafi et al.,
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1987) y algunos anestésicos generales podrian inducir aneuploidia por daro

a los centriolos (Oshimura y Barrett, 1986).

Otras causas de aneuploidia incluyen: dano a los cinetocoros
(mitomicina C), aumento de la adhesividad o del dano cromosémico (agentes
intercalantes como la actinomicina D), wubicacién incorrecta de los
cromosomas en la placa metafasica (6xido nitroso) y dano a las membranas
celular y nuclear (etanol, deoxicolato de Na). La membrana nuclear en
particular, juega un rol muy significativo en el control y la regulaciéon del
funcionamiento del huso porque actia como punto de uniéon de los
cromosomas y proteje asi al material genético. Oshimura y Barret (1986)
postulan ademas, que la membrana nuclear secuestra iones calcio que
intervienen en la regulaciéon de la transicion de metafase a anafase en el ciclo

celular.

Hay otros eventos en el ciclo celular que son de regulacién muy precisa
y cuya alteracion puede también dar lugar a aneuploidias. El gen p53, que
actua como punto de control o “checkpoint” en el ciclo celular, es el mas
conocido. Existen considerables evidencias sobre las mutaciones en este gen
que producen en humanos inestabilidad cromosémica in vitro y génesis
tumoral (Bischoff et al., 1990; Livingstone et al., 1992; Harvey et al., 1993;
Carder et al., 1993, 1995). Otros genes que puedan interactuar con el p53, o
afectar los “checkpoints” de G1 o G2 también podrian producir inestabilidad
cromosémica (Metzler, 1994; Kaufman et al., 1995). Matsura et al. (2000)
encontraron que el sindrome de inestabilidad cromosémica es producido por
un defecto en el checkpoint del huso mitético. En Drosophila también se
estableciéo que defectos en este “checkpoint”, que controla la unién de los
cinetocoros a los microtibulos del huso, inducen una anafase prematura e

incrementan la frecuencia de aneuploidia.

Otro posible blanco de accién para los aneugenos es el nucleolo. Esta
organela normalmente desaparece antes de la entrada de la célula en
metafase. La persistencia del nucleolo o de sus fracciones produce fallas en
la separacion de los bivalentes en la meiosis que llevan a la no disyuncién

cromosomica.
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La dependencia de ATP que tiene la migracién anafasica puede ser otra

fuente de errores en la segregaciéon cromosémica (Aardema et al., 1998).

Por ultimo deben considerarse aquellos eventos que ocurren durante la
meiosis y no tienen que ver con el funcionamiento del huso, entre los que
son de destacar la sinapsis de cromosomas homoélogos y la recombinacién
(crossing-over). La interferencia de compuestos quimicos con estos
fenémenos son también fuente de aneuploidias (Dellarco et al., 1985b). La
ciclofosfamida por ejemplo, es un conocido clastégeno que ademas de
roturas comosoémicas induce aneuploidia en células germinales porque
causa errores en el apareamiento y fragmentaciéon del complejo
sinaptonémico. Otros errores meioticos que pueden inducir aneuploidias son
el no apareamiento o la no disyunciéon de homoélogos, la divisién prematura
del centrémero en meiosis I, fallas en la separacién de las cromatidas en

meiosis II, una replicacién cromosémica extra y pérdidas cromosémicas.

1.5 El modelo de Drosophila melanogaster en los estudios de Genotoxicidad

1.5.1 Aneuploidia

Existen numerosos métodos para probar el potencial aneugénico de los
compuestos quimicos que incluyen pruebas en organismos no mamiferos
(plantas, hongos y Drosophila), en sistemas libres de células (polimerizacion
de tubulina) y en mamiferos in vivo e in vitro en células somaticas y
germinales (ver revisiones de Parry et al, 1996, 2002; Marzin, 1999; Waters
et al, 1999; Russo, 2000). Los métodos in vitro son utiles para detectar
aneugenos potenciales, en particular la prueba de micronucleos in vitro y las
técnicas de recuento de cromosomas (sean directas o indirectas mediante
FISH), sin embargo no detectan no disyuncién cromosémica y en general no
distinguen entre clastégenos y aneugenos salvo cuando se utilizan
metodologias combinadas (Kirsch-Volders et al., 2002; Fenesh et al 1999,
2002, 2003). Los métodos in vivo se usan para confirmar la aneugénesis
diagnosticada in vitro, si bien llevan mas tiempo, son mas caros y algunos no

estan completamente validados (Aardema et al., 1998)
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Distintas técnicas permiten detectar la induccién de no disyuncién in
vivo en células germinales masculinas de mamiferos, pero el bajo numero de
ovulos disponibles constituye un serio escollo para realizar este tipo de
estudios en hembras. Esta limitacion no existe en hembras de Drosophila
melanogaster, que han sido ampliamente usadas en el analisis de la
segregacion cromosémica normal y de sus alteraciones por agentes fisicos
como los rayos X o por compuestos quimicos. Drosophila es un eucarionte
superior ideal para estos estudios porque parte de los productos de no
disyuncién de los cromosomas sexuales son viables y facilmente
identificables como machos XO y hembras XXY por caracteristicas fisicas en
la progenie de los individuos tratados. Como veremos mas adelante, este
organismo tiene ventajas adicionales por su facil crianza y su genética bien

conocida.

1.5.2 Mutacién y Recombinacién Somdtica

Varios ensayos, que en conjunto se conocen como Pruebas SMART
(Somatic Mutation and Recombination Tests), se han desarrollado para
medir la induccién de mutacién y recombinacién somatica en Drosophila.
Dos de ellos han sido validados para las distintas clases de genotéxicos
quimicos: la prueba de manchas mwh/flr en ala ensayada con mas de 400
quimicos, y la prueba de manchas white/white+ en ojos, con mas de 220
compuestos. De 24 carcinégenos que daban resultados negativos o no
concluyentes en el ensayo SLRL, 22 fueron positivos con por lo menos uno
de los ensayos somaticos (Graf et al., 1984, 1989, 1992, 1998; Wurgler y
Vogel, 1986; Vogel et al., 1987, 1993, 1999, 2000;). La rapida aceptacion y
la difusién que han tenido las pruebas SMART se debe no solamente a su
sensibilidad sino también a su bajo costo (5 a 10% del costo de la prueba de
letales recesivos), situacién que permite ensayar dosis multiples, diferentes
protocolos y cepas con heterogeneidad para la activacion de pro-mutagenos y

pro-carcindgenos.
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1.5.3 Letalidad recesiva ligada al sexo

El cariotipo de Drosophila melanogaster (2n = 8) comprende 3 pares de
autosomas (2, 3, 4) y un par de cromosomas sexuales (XX - XY). Se han
designado pruebas que permiten detectar la induccién de mutaciones
recesivas ligadas al cromosoma X, que representa el 20% del genoma total y
contiene unos 700 a 800 genes potencialmente capaces de dar lugar a este
tipo de mutaciones. Las pruebas se basan en genes marcadores que
permiten distiguir los cromosomas tratados de los no tratados, abarcan dos
generaciones y exigen en la F1 la realizacion de alrededor de 10000

cruzamientos individuales, por lo tanto consumen mucho tiempo y esfuerzo.

Ademas, la mayor debilidad de este ensayo es su baja sensibilidad para
distiguir posibles sustancias de efecto genotdoxico para mamiferos (0,27 a
0,79) y su mayor fortaleza es su alta especificidad que resulta cercana a 1.
Esto quiere decir que una respuesta negativa a SLRL significa poco,
mientras que una positiva (frecuencia de SLRL aumentada > S veces los
valores de control) es una buena evidencia para que el compuesto sea
considerado como un mutageno trans-especifico, con probabilidad de

comportarse como carcinégeno para mamiferos.

1.5.4 Oogénesis y espermatogénesis

Una ventaja adicional de Drosophila como modelo para estudiar
potenciales genotéxicos es €l conocimiento que existe sobre el proceso de
gametogénesis tanto femenino como masculino, que incluye la duracién de
cada estadio. Esto permite determinar los estadios mas sensibles a cada
compuesto particular con sélo dividir en el tiempo a la descendencia en
subcultivos sucesivos. Los primeros subcultivos muestrean las células

germinales mas maduras al momento del tratamiento.
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La Fig. 3 muestra los principales eventos de la oogénesis y la duraciéon

relativa de cada uno de ellos (Tokunaga, 1970; King, 1970).
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Fig. 3: Oogénesis en Drosophila melanogaster (adaptado de Tokunaga, 1970)

Como puede verse, el primer subcultivo representara los oocitos mas
maduros al momento del tratamiento (E14), y los siguientes a aquellos que

estan en estados anteriores.

La espermatogénesis de Drosophila ha sido muy bien estudiada. Para
una revision pueden verse Fuller (1993), Cenci et al (1994) y Fabricio et al.
(1998), estos dos ultimos estudiaron la meiosis, el proceso de

espermiogénesis y de individualizacion de espermatozoides.
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Se puede resumir el proceso como sigue: durante los dos primeros dias
la descendencia de machos tratados antes del apareamiento proviene de
células que al momento del tratamiento eran esperma maduro a
espermatidas tardias, luego en dias siguientes espermatidas tardias a
tempranas, espermatocitos (estadios meidticos) y espermatogonias (2 dias

cada uno).

1.6 Los Alcoholes

En este trabajo de Tesis se propuso caracterizar el posible efecto
mutagénico, recombinagénico y aneugénico en linea somatica y germinal de
Drosophila melanogaster de alcoholes alifaticos de cadena corta, en

particular el etanol (EtOH) y el isopropanol (IPA).

Las razones de esta eleccidn son entre otras:

a) el metabolismo de estos alcoholes es muy semejante en humanos y en
Drosophila, considerandose a este organismo como un excelente modelo de
estudio;

b) el conocimiento de los efectos genéticos de estos alcoholes es escaso o
contradictorio. El caso mas estudiado es el del EtOH, cuyos efectos
genéticos han sido atribuidos a su producto metabélico, el acetaldehido;

c) de los alcoholes alifaticos de cadena corta, el IPA y el EtOH han sido objeto
de numerosas evaluaciones por parte de organismos como la USEPA, debido
al amplio rango de usos en humanos, en productos industriales, como
ingredientes activos en pesticidas (EPA-738-F-95-012, 1995) y debido a que

se producen en grandes cantidades.

Los compuestos quimicos que se producen o importan anualmente a
USA en cantidades mayores a 1 millén de libras por afno, HPVs (high
production volume chemicals), son sometidos a estrictas regulaciones por
parte de la EPA ya que debido a su abundancia constituyen un riesgo

sustancial de exposicién en humanos (Johnson, 2003).
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1.6.1 Caracteristicas de los alcoholes alifdticos

Los alcoholes alifaticos son compuestos quimicos de cadena abierta,
monohidroxilicos, que responden a la formula general CnH2n+1OH. Los

primeros representantes son:

Metanol H3C-OH
Etanol H3C-CH2-OH
Propanol H3C-CH2-CH2-OH
.. . HiC{ _H
Isopropanol (isémero del anterior) [ c_ J
Hsc” TOH

Los alcoholes se clasifican en primarios, secundarios o terciarios, segun
que el atomo de C esté unido a un carbono primario, secundario o terciario.
De acuerdo a esta clasificacion el metanol (MetOH), el etanol (EtOH) y el
propanol son alcoholes primarios y el isopropanol (IPA) es un alcohol
secundario. El MetOH tiene sin embargo una posicién especial porque el

grupo -CH20H sélo esta unido a un atomo de H.

Estos alcoholes monovalentes inferiores son liquidos neutros
incoloros, de olor caracteristico y sabor ardiente. Los de hasta 3 atomos de
C son miscibles en agua en todas proporciones, los alcoholes medios de 4 a
11 C son aceites parcialmente miscibles en agua y los de mas C son sélidos
insipidos, inodoros e insolubles en agua. Los puntos de ebullicién de los
alcoholes primarios aumentan con el largo de la cadena carbonada: 64,7 °C
para el MetOH, 78,4 °C para el EtOH, 97,2 °C para el n-propanol, 117,8 °C
para el n-butanol y 138,0 para el n-pentanol. Cuando se comparan isémeros

siempre el normal hierve mas alto (82,4 °C el IPA)

Los puntos de ebulliciébn relativamente altos de los alcoholes
monovalentes son atribuibles (como en el agua) a las asociaciones
moleculares que pueden establecerse entre el atomo de H del grupo OH de
una molécula con el par de electrones libres del atomo de O de otra (puente
de hidrégeno). En fase gas y en soluciones muy diluidas en disolventes no

polares, las moléculas de alcohol se encuentran principalmente como
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monémeros. Como consecuencia de la mayor electronegatividad del O los

alcoholes poseen un enlace covalente polar.

Los alcoholes primarios, secundarios y terciarios se diferencian entre
si por su reaccion ante agentes oxidantes y deshidrogenantes. Los alcoholes
primarios se transforman en los correspondientes aldehidos, p. €j. el EtOH
se oxida o se deshidrogena a acetaldehido; los alcoholes secundarios se
transforman en cetonas, p.ej. el IPA se deshidrogena a acetona y los

alcoholes terciarios no pueden oxidarse sin ruptura de la molécula.

Los alcoholes alifaticos tienen accién depresora sobre el SNC que, al
igual que su toxicidad y su accién bactericida, aumentan con el peso
molecular y el namero de atomos de C, siendo este aumento paralelo al
incremento de la liposolubilidad respecto de la hidrosolubilidad (aumento del
coeficiente de particién lipidos/agua). (Litter, 1986) (ver Anexo I para otras

caracteristicas fisico-quimicas.

1.6.2 Alcoholes alifaticos de cadena corta y sus metabolitos

1.6.2a  Etanol / Acetaldehido

El alcohol etilico (Formula: C2HeO; CAS Neo 67-17-5; PM 46.07) o etanol,
alcohol, anhidrol, etil-alcohol, hidrato de etilo, hidréxido de etilo, metil-
carbinol, alcohol de melaza, de papa, de fermentacion, tecsol, espiritu del
vino, es un liquido incoloro, inflamable, de agradable olor detectable a 49
ppm.( ChemFinder.com, 2003).

La exposicién al EtOH ocurre principalmente por ser el ingrediente
activo de bebidas que han formado parte de la dieta humana por miles de
anos. También es muy difundido su uso como desinfectante, como solvente,
como aditivo de naftas y en pesticidas, entre otros. Sin embargo la
exposicion proveniente de sus usos en el ambiente no se considera peligrosa
para la salud humana ni para el ecosistema porque el EtOH se degrada
facilmente tanto en el aire como en el agua subterranea o de superficie
(Amstrong, 1999)
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El acetaldehido (Férmula: C2H40; CAS No. 75-07-0; PM 44.05), aldehido
acético, etanal o aldehido etilico es el producto del metabolismo del EtOH
por la alcohol dehidrogenasa (ADH). Es un liquido o gas incoloro, inflamable,
soluble en agua y alcohol, de olor frutado y penetrante detectable desde
0,0068 ppm. La DLS0 en ratas es 1930 mg / kg via oral.

La exposicion ocurre por su uso en la fabricacion de compuestos como
el paraldehido, acido acetético, butanol, perfumes, saborizantes, anilinas,
plasticos o goma sintética. Es irritante para las membranas mucosas y tiene
accién narcética general. Grandes dosis pueden provocar paralisis
respiratoria. Los sintomas de intoxicaciéon cronica recuerdan al alcoholismo

créonico. (ChemFinder.com, 2004).

1.6.2b  Isopropanol / Acetona

El alcohol isopropilico (Férmula: CH3CHOHCH3; CAS Ne 67-63-0; PM
60.10), 2-propanol o isopropanol, también conocido como IPA, alcosolve2,
dimetilcarbinol, petrohol, isohol, PRO, propan-2-ol o sec-propil alcohol. Es
un liquido claro, inflamable, incoloro, higroscépico, miscible en agua

(ChemFinder.com, 2004).

La exposicion a este alcohol ocurre durante su uso como solvente, como
desinfectante, en los procesos de su produccion, de la de acetona o de otros
derivados tales como éter, fenoles, acetatos, aminas, en la produccién de
desinfectantes, cosméticos, agentes desengrasantes o limpiadores, aditivos
para naftas, liquidos de freno, lubricantes, adhesivos (US Dept. of Labor,
OSHA, 1978).

La acetona (Férmula: CH3COCH3, CAS No. 67-64-1; PM 58.07) o 2-
propanona, dimetil-cetona, metil-cetona, propano-cetona, dimetil-
formaldehido, B-ceto-propano, propanona, eter piroacético, acido piroacético
es el primer producto del metabolismo del IPA. Se obtiene por fermentacién
o por sintesis quimica del IPA. La acetona también se produce in vivo en
Drosophila melanogaster por accion de la ADH, la misma enzima que cataliza

el metabolismo del etanol a acetaldehido.
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Es un liquido volatil, muy inflamable, de gusto dulzén, soluble en agua,
alcohol, dimetilformamida, cloroformo, éter y en la mayoria de los aceites. La

DLso en ratas es 10.7ml / kg via oral.

La exposicién a esta cetona ocurre por su uso como solvente para
grasas aceites, ceras, resinas, gomas, plasticos, lacas, barnices; en los
procesos de manufactura de otras cetonas, cloroformo, yodoformo,
bromoformo, rayén, explosivos, peliculas fotograficas; en removedores de
pinturas y barnices; en la extraccion de principios de sustancias vegetales o
animales; en la purificacion de parafina, en el endurecimiento vy
deshidrataciéon de tejidos y como solvente en farmacos. Su uso repetido o
prolongado como tépico puede causar eritema o sequedad en la piel;, su
inhalacién puede producir dolor de cabeza, fatiga, excitacion, irritacion
bronquial y, si es aspirado en grandes cantidades, narcosis. Son raros los

envenenamientos severos. (ChemFinder.com, 2004).
1.6.2c  Metanol / Formaldehido

El alcohol metilico (Féormula: CH30H; CAS No. 67-56-1; PM 32.04) o
metanol, alcohol de madera, nafta de madera, carbinol, hidroxido de metilo,
metilol, mono-hidroxi-metano. Es un liquido incoloro, inflamable, venenoso,
de olor fuerte y caracteristico que se detecta a 4ppm (ChemFinder.com,
2003). Es miscible en agua, alcohol, éter, benceno, cetonas y la mayoria de
los solventes organicos; es mejor solvente que el etanol para muchas sales

organicas.

Las rutas de exposicion accidental mas frecuentes son la piel y los
pulmones (inhalacién), la ingestion puede ocurrir por accidente o por
adulteracion dolosa de bebidas alcohdlicas, y es siempre muy grave. Los
efectos agudos de la intoxicacién con este alcohol son: dolor de cabeza,
fatiga, nauseas, dificultades visuales e incluso ceguera permanente,
acidosis, convulsiones, midriasis, problemas circulatorios, fallas
respiratorias y la muerte. La dosis fatal es de 100 ml o mas, sin embargo se
han reportado casos de muerte por ingestiéon de 30 ml. La exposicién

ocupacional ocurre a partir de su uso como solvente, intermediario en la
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fabricacion de formaldehido, metacrilatos, metil-éteres, dimetil-sulfato, metil
formato y metil bromuro, como extractante en refinerias de gasolina, o como
purificante en la industria farmacéutica de esteroides u hormonas. (US Dept.

of Labor, OSHA, 1978)

El formaldehido (Formula: CH20; CAS No. 50-00-0; PM 30.03), BFV,
formalina, formol, aldehido férmico, metanal, aldehido metilico, metilen-
glicol, 6xido de metileno, oxometano u oxometileno es un liquido o gas de
olor fuerte que se detecta a lppm. Es combustible; muy soluble en agua
(55g/100ml); soluble en alcohol y éter; es muy reactivo y se combina
facilmente con muchas sustancias y se polimeriza facilmente

(ChemFinder.com, 2004).

La exposicion a la forma gaseosa puede ocurrir por inhalacion durante
su produccion a partir de metanol o en los procesos de produccién en los
que interviene como componente (resinas fendlicas o acetalicas, urea,
melamina, fungicidas, textiles, etc.). Se forma por combustion incompleta de
muchas sustancias organicas. Esta presente en el humo de madera o de
carbén utilizado en el ahumado de jamén o pescado, es uno de los
principales constituyentes del humo de cigarrillo e incluso se encuentra en

la atmosfera especialmente sobre grandes ciudades. (Merk Index, 1989).

Se ha demostrado su carcinogenicidad nasal en ratas (IARC, 1982), es
muy irritante para las mucosas y a altas concentraciones es intolerable. Su

uso topico produce dermatitis.

La solucion acuosa al 37% en peso se conoce con el nombre de formol o
formalina y suele contener ademas un 10-15% de metanol para evitar la
polimerizacién. Se utiliza como desinfectante, germicida y fungicida y en
diversas aplicaciones industriales tales como resinas, colorantes, emulsiones

fotograficas, sedas sintéticas, explosivos, etc.
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1.6.3 Metabolismo de los alcoholes en Drosophila

Drosophila melanogaster, un insecto adaptado al EtOH, es un buen
modelo para estudiar la toxicidad y los mecanismos de detoxificacion de éste
y otros alcoholes. Tanto en Drosophila como en humanos existen los mismos
sistemas metabdlicos, por lo tanto los estudios en este organismo son de
gran importancia para comprender la base bioquimica de la toxicidad del
alcohol y las consecuencias patolégicas de su abuso en el hombre (Geer et
al., 1990, 1993).

El metabolismo de los alcoholes primarios y secundarios en D.
melanogaster se realiza por intermedio de la alcohol dehidrogenasa (ADH),
una proteina muy abundante en el adulto (2% de la proteina total), estable
en un amplio rango de temperaturas y pHs (para una revision ver Chambers,
1988). Las preparaciones purificadas de ADH estan constituidas por dos o
tres formas isoenzimaticas, siendo las dos variantes mas comunes ADH-F y
ADH-S.

Las reacciones generales catalizadas por la ADH son:

Alcohol primario > Aldehidos
NAD* NADH + H*

\/

Alcohol secundario » Cetonas
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Para el EtOH en particular las reacciones son:

Catalasa
H,0, H,O
Acidos
grasos
ADH T
ADH ALDH
Etanol 7?» Acetaldehido Acetato » Acetil-CoA
NAD' NADH NA:D. N A:DH / \
Otras Vias Ciclo de los
Metabélicas _ acidos
tricarboxilicos
NADP NADP
SMOE

ADH: alcohol dehidrogenasa; ALDH: aldehido dehidrogenasa; SMOE: sistema microsomal

de oxidacién del etanol.
Drosophila es un organismo con tolerancia al EtOH, que es una
caracteristica cuantitativa de origen adaptativo, ya que éste al igual que
otros alcoholes tales como metanol, n-propanol, isopropanol y n-butanol
forman parte del ambiente en el que se desarrollan las larvas (Geer et al
1993). Estos alcoholes también son inductores de la ADH, de la cual son
sustratos. La ADH varia durante el desarrollo de la mosca: aumenta durante
el desarrollo larval, disminuye abruptamente a niveles muy bajos al
empupar y posteriormente su concentraciéon vuelve a subir en el adulto.

(Chambers, 1988).

Por otra parte es bien conocido que el consumo de alcohol en humanos
y ratdon durante la prefiez tiene efectos adversos sobre el desarrollo del feto
(Kotch y Sulik, 1992; Hannigan y Armand, 2000), ademas de alterar la
fertilidad y el ciclo reproductivo en ambos organismos (Mello, 1988;
Grodstein et al, 1994; Cebral et al.,, 2000). Recientemente Rout y Armant
(2002) estudiaron las variaciones en el contenido enzimatico de ADH y ALDH
en el embrién temprano de ratén, comprobando fluctuaciones en el

contenido isoenzimatico de la ADH.
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La ausencia de las variantes de enzimas que convierten el etanol en
acetaldehido (Adh-1) y la expresion de las que degradan acetaldehido (Adh-

5), tendria un rol protector para el embrion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 El Modelo de Drosophila

2.1.1 Caracteristicas principales y condiciones experimentales

Drosophila melanogaster ha sido por muchos anos una herramienta
basica en los estudios de Genética y Mutagénesis, en consecuencia se han
desarrollado numerosos ensayos para detectar mutagenos y carcinégenos
potenciales utilizando este organismo. Si bien las pruebas en bacterias son
sistemas de relevamiento (screening) mas rapidos, la mayor ventaja de
Drosophila es su caracter de organismo eucarionte con una organizacién
genética y cromoséomica semejante a la humana que permite una
extrapolacion mas directa al hombre. Ademas, la activacion metabdlica de
promutagenos y procarcinégenos ocurre en cada una de las células de la
mosca y los eventos mutacionales se cuentan como segregaciones reflejando
sin duda alteraciones genéticas nucleares y eliminando la posibilidad que

sean eventos no nucleares o no mutacionales (Kilbey et al., 1981).

Las principales ventajas adicionales del modelo son:
a) tiempo de generacion corto (10 dias a 25°C);
b) caracteres morfoldgicos de facil deteccion controlados genéticamente;
c) existencia de una gran disponibilidad de mutantes y de cepas bien
caracterizadas;
d) medios de cultivo econdémicos;
e) facilidad de cria de un gran numero de individuos con medios muy
econoémicos e instalaciones sencillas;

f) posibilidad de tratar adultos o larvas;

g) utilizaciéon de diferentes vias de administracion (ingestiéon, inhalacién o

inyeccioén) segun las caracteristicas del compuesto a probar.

La Fig. 4 ilustra las fases del ciclo de vida de Drosophila y las
diferencias que permiten distinguir @ y &, para realizar los cruzamientos

controlados.
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Ciclo de vida y diferencias macho / hembra en D. melanogaster

En el caso de este trabajo de Tesis, para la cria se utilizé comida

estandar preparada con:

agua
agar en rama
azucar
glucosa
levadura

harina de maiz

11
12 g
30 g
35¢g
30 ¢g
70 g
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Una vez lista se agregan 18 ml de solucién alcohélica de Nipagin (40g de p-
hidroxi-benzoato de metilo en 400 ml de etanol) y 25 ml de solucién
alcohdlica de benzoato de bencilo (15 ml de benzoato de bencilo en 985 ml de
etanol). La temperatura de cria se mantuvo a 25 + 1 °C y los tratamientos

fueron realizados a 20 + 1 °C en todos los casos.

2.1.2 Toxicidad

Previo a la realizacién de cualquiera de los ensayos de genotoxicidad se
debe probar la toxicidad del compuesto con el propésito de determinar el
rango de concentraciones a las que se va a trabajar. Una toxicidad muy alta
puede enmascarar el efecto genotéxico de la sustancia en estudio, el alcohol

o su metabolito en nuestro caso.

El siguiente es un esquema general de los pasos a seguir:

TRATAMIENTO: Inhalacidn / Ingestion / Inyeccion

a) Adultos: a la edad cuya sensibilidad se quiere probar
b) Larvas: a las 48 o0 72 hs segun la prueba que se vaya a aplicar

iy

RECUPERACION: 24 hs en comida comdn

I

RESULTADOS:

a) Adultos: se cuentan las moscas vivas en tratados y control
b) Larvas: se puede calcular la sobrevida hasta pupa y luego hasta
adulto
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En el ensayo de no disyuncién de cromosomas sexuales se trataron
hembras recién nacidas, jovenes o maduras, segun la metodologia indicada
en el punto 2.3.1a y luego se dejaron por 24 hs en tubos con comida comun.
La toxicidad se evalud estableciendo como Indice de Mortalidad (IM) la
fraccion en % de la poblacion de hembras tratadas que morian durante el

tratamiento y al final del periodo de recuperacion.

Nm
IM(%) = 2 %100
Nt
Donde:
Nm = N°o de hembras muertas 24 hs después del tratamiento

Ni= No total de hembras tratadas

2.1.3 Fertilidad

En los casos en que se consideré de interés estudiar si el alcohol o su
metabolito afectaban la fertilidad de las hembras, se utilizé un Indice de
Fertilidad (IF) que compara el numero de descendientes promedio por

hembra en las poblaciones tratada y control.

N(I
N h

IF

Donde:
N4 = N° descendientes

Nn = N° hembras cruzadas
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2.4 Ensayos

2.4.1 Cepas utilizadas

Con el propésito de estudiar la capacidad de los alcoholes para inducir
distintos tipos de dafo genético se aplicaron varios ensayos de corto plazo

desarrollados para ser utilizados in vivo en D. melanogaster.

2.4.1a Prueba de no disyuncién en cromosomas sexuales (ND)

Existen distintos sistemas para detectar no disyuncién primaria en
Drosophila (Zimmering et al., 1986). En esta Tesis se han utilizado dos tipos

de ensayos:

Esgquema A: Es un esquema simple desarrollado por Traut (1970) que
consiste en aparear hembras homocigotas para un cromosoma X
estructuralmente normal portador del alelo recesivo de yellow (y/y) con
machos salvajes (+/Y). En este caso la descendencia normal consiste en
hembras fenotipicamente salvajes (y/+) y machos yellow (y/Y), mientras que
los productos de no disyuncién seran hembras XXY de fenotipo yellow
(y/y/Y) y machos XO de fenotipo salvaje (+O). Para calcular la frecuencia de
no disyunciéon sélo fueron tenidas en cuenta las hembras excepcionales, ya
que los machos pueden surgir también por causas distintas a la no

disyuncién cromosémica tales como roturas o retraso del cromosoma X.
La frecuencia de no disyuncion del X se calculé mediante la férmula:

4n, x100
Total

%ND =

Donde:
n; es el namero de hembras excepcionales

Este numero se multiplica por cuatro para tener en cuenta los otros
oocitos que se producen como consecuencia de la no disyuncién: XXX, XO,
YO (Grell et al 1966; Traut 1970).

40



MATERIALES Y METODOS

Este tipo de esquema se utilizé en el analisis de ND inducida por EtOH,

para el resto de los casos estudiados se utilizé el esquema B.

Esquema B: en este caso se utilizo el ensayo descripto por Munoz (1992)
para detectar no disyuncién meiética de los cromosomas X que, por su
sencillez y por tratarse de un sistema semiselectivo presenta ventajas que
facilitan la clasificacion y el recuento del alto nimero de descendientes que

debe ser analizado en estos casos.

Es, como la anterior, una prueba genética in vivo que consiste en tratar
hembras homocigotas para las mutaciones visibles yellow (y), white (w) y
forked (ffi y heterocigotas para dos deficiencias eucromaticas no
superpuestas en sus cromosomas X, de genotipo y w f Dff1) n20 / y w f
Df(1) n49, y cruzarlas luego con machos de genotipo y Df(1)n23/ BSY y *
(Fig. 5)

El cromosoma Y de los machos lleva la duplicacion de una zona
correspondiente al cromosoma X marcada con el alelo salvaje de yellow (y *)
y la mutaciéon dominante Bar of Stone (BS). Esta duplicacién cubre una de
las deficiencias de la que son portadoras las hembras, Df{1) n20, pero no la
otra, Df{1) n49 (la descripcién de los simbolos utilizados es la indicada en

Lindsley y Zimm, 1992).

Las hembras utilizadas como madres en esta prueba provienen del
cruzamiento de hembras y w f D(1) n20 / FM6, con machos y w f Df(1) n49 /
y mallo6 Y. En este caso el cromosoma FM6 utilizado como balanceador, es
portador de una mutacioén letal recesiva, no cubierta por el cromosoma Y de
manera tal que es posible detectar las hembras portadoras de un cromosoma
Y extra, y por lo tanto eliminar la no disyunciéon secundaria como fuente de
error.

La descendencia viable de las hembras tratadas y w f heterocigotas para las
deficiencias n20 y n49, consiste inicamente en machos w f BS (y w f Df{1)

n20 / BS Y y*, porque los tres genotipos restantes son letales y no nacen.
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También son viables las hembras producto de no disyuncion (XXY), que

seran de fenotipo w f BS . (Fig. 5)

5 -I n23_ '..vl !123“
Leml | rema
Py , '8
Macho viable Letal
Descendencia noxmal

Hembra XXY Letsl

Fig. 5: Sistema de deteccion de no disyunciéon primaria en hembras de D.
melanogaster (Esquema B)

En este sistema la frecuencia de no disyuncion del cromosoma X, en

porcentaje, se calcula segiin la siguiente expresion:
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ND(%)=1n722 x 100
nl+n

Donde:
nl = 4 veces el numero de machos normales (XY)

n2 = 4 veces el niumero de hembras excepcionales (XXY)

El numero de machos normales nacidos se multiplica por 4 para
considerar el niumero de eventos meiéticos realmente probados, es decir la
progenie normal esperada de no mediar el efecto de los letales introducidos
en el sistema. El nimero de hembras excepcionales XXY nacidas también se
multiplican por 4, porque deben tenerse en cuenta los otros productos de no
disyuncién: hembras XXX, que son de fenotipo yellow y aparecen con baja
frecuencia, XO e YO que son genotipos letales y no aparecen (Grell et al.,

1966; Traut, 1970)
2.4.1b Prueba de mutacién y recombinacion somdtica (SMART)

Durante el desarrollo de la larva de Drosophila, grupos de células
llamadas discos imaginales, se separan y no intervienen en la formacién de
las estructuras larvales. Estos discos crecen por divisiones mitéticas
frecuentes, 1 ciclo celular aproximadamente cada 10 hs, a lo largo de los tres
estadios larvales. Posteriormente, durante el desarrollo de la pupa los discos
se diferencian y forman las distintas partes de la mosca adulta: los discos
imaginales de ojos se diferenciaran en ojos, los de alas formaran las alas y

asi se originaran las distintas estructuras del adulto. (Fig. 6)

La informacioén genética presente en los cromosomas de los nucleos de
las células del disco imaginal se expresara fenotipicamente como color en las
células del ojo o en la morfologia de los tricomas de las células del ala de los

adultos como consecuencia de este proceso de diferenciacion
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imaginales de las glandulas salivares;

j) testiculo. Adaptado de www.flybase.edu

Fig. 6: Discos imaginales toracicos y gonadas de la larva.

protoracico, d) clipeo labral, ) pata protoracica, f) ojo-antena, g) centos de
proliferacion cerebrales, h) patas metatoracicas, k) elaterios, 1) ala; i) ovario,

a) anillos

discos: b) labial, c¢) dorsal

Si la larva fuera heterocigota para una determinada caracteristica, por

ejemplo color de ojos (white, ojos blancos/white+, ojos rojos) y, en un estado

temprano del desarrollo del disco imaginal ocurriera una inactivacién por

mutacion o delecion del alelo salvaje (w+), a partir de esta célula alterada se

desarrollara un clon que durante la diferenc
y finalmente se vera como una mancha de

LS) en el ojo rojo del adulto.

iaciéon no podra expresar el color

ommatidios blancos (light spot,
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Fig. 7: Origen de una mancha white (LS) por recombinacion mitotica

Si las células del disco imaginal llevaran dos alelos de un locus
particular cuyos fenotipos en condicién homocigota son distinguibles y
diferentes del fenotipo heterocigota, o si en un brazo cromosémico existen
marcadores diferentes en condicion trans-heterocigota, un evento de

recombinacion somatica entre cromatidas homologas producira un par de
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células hijas que daran lugar en el adulto a dos clones adyacentes de

fenotipo distinto, que apareceran como manchas gemelas (twin spots, TS).

Teniendo como base estos principios se han desarrollado un grupo de
pruebas utiles para detectar la capacidad potencial de sustancias quimicas o
factores fisicos en la induccion de mutacién y/o recombinacién somatica.
Estos ensayos se conocen como SMART (Somatic Mutation and
Recombination Tests) y utilizan distintas cepas portadoras de genes
marcadores que se expresan en distintos organos del adulto. Las dos mas
difundidas son el ensayo de manchas en ojo (Vogel y Nivard, 1993) y el de

manchas en ala (Graf et al., 1984).

En este caso se utilizé la prueba de manchas en ojo, y de los dos
sistemas disponibles, el mas sencillo que consiste en exponer larvas
heterocigotas w/w+ al agente mutagenico. Posteriormente, el resultado de la
recombinacion o la mutaciéon espontanea o inducida en el estado larval, se
manifiesta en el ojo del adulto por la aparicion de manchas simples claras
(LS), de genotipo white, cuyo tamano depende del momento del desarrollo en
que se ha producido la induccion (Fig 7). En la Fig. 8 se puede ver el aspecto
que toman en Drosophila estas manchas claras en el ojo de un adulto

heterocigota para la mutacion white

Fig. 8: Observacion de manchas simples claras en el ojo de
la mosca (Tomada de Vogel y Nivard, 1993)
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La deteccién de no disyunciéon o pérdida de cromosomas es menos
eficiente en este tipo de ensayos porque las aneuploidias son en general
letales para las células afectadas, o sdlo son viables por unas pocas
divisiones, es asi que los agentes aneugénicos solamente daran clones

pequenos simples (small single spots, SSS).

2.4.1c Prueba de letales recesivos ligados al sexo (SLRL)

Es un ensayo que detecta la mutacién a un fenotipo letal en un numero
de genes del cromosoma X de D. melanogaster. Aproximadamente 700 a 800
loci de este cromosoma tienen la capacidad de mutar a un fenotipo letal,

representando al 80% del cromosoma (Mason et al., 1987)

Para detectar la induccién de mutaciones letales recesivas ligadas al X
se utilizan hembras de la cepa Basc, en la que el cromosoma X (denominado
Muller-5) lleva como marcadores la duplicacién Bar, la mutacién recesiva
white apricot (w9) y una inversién supresora del entrecruzamiento que afecta
al locus scute. Se tratan machos, generalmente salvajes, para descartar
mutaciones preexistentes en el cromosoma X. Se cruzan con las hembras de
la cepa Basc obteniéndose crias sucesivas (A a F). La cria A (total 3:30 hs)
muestrea esperma movil, la B (20:30 hs) esperma inmoévil y espermatidas
tardias y los restantes estadios de la espermatogénesis cada vez mas
tempranos al momento del tratamiento

Cada hembra heterocigota de la F1, que representa un cromosoma X
tratado, se cruza con sus hermanos en cruzamientos individuales. La
induccién de letales recesivos se detecta por la no aparicion de machos

salvajes en la descendencia de estas hembras (Fig. 9).
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Fig. 9: Esquema del sistema de déteccién de letales recesivos ligados al
sexo (SRLR) Muller-5.

El ensayo SLRL es muy sensible para detectar mutaciones letales que
resulten de mutaciones génicas, pequenas deleciones o aberraciones
cromosOmicas, es decir puede detectar un amplio espectro de dano
transmisible via células germinales. Se considera que entre 600 y 800 loci
del cromosoma X pueden mutar a un fenotipo letal. Esto representa el 80%
del cromosoma X que a su vez constituye el 20% del genoma total de
Drosophila. (Abrahamson et al., 1980; Mason et al., 1987)
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2.4.2. Tratamientos

2.4.2a Prueba de deteccién de no disyuncién materna (ND)

Por ser los alcoholes compuestos volatiles, todos los tratamientos se
realizaron por via de inhalacién y fueron agudos. Se utilizaron tubos de
cultivo que contenian un trozo de papel absorbente de 10x10 cm empapado
en 0,4 ml de una solucién del compuesto en agua destilada. Se probaron al
menos tres concentraciones y se realizaron controles concurrentes en cada
caso. Se colocaron 50 hembras por tubo y luego de 60 minutos de
exposicién se airearon haciendo sucesivos pasajes a tubos vacios, cada 10
minutos y durante aproximadamente 2 horas, dependiendo del tiempo de

recuperaciéon de la concentracién y del compuesto utilizado.

Luego del periodo de recuperacion, las hembras tratadas se cruzaron
con machos de 7 dias, en una proporcion de 10 hembras a 15 machos. Los

machos se dejaron con las hembras durante todo el experimento.

Los experimentos fueron realizados con hembras virgenes de tres
edades distintas: a) O a 5 hs (hembras recién nacidas); b) 24 a 29 hs
(hembras jévenes); c) 4 a 5 dias (hembras maduras). En los dos ultimos
casos las hembras recogidas durante un periodo de 5 horas, se dejaron en
medio de cultivo comun hasta que alcanzaron la edad deseada para el

tratamiento.

Para tomar muestras de oocitos que estaban en distintos estados de
maduracién al momento del tratamiento, se hizo un esquema basico de 2
subcultivos de 12 hs cada uno y 4 subcultivos de 24 hs, de acuerdo a la
duracién de las distintas etapas de la oogénesis en Drosophila (ver Fig. 3 y
King, 1970).

Tanto las series experimentales como las de control comprendieron un
numero minimo de S experimentos por concentraciébn de compuesto

probado.
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2.4.2 b Prueba de mutacion y recombinacion somdtica (SMART)

Para la aplicacién de este ensayo se requiere la recoleccion de
poblaciones de huevos o larvas de edad razonablemente homogénea, que se
consiguen limitando el periodo de tiempo de obtencién de la muestra. Luego
la eleccidon del método de exposicién dependera de la estabilidad y volatilidad

del compuesto a ser probado.

Huevo Larvas I-111 Pupa (Metamorfosis)
| ] |
0 24 48 72 120
- - Tratamiento
Agudo
—_— —_— (2a 6 hs)
¢ — Tratamiento-
Cronico
(48a72hs) |
$ i j

Fig. 10: Esquema de tratamientos en larvas de D. melanogaster

En la Fig. 10 se muestran los distintos esquemas de tratamiento. El
momento de inicio depende de cual sea la prueba de SMART a utilizar, es
decir cual sera el 6érgano blanco (ojo o ala) donde se evaluara el efecto de la
exposicién, porque el disco imaginal debe tener un numero de células
suficiente para ser sensible y dar manchas de tamano razonable y facil
observacién. Si los tratamientos son muy tempranos, cuando el numero de
células blanco es bajo, la ocurrencia de un evento de mutacién y/o
recombinaciéon dara lugar a un clon que puede ser tan grande que afecte
todo el érgano. Por otra parte, un numero bajo de células blanco al
momento del tratamiento, disminuye la sensibilidad de la prueba. En el
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ensayo de manchas en ojo los tratamientos se hacen a partir de las 48 hs, en
el de manchas en ala, desde las 72 hs. A partir de este momento, si el
tratamiento dura menos de 6 hs se considera agudo, si dura mas sera

cronico (Fig. 10)

El recuento de manchas en ojos se hace en moscas sumergidas en una
solucion de 90 partes de etanol, 1 parte de Tween (60 u 80) y 9 partes de
agua, al microscopio estereoscopico, a una magnificacién de 50 a 75
aumentos, con buena iluminacién. Las manchas que aparecen son de tipo

simple y de fenotipo white (LS, ver Fig 9)

Las manchas en alas se analizan bajo microscopio 6ptico con un
aumento de 400x, previo montaje en preparados permanentes, con solucién
de Faure (goma arabiga 30g, glicerol 20ml, hidrato de cloral 50g, agua 50ml).
En este caso las manchas se registran de acuerdo al tipo: simples pequenas
(SSS), simples grandes (LSS) o gemelas (TS) y al tamarno (nuamero de células

del ala afectadas).

Se comparan estadisticamente las frecuencias obtenidas en moscas
expuestas y en controles concurrentes (larvas expuestas sélo al solvente) y/o
histéricos. Los resultados se clasifican en positivos, débilmente positivos, no

concluyentes o negativos (Frei y Wurgler, 1988).

En este trabajo de Tesis la prueba utilizada fue el Ensayo de manchas
en ojo. Los alcoholes se administraron por via de inhalacién a larvas
heterocigotas w/w+ de segundo estadio (52 + 4 hs), por tratamiento agudo
de 30 min de exposicién. Para obtener estas larvas se cruzaron hembras
virgenes w/w con machos y/Y durante 4 a 7 dias en botellas con medio de
cultivo comun para Drosophila, en una proporciéon de 100 hembras a 150
machos. Las hembras inseminadas se transfirieron a botellas con medio de
cultivo fresco donde se dejaron oviponer durante 8 hs. A las 52 * 4 hs. las
larvas fueron barridas del medio de cria mediante una solucién de sacarosa
20% (Nothinger, 1970), se lavaron de los restos del medio de cria y se
trataron colocandolas sobre un filtro de nylon en una placa de Petri que, en
la tapa, contenia un papel de filtro embebido en 1 ml de una solucién 50% o

75% (v/v) del alcohol a evaluar. Al final de los 30 min de tratamiento las
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larvas, generalmente narcotizadas, se pasaron a viales de comida comun

donde se dejaron recuperar y desarrollar hasta adultos.

Se examinaron los ojos de las hembras heterocigotos w/w+ al
microscopio estereoscopico con un aumento de 40-60x (Vogel y Ziljstra,
1987; Vogel y Nivard, 1993, 2000; Vogel et al., 1999), para detectar la

apariciéon de manchas claras (LS).

Tanto las series experimentales como las de control comprendieron un
numero minimo de 3 experimentos por concentracién probada. La
temperatura de cria se mantuvo a 25 * 1 °C, que es la temperatura 6ptima
de cria de Drosophila. Los tratamientos fueron realizados a 20 = 1 °C,

temperatura standard de laboratorio.

Las frecuencias de reversiéon somatica se calcularon como el numero de
manchas blancas por cada 100 ojos. El porcentaje de ojos con manchas es
otra manera de evaluar la induccién de darno, sin embargo no se utiliza
actualmente porque si se induce mas de una mancha por ojo, esta forma de

evaluacidn seria una subestimacion del efecto del compuesto analizado.

Para la evaluacion estadistica se utilizé la prueba de x2 de proporciones
y los resultados se clasificaron segan Frei y Wurgler (1988) en positivos,

débilmente positivos, negativos, o no concluyentes.

2.4.2c Prueba de letales recesivos ligados al sexo (SLRL)

En este trabajo de Tesis se utilizé6 la prueba Muller 5 tal como se
muestra en la Fig. 9. Machos virgenes salvajes Samarkand de 7 dias
tratados por inhalaciéon durante 60 min, se recuperaron por Sucesivos
pasajes a tubos vacios y fueron cruzados con hembras virgenes Basc, de
fenotipo Bar y white apricot y de genotipo In (1) scSIL sc8R + S, scS! sc8 we B,
de 4 a 6 dias de edad.

Los cruzamientos se hicieron en botellas de cultivo en una proporcion
de 3 hembras: 2 machos. Se cambiaron las hembras cada 24 hs. para

obtener S crias que representan las células germinales, que estaban en

52



MATERIALES Y METODOS

distintas etapas de maduracién al momento del tratamiento (crias A a E, A=

esperma maduro, B-E= estadios progresivamente mas tempranos).

Las hembras heterocigotas F1 nacidas en estas S crias se cruzaron con
sus hermanos en cruzamientos individuales. Cada cruzamiento involucra el
analisis de un cromosoma X tratado (Fig. 9), la ausencia de machos salvajes
en el tubo de cultivo indica que se indujo una mutacién letal en ese

cromosorma.

Con el propésito de descartar mosaicos para mutaciones letales se
establecieron cultivos F3 apareando individualmente 15 hembras F2 de cada
cultivo F2 sin letales. Todos los cultivos sospechados de letales y aquellos
en los que aparecié solamente un macho salvaje fueron probados

nuevamente y por duplicado, con el fin de confirmar el resultado positivo.

Al igual que en los experimentos de no disyuncién, la temperatura de
cria se mantuvo a 25 + 1 °C y los tratamientos fueron realizados a 20 * 1 °C.
Los tratamientos se realizan a 20 °C que es la temperatura considerada
estandar de laboratorio. Para la evaluaciéon estadistica de los resultados se

utilizé la prueba de %2 y las tablas de Kastenbaum-Bowman.

2.5 Evaluacién Estadistica

En el campo de la Genética Toxicolégica es muy importante saber si el
compuesto quimico analizado debe ser considerado claramente peligroso o
puede ser lo suficientemente seguro como para determinar que sus efectos
son despreciables o estan significativamente por debajo de un nivel minimo
predefinido. Es asi que los métodos estadisticos que se aplican se centran en
la evaluacion de tres aspectos diferentes de los resultados experimentales
(Gad y Weil, 1982), a saber:

a) prueba de hipoétesis: establecer si dos o mas grupos de datos difieren
entre si a un determinado nivel de significacion. Para esto generalmente

se compara una serie tratada con el control.
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b) ajuste a un modelo: generalmente se aplica regresiéon lineal o la
derivacién de alguna forma de coeficiente de correlacién. Nos permite
relacionar una variable (causa o variable “independiente”) con otras (uno

o mas efectos o variables “dependientes”)

c) reduccién de las dimensiones (variables) de un sistema de manera tal que
el problema sea mas sencillo de entender y que se pierda la menor
cantidad de informacién posible. Ejemplos de estas técnicas, que son de
uso poco frecuente en genotoxicidad, son el analisis de factores y el

analisis de clusters.

2.5.1 Analisis estadistico y cadlculo del tamario minimo de muestra en las

pruebas de ND

Para la evaluacion estadistica de los resultados de las pruebas de no
disyuncién (ND) se utilizé6 la prueba Binomial Condicional tal como fue
descripta por Margolin et al. (1983). Esta prueba permite calcular no
solamente la significacion estadistica de los resultados, sino también el
tamarno minimo necesario de la muestra para determinar la significacién en
experimentos de mutagenicidad que como estos, presentan respuestas

binomiales.

Las férmulas utilizadas para los calculos de nivel de significacion entre

las series control y tratadas son las siguientes:

1. Se calcula la diferencia en frecuencia de mutaciones observadas (A)
A=(X;/Np)=(Xc=Ne)
2. Se hace una estimacién del error estandar (ES) bajo la suposicién que el
ensayo no da efecto mutagénico
ES=[p(1- P/ N+ (/N
3. Considerando que
p=M/N
Donde:

N.: numero de moscas en la serie control

N; : numero de moscas en la serie tratada
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X.: numero de excepciones en la serie control
X, : numero de excepciones en la serie tratada
M=X.+X,
N=N.+N,

4. Se calcula luego

z=A/ES

Con el calculo del valor de z se obtiene el nivel de significacién a de la tabla

de la normal acumulativa (ver Anexo 3)

El calculo del tamano minimo de la muestra analizada que nos permite

asegurar la significacién de los resultados se realiza mediante los siguientes

calculos:

T
1. =

s

2. A=z, +2;) (p+)p-1)7
3. n, = ﬁ = i

C Pc
Considerando:

n, =

=

2
C = p. =frecuencia de excepciones en la serie control

T = p, =frecuencia de excepciones en la serie tratada

Para la evaluacion de los datos de frecuencia de ND segin estos

parametros se desarroll6 un sencillo programa para DOS.

2.5.2 Métodos estadisticos para decidir si los resultados de los ensayos

SMART son positivos, negativos o no concluyentes

Los criterios para decidir si un compuesto es mutagénico o no fueron
propuestos por Selby y Olson en 1981. Frei y Wurgler (1988, 19995) los
desarrollaron posteriormente para los ensayos de mutagenicidad en

Drosophila.
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El método consiste en la formulacion de dos hipotesis alternativas:

1) la hipétesis nula (Ho) que supone que no hay diferencias entre las series
tratada y control. El rechazo de esta hipétesis indica que el tratamiento

resultd en una frecuencia de mutacion aumentada significativamente.

2) La hipdtesis alternativa (Ha) postula “a priori” que el tratamiento resulta

en un aumento de n veces la frecuencia de mutaciéon espontanea. Esta

hipétesis se rechaza si la frecuencia de mutacion es significativamente

menor que el aumento postulado, implicando que el tratamiento no

produce el aumento requerido para ser considerado mutagénico.

Si ambas hipotesis se aceptan, los resultados se consideran no

concluyentes, porque no pueden aceptarse al mismo tiempo dos hipotesis

mutuamente excluyentes. La Tabla 2 resume estos criterios.

Para probar las dos hipotesis se puede utilizar la prueba binomial

condicional (Kastenbaum y Bowman, 1970; Margolin et al., 1983) o bien la

prueba de 2 para proporciones (criterio de Pearson).

Tabla 2: Diagnostico de acuerdo a los resultados obtenidos teniendo

en cuenta la aceetacién o rechazo de Hp y Ha

. Hy
HIPOTESIS
Aceptada Rechazada
Aceptada No concluyente Negativo
Ho
Rechazada Positivo Positivo débil

Si Nc y Nr son respectivamente los tamanos muestrales en las series

control y tratada y n el numero total de mutaciones obtenidas en ambas

series, la proporcion de mutaciones esperadas en la serie control (p) y en la

serie tratada (g) se calculan de la siguiente manera:
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Para Ho:
Po=Nc/(Nc+Np)
go=N;/(N-+N;)
Donde:
pon y qgon representan respectivamente los numeros de
mutaciones esperados segun la Hp en las series tratadas y
control respectivamente.
Para Ha:
py=N:/(N.+mN;)
q,=mN,./(N.+mN)
Donde:

m es el factor multiplicador que indica el namero de veces que
debe ser mayor la frecuencia de mutaciones en tratados que en

control.

Los numeros esperados de mutaciones en control y tratados bajo la Ha

son respectivamente pany gan.

Frei y Wurgler (1995) establacieron la metodologia para determinar el
numero minimo de muestra en los ensayos de SMART, y el valor de estos

numeros.

2.5.3 Tablas para determinar la significacién estadistica de las frecuencias de

mutacion en la prueba SLRL

Kastenbaum y Bowman (1970) adaptaron las tablas estandar de la
distribucién Normal Binomial para que puedan ser utilizadas directamente
en la determinaciéon del valor minimo de mutaciones ¢, en el grupo tratado
que permite concluir que la frecuencia de mutaciones en este grupo es

mayor que en el grupo control. Esta prueba es particularmente util para los
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casos en los que la clase menos frecuente es < 5, porque en este caso no es

de aplicacion la Prueba de %2.

Las tablas dan todos los valores posibles de c para:
n =1 hasta 100
p=0,01a0,99
a=0,0560,01

Siendo:

n=n,+n_ donde n:y nc son el namero de mutaciones en las series

tratada y control respectivamente

donde N: es el numero de individuos analizados en el

grupo tratado y Nc en el grupo control

a= 0,056 0,01 es el nivel de significacion

Se calcula p y n, se busca en tablas el valor de c, para el nivel de

significacién deseado.

Se rechaza Hpsi nt > ¢






OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.-

OBJETIVOS E HIPOTESIS:

3.1 Objetivo

Caracterizar el dano genético potencial de tres alcoholes alifaticos de

cadena corta: etanol (EtOH), isopropanol (IPA) y metanol (MetOH) utilizando

Drosophila melanogaster como modelo

3.2 Hipétesis de trabajo:

a)

b)

g)

h)

Los tres alcoholes tienen capacidad de inducir alteraciones en la
segregacion cromosémica meibtica en linea germinal en hembras.

Los metabolitos primarios de estos alcoholes: acetaldehido (AAld), acetona
(AcetO) y formaldehido de efecto mas toxico, tambien puede afectar la
disyuncién en hembras.

la accién de los alcoholes es directa.

las células germinales que estan en distintas etapas de la gametogénesis
tienen sensibilidad diferencial a los alcoholes o a sus metabolitos.

Los mecanismos de detoxificacién son eficientes y constituyen un
mecanismo para evitar la induccién de aneuploidias por alcoholes
alifaticos.

El blanco de acciéon de los alcoholes para la induccién de aneuploidias
puede ser distinto del propio ADN.

Los alcoholes son mutagénicos y/o recombinagénicos en linea somatica y
por lo tanto son capaces de inducir “pérdida de heterocigosis”, evento
temprano y/o tardio en el proceso de carcinogénesis.

Los efectos téxicos de estos alcoholes inducen mortalidad y defectos en el

desarrollo.
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4.- RESULTADOS

Al momento de atribuir los efectos téxicos o genotdxicos de un alcohol
alifatico se discute si son debidos a la accién directa del alcohol o a la de su
metabolito. Esta controversia es debida principalmente a que en la mayoria
de los eucariontes el etanol, el alcohol mas estudiado, ingresa al organismo y
es convertido inmediatamente en acetaldehido, siendo menos probable un
efecto directo del alcohol ya que no permanece el tiempo suficiente como tal.
Por esta razén y para que luego sea mas sencilla la discusion de los
resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, se presentan los hallazgos en
la valoracién de la toxicidad y/o genotoxicidad de cada alcohol alifatico junto
con los de su respectivo metabolito. El formaldehido, derivado metabélico
primario del metanol, esta ampliamente estudiado como potente inductor de
distintos tipos de dano genético en D. melanogaster. Por este motivo en esta
oportunidad soélo se refieren los resultados del estudio y caracterizacién del
metanol, para ser discutidos a la luz de los datos de la bibliografia para este
alcohol y su metabolito. Se caracterizé entonces, la posible genotoxicidad
del etanol (EtOH), del isopropanol (IPA), sus respectivos metabolitos y del
metanol (MetOH).

En todos los casos y previo a los ensayos de mutagenicidad propuestos,
se estudié la toxicidad de cada compuesto para determinar el rango de
concentraciones de trabajo a ser utilizadas en las evaluaciones de
genotoxicidad. Considerando que Drosophila es un modelo in vivo, se
utilizaron las dosis de exposicion expresadas como la concentraciéon
porcentual del alcohol, el aldehido o la cetona en el medio de cultivo, tal
como se indic6 en Materiales y Métodos. No se aplicaron dosis
excesivamente toxicas para evitar enmascarar los posibles efectos

genotoxicos de los compuestos en estudio.
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3.1 Etanol / Acetaldehido

Etanol

3.1.1 Toxicidad del Etanol (EtOH)

a) Toxicidad en adultos

Se estudio la sensibilidad de hembras de D. melanogaster de distintas
edades a tratamientos agudos con EtOH. Las moscas estaban dormidas al
cabo de los 60 min de tratamiento con las dos concentraciones de EtOH
probadas y la recuperacion se producia dentro de las 3 horas, de acuerdo a
la dosis administrada y la edad de las hembras tratadas. Los resultados
obtenidos por tratamiento con una concentracion de EtOH 50% durante 1h
(Tabla 3), demuestran que la toxicidad, medida como indice porcentual de
mortalidad (IM %), esta relacionada con la edad de las hembras al momento
del tratamiento. Asi se observan valores basales de 0% de mortalidad en
hembras tratadas y cruzadas a las 0-Shs de nacidas hasta 98,2% de

mortalidad en hembras tratadas y cruzadas a los S dias.

Tabla 3: Mortalidad por tratamiento agudo2 con EtOH 50%
en hembras de distintas edades.

e B
0-5h 300/300 0,0
24 h 6/150 4,0
48 h 154/302 51,0
72 h 136/150 90,7
96 h 623/655 95,1
120 h 883/899 98,2

a 60 min por inhalacién
b IM: Indice de Mortalidad

Para caracterizar esta relacién se recurrié a un diagrama de dispersion

utilizando la edad y el IM. La Fig 11 muestra que la mortalidad sigue un
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modelo de curva sigmoidea, en el que las hembras recién nacidas y jovenes
de hasta 24 hs son poco sensibles, luego la sensibilidad aumenta
linealmente hasta alcanzar valores de toxicidad del 98% en hembras de 120

hs (5 dias).

/, —=— IM
20 + Ajuste sigmoideo

T T T T T
0 20 40 80 80 100 120
Edad de la hembra (hs)

Fig. 11: Mortalidad por tratamiento con EtOH
50% en funcion de la edad de las hembras

A partir de estos resultados se decidi6é trabajar con hembras jovenes
para determinar la toxicidad de concentraciones mas altas de EtOH, los
resultados de tratamientos agudos con EtOH 50% y 75% (v/v) se muestran
en la Tabla 4 donde se ve que con un aumento 25% en la concentracion de

alcohol, la mortalidad aumenta 8 veces.

Tabla 4: Mortalidad en hembras jovenes* por
tratamientos agudos con EtOH 50% y 75%

; Hembras muertas/

* % 0,
Tramauenso Hembras tratadas N (ad
EtOH 50% 6/150 4,0
Et OH 75% 1802/5306 34,0

* 00 de 24hs; ** 60 min por inhalacion;

La exposicion cronica de las hembras a EtOH 10%, produce no
solamente efectos toxicos sino también danos reproductivos que se hacen
mas notables cuanto mayor es el tiempo de permanencia en el medio con

alcohol. La observacion de estos efectos muestra que al principio las
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hembras mantenidas en comida suplementada con EtOH 10% se alimentan,
se aparean normalmente y a medida que aumenta el tiempo de exposiciéon al
alcohol, sus movimientos se vuelven incoordinados luego, se quedan
inmoéviles sobre la comida y finalmente se van muriendo. Las pocas que
sobreviven se vuelven totalmente estériles a los 7-9 dias de la exposicién.
Tratamientos cronicos con concentraciones mayores de EtOH muestran
efectos mas toxicos aun y hacen imposible realizar estudios de genotoxicidad
(Rey et al., 1992)

Drosophila, al igual que el hombre y algunos animales superiores, es
sensible a los efectos del EtOH sobre el desarrollo. El tratamiento agudo por
inhalacién de EtOH 75% durante 60 min produce un aumento significativo
de malformaciones en la progenie de las hembras tratadas y cruzadas
después de su recuperaciéon de la narcosis producida por el alcohol. Como
puede verse en la Tabla 5, este aumento es mayor en el primer subcultivo
que representa los oocitos que estaban en los estadios mas maduros al
momento del tratamiento (estadio 14, E 14) para luego disminuir en los

subcultivos siguientes.

Tabla 5: Malformaciones en la progenie de hembras jovenes
expuestas a EtOH 50 % por 60 min

Sub- Malformaciones (%)
(Malformaciones / Progenie Total)
cultivoa
Control Tratadas
I 0,04 1,0%**
(13/32849) (102/10304)
11 0,02 0,38*
(4/21266) (28/7311)
III 0,06 0,15*
(7/11938) (12/7981)
vV 0,04 0,15
(2/4814) (8/5367)

a Subcultivos de 24 hs c/u;
***P < 104 (Prueba de %2); *P < 0,05 (Prueba de Kastembaum y Bowman)

La diferencia encontrada es altamente significativa para las hembras

nacidas durante las primeras 24 hs después del tratamiento; es significativa
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para las nacidas en las 48hs siguientes, y no es significativa para las

nacidas a partir de las 72 hs después del tratamiento con EtOH 50%.

b) Toxicidad en larvas

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos al estudiar la toxicidad en
larvas que se habian desarrollado desde huevo hasta la edad de 48+4 hs en
medio suplementado con EtOH 5%, 7,5% y 10% (v/v). Se observan altos IM

con las dos concentraciones mas altas.

Tabla 6: Toxicidad en larvas desarrolladas en medio
con EtOH desde huevo hasta las 4814 hs

Tratamiento IM (%)
Control 2
EtOH 5% 4
EtOH 7,5% 70
Et OH 10% 90

Las larvas provenientes de muestras tratadas con EtOH 7,5 y 10%
también presentaron efectos sobre el desarrollo que se manifestaron como
un retraso de 24 hs en los nacimientos. Con el propésito de cuantificar este

ultimo efecto se midieron las larvas al final de las 484 hs de tratamiento.

Las larvas criadas en medio con las dos concentraciones mas altas de
alcohol (7,5% y 10%) fueron significativamente menores en tamafno que las
larvas de las muestras control (Tabla 7). Podemos considerar que el efecto se
pone de manifiesto como un retraso en los tiempos de muda y finalmente

una eclosion de los imagos 24 hs mas tarde que en los controles.
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Tabla 7: Tamano de larvas desarrolladas en medio
con EtOH desde huevo hasta las 48%+4 hs

Tratamiento Media + ES (mm)a
Control 1,53 £ 0,04
EtOH 5% 1,54 £ 0,04
EtOH 7,5% 1,31 +0,02*
Et OH 10% 1.25 £0,01*

a 50 larvas por muestra;
*P < 0,05 (ANOVA y comparacion de medias por método de
Sheffé)

Se estudio también el efecto que podia tener en las larvas un
tratamiento agudo de 30 min con EtOH 50%. En este caso no se observaron
cambios en el tiempo de desarrollo de las larvas, sin embargo los efectos
toxicos del tratamiento se manifestaron por una parte como un efecto de
paralisis y de narcosis y por la otra en que sélo el 50% de las larvas se

recuperaba y se desarrollaba hasta adulto (IM=50%).

3.1.2 Genotoxicidad del Etanol

En este trabajo de Tesis se tratd de caracterizar la capacidad de los
alcoholes para inducir aquellos tipos de dafno genético que llevan a la
pérdida de heterocigosis, asi es que se estudio la inducciéon de no disyuncion
cromosoOmica en linea germinal y la de mutacién y recombinaciéon en linea
somatica. La no disyunciéon cromosémica puede tener distintos blancos
celulares mientras que la mutacion y la recombinaciéon son fenémenos que
afectan directamente al ADN, de ahi el interés en comparar los resultados de
ambas pruebas para esclarecer el blanco principal de estos compuestos y en

particular del EtOH.
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a) No disyuncién de cromosomas sexuales (ND)

Como se mencioné antes, los tratamientos cronicos inducidos por EtOH
resultan muy toxicos y dificultan el trabajo de evaluacion de la genotoxicidad
potencial de este alcohol. Por esta razén se utilizaron tratamientos agudos,
que por otra parte son utiles para los estudios comparativos con el
isopropanol (IPA) y el metanol (MetOH). Es bien sabido que la exposicion
humana mas probable a estos alcoholes es la inhalaciéon aguda, dado que el
IPA y el MetOH sélo son ingeridos por accidente, mientras que son utilizados
comunmente como solventes y en consecuencia frecuentemente inhalados
por la poblacion humana en general. En el caso de los estudios de ND de
cromosomas X inducida por EtOH se utiliz6 el esquema A de cruzamientos,
mientras que en la evaluaciéon de los otros alcoholes y sus metabolitos se
aplico el esquema B que presenta ventajas por el menor numero de
descendientes que deben ser clasificados para la evaluacion de los

resultados tal como se indicé en Materiales y Métodos.

La Tabla 8 muestra la frecuencia de ND en la progenie de hembras de 1

o 2 dias de edad, tratadas con EtOH 75% (v/v) por 60 min.

Tabla 8: No disyuncion (ND) en la progenie de hembras tratadas con EtOH 75%

Hembras tratadas
SUb_“ Hembras control
I(;Lolluvoa Hembras de 24 hs Hembras de 48 hs
XXY | XO | % ND¢b XXY | XO | % NDb XXY | XO | % NDb

0,052 1,483*** (1) 0,933*** (3)

! S 7 | (12/23054) | 106 | 124 | o4 /08s87) |90 | 80 | D64/28286)
0,025 0,109 i 0,218%** (3)

I 1 1 1 a/iso1s) |17 |21 | (e8/62401) |22 | 3% | (s8/40373)
0,095 0,047 0,109

m 3 3 | (l2/12651) | ° 8 (20/42464) | ! 29 | 28/25581)
0,046 0,064 0,041

v 1 * | @4/8781) 13130 | o4/37718) | 10 |45 | (20/24438)

- - ]

a 24 hs c/u; » 4XXY/Progenie Total.

***P < 10-5; i no concluyente. Valores de z y de tamafno minimo de muestra (tmm): (11z=17,67;
tmm=811. 2z=3,11; tmm=20555. Blz=13,58; tmm=1373. 412z=5,10; tmm=7061. Prueba Binomial
Condicional segun Margolin et al. 1983.
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En la descendencia nacida en el primer subcultivo (I) aparece un
aumento altamente significativo de la frecuencia de ND tanto para las
hembras de 24 como de 48 hs de edad al momento del tratamiento. Los
resultados obtenidos en el segundo subcultivo (II) son también altamente
significativos para las hembras de 48 hs, sin embargo no son concluyentes
para las hembras de 24hs. En los subcultivos IlII y IV no hay diferencias

entre las hembras tratadas y los controles.

La Tabla 8 también muestra que los machos XO aparecen siempre con
mayor frecuencia que las hembras XXY. Esto se debe a que este tipo de
machos pueden aparecer por otras causas de pérdida cromosémica tales
como roturas o retrasos en la migraciéon del cromosoma Y, no solamente por
ND. Es por esta razén que no se tuvieron en cuenta para el calculo de la
frecuencia de ND, y ésta se calculé multiplicando por 4 la frecuencia de
hembras excepcionales XXY que son, sin duda, producto de ND (ver

Materiales y Métodos).

b) Mutacién y recombinacién somdtica

La Tabla 9 presenta los resultados de tratamientos crénicos en larvas
criadas en medio de cultivo con una concentracién de 5%, 7,5% y 10 % (v/v)
de EtOH desde el estado de huevo hasta una edad de 48t4hs. Estos
tratamientos no modifican la frecuencia espontanea de manchas claras (LS)
por cada 100 ojos analizados, no se observan diferencias significativas ni
respecto del control concurrente ni del control histérico que es la suma de
todos los controles hechos en el laboratorio hasta el momento del nuevo

estudio.

La Tabla 9 también muestra las frecuencias de LS luego de someter a
larvas de 564 hs (larva II, L2) a la inhalacién de EtOH 50% por 30min. Este
tratamiento se realizé con el propoésito de eliminar los efectos producidos por

el alcohol sobre el desarrollo.
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RESULTADOS

A esta concentracion de EtOH las larvas estaban completamente
narcotizadas al final del tratamiento, sin embargo al pasarlas a comida
comun para continuar su desarrollo se recuperaban rapidamente. Los
nacimientos no sufrian retrasos comparados con las series control ni se

modificaba la frecuencia espontanea de apariciéon de LS.

Se puede concluir que en las condiciones en que se realizaron estas
pruebas de SMART, el EtOH no modifica significativamente las frecuencias

espontaneas de mutacion o recombinacion somatica en Drosophila.

El calculo del tamano promedio de los clones, en el caso de los
tratamientos cronicos, parece no verse afectado excepto por la mayor
concentracion (10%). Con el tratamiento agudo aparecié una LS de gran
tamano (300 omatidios) que, sin embargo, es dificil de asignar al
tratamiento. Conviene en este caso estudiar la distribucion de tamarios de
manchas en las muestras control y tratadas, medidos segun el numero de

omatidios afectados y agrupados en 7 clases segun los datos de la Tabla 9.

| I ControlH
N Control
B EtOHS
I EtOH7.5

I EtOH10

Fig 12: Tratamientos cronicos con EtOH y
distribucion de clases de LS por tamarno.
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Los resultados de este analisis para los tratamientos cronicos se
muestran en la Fig 12 y los que corresponden al tratamiento agudo en la Fig
13. La distribucion de LS en 7 clases que abarcan manchas de 2 a mas de
64 omatidios esta relacionada, como se vera mas adelante, con el momento
en que se produce la alteraciéon y con el numero de células que forman el
disco imaginal en ese momento. Es por esta razon que siempre en los
controles la mayor parte de los LS se producen cuando el disco tiene un
numero alto de células y esta al final de su desarrollo, por eso es que las
manchas mas frecuentes son las que abarcan 2 omatidios, y sucesivamente

decrecen en frecuencia las mayores (ver Fig 12, control historico).

La distribucion de frecuencias de las distintas muestras tratadas sea de
manera cronica o aguda, sigue una distribucién semejante a la de los
controles, con los que no presenta diferencias significativas. Esto confirma la

ausencia de efecto del EtOH en la induccién de mutacién y recombinacion

somatica.

Frecuencia (%)

I ControiH
I ControlA
. E1OH50

Fig. 13: Distribucion de clases por tamano de
LS en control y tratamiento agudo con EtOH
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Acctaldcehido

S.o1.3 Toxieidad del Aceraldehido

Como scommdico precedentemente resulto de mnteres caracterizar la
capacidad mutagcnica del acctaldehido (AALd) cono primer metabolito del
[LTOH con el proposito de comparar los resultados con los obtenidos para ¢
FTOH en Doomelanogaster v ocon los existentes en la bibliogralia en otros
oreanismos. En oprimer Tugar se determino Lo toxicidad en adultos v larvas de
[ mosca para decidhir luego las concentraciones o utilizar en los estudios de
ocnotoxicidad  (mo disvuncion  en o cromosormas o sexuales  voomutacion

FCCOmMDINACIoN SOMatica).

) Toxicidad en adultos

Lo toxicidad  del AAID en hembras jovenes  de Do melanogaster

ocasionada por o imhalacion de AAId al 3%, 4% v 5% (v/v), tambien sc
caracterizo utilizando el IM 760 Como pucde verse en la Tabla 10 las
concentraciones utilizadas son menores que en el caso del 1O debido

aue los aldehidos son mas toxicos que los aleoholes de los que dertvan.

Al cabo de los 60 min de tratamicnto las moscas  presentaban
movimicntos incoordinados, paralisis v narcosis scgun la concentracion
utilizada v las sobrevivientes se recuperaban en el término de 2-3 hs (Tabla

10)

Tanla 10: Mortaiidad de hembras jovenes™ por tratamiento agudo con AAld

Hewpras muertas/ Zemopras

Tratamiento®*
trataclas

AAld 374 S572/3283 17,4
AAld 47 1437/5240 27.0
AAld 5" 1297 /3630 39.7

Inc:ce de mortalidad

“hembras de 24 hs: ""inhalacion 60 mn:
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