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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Los metales pesados

La corteza terrestre contiene muchos metales que, ya desde tiempos remotos,
han resultado de gran importancia en el desarrollo y progreso de las
civilizaciones, hasta tal punto que seria muy dificil imaginar nuestra sociedad
actual sin un extenso empleo de utensilios y herramientas elaborados con
metales. De los elementos quimicos que hoy conocemos, aproximadamente un
75% son metales, de entre los que destacan los denominados metales
pesados. Estos son un grupo de elementos quimicos que presentan una
densidad relativamente alta y cierta toxicidad para el ser humano. Aunque el
término metal pesado no estd bien definido, la descripcibn mas aceptada
corresponde a que los metales pesados son un grupo de elementos que tienen
un peso molecular comprendido entre 63,5 y 200,6 con una distribucién
electrénica similar en su capa externa (Rainbow, 1993).

Los metales estan siempre presentes en nuestro ambiente debido tanto
a fuentes naturales como antropogénicas. Esta ubicuidad hace que estos
elementos se encuentren practicamente en todos los organismos vivos, donde
ejercen un amplio rango de funciones biologicas importantes, tales como
componentes enziméticos y sistemas de oOxido-reduccion, activadores
enzimaticos, etc. Sin embargo, hay una serie de elementos que en alguna de
sus formas quimicas pueden suponer un serio problema para la salud de la

poblacion y del medioambiente.

Desde un punto de vista bioldgico y toxicoldgico los metales pueden ser
clasificados en cuatro grupos: (1) metales con toxicidad aparente y con amplia
distribucién en el ambiente (p. ej. arsénico, cadmio, plomo, mercurio y uranio);
(2) metales traza esenciales (cromo, cobalto, manganeso, selenio y zinc); (3)
otros metales con importancia bioldgica (niquel y vanadio); y (4) metales con
interés farmacologico (aluminio, galio, litio y platino).

En las Ultimas décadas, la concentraciéon de metales en el ambiente ha

aumentado considerablemente, debido a las variadas actividades de origen
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antropogénico, de manera que actualmente estos metales representan una

clase importante de contaminantes ambientales.

Las rutas de exposicién a los metales pesados pueden ser variables.
Asi, a través de la respiracion se puede estar expuesto a distintos metales
procedentes de procesos de combustién industrial. Otros se depositan en la
tierra y las lluvias ayudan a la filtracion y, finalmente, llegan al ser humano a
través del agua de consumo. Ademas, los metales se pueden fijar en los
vegetales y asi pasar a la cadena tréfica, afectando también a los animales y

humanos, situados en la cima de esta cadena.

En general, algunos metales pueden tener efectos positivos como
micronutrientes esenciales a bajas concentraciones y efectos téxicos a niveles
altos. Estos efectos pueden observarse a nivel histoldgico, celular o molecular.
Entre los efectos a corto plazo causados por los metales de transicion destacan
la neurotoxicidad, la hepatoxicidad y la nefrotoxicidad, sin olvidar su potencial

cancerigeno.

1.1.1. Toxicidad de los metales pesados

Como se ha comentado, los metales pesados constituyen un serio problema
tanto para el medioambiente como para los organismos vivos que lo habitan,
debido principalmente a sus efectos toxicos. Los metales pesados muestran
toxicidad cuando no son metabolizados por el organismo y cuando,
consecuentemente, se acumulan en los tejidos. Las rutas de exposicion a los
metales son mdltiples, ya que éstos pueden entrar en el cuerpo humano a
través de los alimentos, agua, aire o por la absorcién a través de la piel.
Aunque los niveles de exposicion generalmente son bajos, éstos pueden
incrementar considerablemente por razones de indole laboral o como

consecuencia de accidentes.

Las propiedades toxicologicas de los metales dependen altamente del
elemento metdlico involucrado, pero éstas se ven modificadas drasticamente
en funcién del tipo de compuesto formado, de si es organico o inorganico, asi

como de sus caracteristicas hidrofilicas o lipofilicas; estos factores determinan
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significativamente su toxicinética y, por lo tanto, sus posibilidades de alcanzar
sus dianas biologicas (Hartwing, 1998).

Potencialmente, todos los metales pesados pueden causar toxicidad
cuando son ingeridos en cantidades suficientemente altas, pero hay algunos
metales con caracteristicas especiales, los cuales pueden tener una gran
capacidad de penetracién o producir toxicidad a concentraciones bajas. A
pesar de que la toxicidad de los metales ha sido ampliamente investigada en
las Ultimas décadas, todavia existen mdultiples incégnitas sobre sus

mecanismos de accion.

En general, los metales pesados suelen ejercer su toxicidad por la
formacién de complejos con compuestos organicos. Estas moléculas bioldgicas
modificadas pierden sus capacidades funcionales propias, provocando el
malfuncionamiento o la muerte de las células afectadas. La mayoria de los
grupos involucrados en la formacion de complejos son el oxigeno, el azufre, y
el nitrogeno. Cuando los metales se unen a estos grupos pueden inactivar

sistemas enzimaticos importantes o afectar las estructuras proteicas.

Los metales pesados poseen una elevada reactividad biolégica dada su
capacidad para unirse con diversos tipos de moléculas organicas. Los procesos
de bioacumulacion de los metales se deben basicamente a la imposibilidad, por
parte del organismo afectado, de mantener los niveles necesarios de excrecion
del contaminante, por lo que sufre una acumulacion en el interior del mismo. El
proceso se suele agravar a lo largo de las cadenas tréficas, debido a que los
niveles de incorporacion experimentan un fuerte incremento a lo largo de sus
sucesivos eslabones, siendo en los superiores donde se hallan los mayores
niveles de contaminantes. Una vez incorporados a los tejidos, los metales son
capaces de reaccionar con una gran variedad de moléculas, y sus efectos
toxicos especificos sobre un sistema biol6gico dependen de reacciones con
complejos que son esenciales para la funciéon normal de ese sistema. Asi, los
metales muestran gran afinidad por los grupos sulfhidrilo y, en menor medida,
por los radicales amino, fosfato, carboxilo, imidazol e hidroxilo, pertenecientes a

enzimas u otras proteinas esenciales.
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Por otro lado, diversos estudios previos demuestran que algunos de los
denominados metales de transicion (plomo, cadmio, mercurio y arsénico)
actian como catalizadores de reacciones de oxidacion de macromoléculas
biolégicas; por lo tanto, la toxicidad asociada a estos metales se podria deber
también al dafio oxidativo inducido en los tejidos (Stohs y Bagchi, 1995). Tanto
los metales que poseen actividad éxido-reductora (hierro, cobre y cromo), como
los que no la poseen (plomo, cadmio y mercurio), pueden causar incrementos
importantes de los niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs), tales
como los radicales hidroxilo (OH), superéxido (O2) y peroxido de hidrogeno
(H20,). Las células bajo condiciones de estrés oxidativo muestran un amplio
rango de alteraciones debidas a lesiones causadas por las EROs en los lipidos,
proteinas y DNA, lo que sugiere que la toxicidad de los metales pesados puede
ser explicada, al menos en parte, por la capacidad de inducir estrés oxidativo
en las células (Ercal et al., 2001).

Al analizar los efectos toxicos de los metales pesados debemos
considerar que también la genotoxicidad es un tipo especifico de toxicidad, ya
gue muchos de estos metales tienen la capacidad de interactuar con el DNA,
ya sea de forma directa o indirecta, provocando efectos biolégicos nocivos para

las células y, en consecuencia, para los organismos.

1.1.2. Genotoxicidad de los metales pesados

Los metales pueden inducir genotoxicidad por mdultiples vias, ya sea por si
solos o por la potenciacion de los efectos de otros agentes, es decir, por la
interaccion entre agentes (Beyersmann y Hartwig, 1994). Se ha descrito que
casi todos los metales causan dafio en el DNA por la generacion de estrés
oxidativo en las células (Valko et al., 2005), principalmente por las especies
reactivas de oxigeno, las cuales pueden inducir la peroxidacion de lipidos, dafio
en el DNA, la reduccion de grupos sulfhidrilo, asi como alteraciones de las vias
de sefializacion celular y de la homeostasis del calcio. Los radicales libres y
otras especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno generados por los metales
pueden promover distintos tipos de dafo en el DNA, tales como roturas de
cadena simple y modificaciones de las bases del DNA. Sin embargo, los

4
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metales también pueden inducir genotoxicidad debido a su habilidad para
inhibir los mecanismos de reparacion del DNA (Ercal et al., 2001). Por ejemplo,
metales como el niquel y el plomo pueden ser comutagénicos e interferir con
los mecanismos de reparacién por excision de nucleétidos (NER) y de bases
(BER). La disminucion de la habilidad para eliminar el dafio genético causado
por los metales puede incrementar el riesgo de cancer. Ademas, se ha
demostrado que los metales afectan la fidelidad de la replicacion del DNA
(Wedrychowski et al., 1986; Singh y Snow, 1998; Vaisman et al., 2001), debido
a que son capaces de inhibir las enzimas involucradas en la replicacion y en la
sintesis de los nucleétidos, asi como alterar los procesos de metilacién del
DNA y de los componentes del complejo de replicacion del DNA.

Aunque existen numerosos estudios que han evaluado los efectos
genotoxicos y carcinogénicos de diferentes metales pesados, aun se
desconocen los efectos que pueden provocar algunos metales v,
fundamentalmente, los mecanismos por los cuales pueden causar
genotoxicidad. De esta manera, nuevos estudios que utilicen ensayos sensibles
y capaces de detectar un amplio rango de mutaciones ayudaran a dilucidar y
conocer mas profundamente los efectos de los metales o metaloides sobre el
material genético. De entre todos los metales pesados existentes, en esta tesis
doctoral nos vamos a dedicar a detallar los efectos inducidos por tres metales:

mercurio, plomo y niquel.

1.1.2.1. Genotoxicidad del mercurio

El mercurio es un metal abundante en la corteza terrestre y ampliamente
utilizado por el hombre, que ha provocado graves efectos sobre el medio
ambiente y sobre los organismos vivos que lo habitan. Este metal ha
demostrado ser extremadamente toxico, tanto en procariotas como en
eucariotas, y en humanos expuestos este metal puede ser altamente téxico,
afectando principalmente el sistema nervioso central (Crespo-Lopez et al.,
2005). En los ultimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios sobre los
posibles efectos genotoxicos de los compuestos de mercurio dirigidos,

principalmente, a aclarar su posible potencial carcinogénico.
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Asi, la genotoxicidad de los compuestos de mercurio se ha investigado
en una gran variedad de blancos genéticos, utilizando tanto organismos
procariotas como eucariotas (De Flora et al.,, 1994). Sin embargo, los
resultados obtenidos son poco consistentes y no muestran una tendencia clara.
Asi, se podria decir que los compuestos de mercurio, en general, no inducen
efectos mutagénicos en ensayos con bacterias, pero pueden ejercer
genotoxicidad sobre los cromosomas de las células eucariotas, provocando
aberraciones cromosdmicas, clastogenicidad y efectos aneugénicos (De Flora
et al., 1994; Akiyama et al., 2001; Thier et al., 2003).

Los estudios de biomonitorizacion en humanos expuestos al mercurio
han mostrado un incremento en las frecuencias de aberraciones cromosémicas
y de micronucleos en linfocitos de sangre periférica (Franchi et al., 1994;
Amorim et al., 2000). Sin embargo, en otros casos también se han encontrado
resultados negativos y/o discordantes, poniéndose de manifiesto que los
estudios citogenéticos de individuos expuestos a este metal no son muy
especificos (De Flora et al., 1994; Celbulska-Wasilewska et al., 2005; Silva-
Pereira et al., 2005).

Respecto a los mecanismos involucrados en la genotoxicidad del
mercurio, se ha considerado que ésta es debida a la capacidad del metal de
reaccionar con los grupos sulfhidrilo de la tubulina, afectando las funciones del
huso mitético y produciendo errores en la segregacion de los cromosomas
durante la divisién celular lo que provoca, como consecuencia, aberraciones
cromosOmicas y poliploidia (De Flora et al., 1994). Por otro lado, muchos
estudios in vitro e in vivo sugieren que la genotoxicidad de las formas
inorganicas y organicas de mercurio se debe a la generacion de radicales libres
(De Flora et al., 1994; Rao et al., 2001). Una elevada formacién de complejos
entre el mercurio y el glutation, principal antioxidante de las células, produciria
un dafio en el DNA, indirectamente, a través de la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno, las cuales son eliminadas normalmente por el glutation
(De Flora et al., 1994; Ercal et al., 2001; Valko et al., 2005).

Aunque se ha detectado alguna evidencia de que tanto el mercurio

inorganico como el organico pueden causar tumores renales en roedores
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(National Toxicology Program, 1993), no existe evidencia suficiente que
demuestre que los compuestos de mercurio puedan causar carcinogenicidad
en humanos (Boffeta, 1993; De Flora et al., 1994). Sin embargo, algunas
observaciones han mostrado un cierto grado de riesgo de glioblastoma en
dentistas y enfermeros dentales que utilizan amalgamas que contienen
mercurio (Ahlbom et al., 1986). De esta manera, y de acuerdo con la
informacion acumulada sobre los efectos genotdxicos y carcinogénicos del
mercurio, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) (ver
Boffeta, 1993) ha clasificado los compuestos de mercurio en los siguientes

grupos:

e Compuestos de metilmercurio en el grupo 2B, que corresponden a los
compuestos que son posibles carcindgenos.

e Los compuestos inorganicos de mercurio y el mercurio metalico en el
grupo 3, que son los compuestos considerados no carcinogénicos en

humanos.

1.1.2.2. Genotoxicidad del plomo

El plomo es uno de los metales mas comunmente utilizados en multiples
aplicaciones industriales y presenta una elevada toxicidad en la mayoria de los
organismos. Debido al amplio uso industrial y a las continuas emisiones al
medioambiente, el plomo ha sido uno de los metales mas estudiados desde el
punto de vista carcinogénico y genotdxico (Cohen et al., 1996).

La genotoxicidad de diferentes compuestos de plomo se ha evaluado y
discutido ampliamente durante las dos ultimas décadas (Gerber et al., 1980;
Winder y Bonin, 1993; Cohen et al.,, 1996; Steenland y Boffetta, 2000). Los
estudios de mutagenicidad en bacterias han demostrado que los compuestos
de plomo son mutagenos débiles, mientras que los estudios llevados a cabo en
células de mamifero han mostrado diferentes efectos, y los resultados son
ambiguos. Las razones de esta situacion pueden estar relacionadas con
problemas de solubilidad de los compuestos de plomo, su capacidad para

disolverse en fluidos biolégicos, interferencias quimicas, uso de ensayos no
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especificos 0 a que la genotoxicidad se produzca a través de mecanismos
indirectos (Winder y Bonin, 1993; Hartwig, 1994).

En eucariotas se ha visto que altas concentraciones de plomo inorganico
pueden inducir aberraciones cromosémicas, intercambios entre cromatidas
hermanas y micronacleos (Johnson, 1998). Ademas, algunos estudios en
humanos expuestos al plomo muestran un incremento en el dafio cromosémico
(efectos clastogénicos y aneugénicos) (Vaglenov et al., 2001; Palus et al.,
2003), lo cual indica que el plomo produce efectos citogenéticos in vivo.

A pesar de que los mecanismos de accién genotoxica de los
compuestos de plomo aun no estan claros, algunos estudios indican que los
mecanismos de accion mutagénica del plomo podrian ser por efectos
indirectos. Se ha documentado que el plomo puede afectar principalmente a los
ciclos de 6xido-reduccion en las células, inhibiendo la reparacion del DNA, lo
gue puede alterar la organizacion de los microttbulos en las células y modular

los mecanismos epigenéticos (Skerfving y Bergdahl, 2007).

De acuerdo con la IARC, el plomo y los compuestos inorganicos de
plomo presentan evidencias de producir cancer en animales, aunque en
humanos éstas son insuficientes; es por esto que se les clasifica en el grupo
2B, es decir posibles carcinégenos en humanos. En cambio la IARC clasifica
los compuestos organicos de plomo en el grupo 3, que corresponde a los
compuestos considerados no carcinogénicos en humanos (Boffeta, 1993).

1.1.2.3. Genotoxicidad del niquel

El niquel es también un metal muy abundante que ha probado ser toxico y
carcinogénico en diversos organos (Kasprzak et al., 2003). La combustion de
combustibles fésiles y la contaminacion por las industrias del niquel son las
principales fuentes que aportan niquel al medio ambiente. Especificamente, las
fuentes de niquel provienen de la quema de carbon, la incineracion de basuras,
la mineria y la industria del acero y la galvanoplastia (Klein y Costa, 2007). Los
efectos mas graves sobre la salud, provocados por exposicién al niquel, son
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alergias, bronquitis crénica, disminucion de la funcién pulmonar y cancer de

pulmén y de los senos nasales (Lu et al., 2005).

A pesar de que numerosos estudios realizados tanto in vitro como in vivo
en células de mamiferos han documentado dafio en el DNA y en los
cromosomas, el potencial mutagénico de los compuestos de niquel en células y
tejidos expuestos es considerado bajo y restringido a compuestos poco
solubles (Hartwing, 1995; Kasprzak et al., 2003). Sin embargo, existen algunos
datos que sugieren que el niquel puede actuar como un potente comutageno
en combinacién con otros agentes que dafian el DNA, incluyendo la radiacion
UV, los rayos X, los agentes alquilantes y el benzo[a]pireno (Hartwig et al.,
1994b; Hartwing, 1995). Esto sugiere que el niquel puede tener un papel
importante en la alteracion de los mecanismos involucrados en la reparacion
del DNA. Por otro lado, algunos estudios han demostrado que los compuestos
de niquel pueden inducir dafio oxidativo en el DNA, a través de la generacion
de EROs (Sugiyama, 1994; Kasprzak, 1995). No obstante, estos resultados
indican que el dafio oxidativo en el DNA solamente se produce a

concentraciones altas y citotoxicas.

De acuerdo con la IARC (Boffeta, 1993), el niquel metélico no muestra
evidencias suficientes de carcinogenicidad en humanos, mientras que los
diversos compuestos de niquel si que presentan evidencias suficientes de
producir cancer en humanos. Estos datos se basan fundamentalmente en
estudios con trabajadores expuestos al niquel, en los que se observé una alta

incidencia de cancer de pulmén y nasal.

Finalmente, dado que no existe una correlacion directa y que las
evidencias existentes entre mutagénesis y carcinogénesis son débiles, los
datos sugieren que la induccion de una actividad mutagénica directa del niquel
es la primera causa de la carcinogenicidad de este metal. Estudios recientes
muestran que la carcinogenicidad del niquel puede estar relacionada con la
produccion de alteraciones significativas en el metabolismo celular, tales como
la estimulacion de la actividad glicolitica, alteracion de la homeostasis del
hierro, reduccion del ascorbato y estrés hipédxico. Estos factores pueden

producir claramente una modulacién de la expresiébn genética (cambios
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epigenéticos). De esta manera, estos mecanismos mas bien de tipo indirecto
podrian ser relevantes a la hora de explicar la carcinogénesis del niquel
(Salnikow y Costa, 2000; Kasprzak et al., 2003; Salnikow y Zhitkovich, 2008).

1.2. Deteccion del dafio genotoxico

La gran trascendencia que tienen los efectos adversos causados por los
metales pesados (y otros agentes) sobre el DNA, ha hecho que los cientificos
se hayan movilizado en la obtencién de herramientas que permitan detectar
con la mayor rapidez y sencillez posibles si un determinado agente es
genotéxico o no, y aportar informacion sobre los mecanismos mediante los

cuales ejercen su potencialidad genotodxica.

Asi, para detectar los posibles agentes genotoxicos se ha desarrollado
una amplia variedad de ensayos que utilizan organismos de complejidad muy
variada, abarcando desde organismos unicelulares simples, como las
bacterias, hasta mamiferos y cultivos de células humanas. Cada ensayo tiene
la capacidad de detectar diferentes alteraciones en el DNA, lo que permite que,
al utilizar distintos ensayos en paralelo, se pueda tener una evaluacion

genotoxica completa del potencial de un determinado agente.

Entre los distintos ensayos, los ensayos de mutacién reversa con
bacterias son muy utilizados para la evaluacién mutagénica de las sustancias
quimicas, especialmente para hacer un primer andlisis de sus propiedades
genotoxicas. Por su sencillez y rapidez, estos ensayos son unos de los mas
utilizados a la hora de evaluar nuevos productos quimicos (p. ej. cosméticos,
aditivos alimentarios, medicamentos, etc.), ya que permiten identificar
sustancias capaces de causar, fundamentalmente, sustituciones de bases o
adiciones y deleciones. Las especies bacterianas mas utilizadas para este tipo
de ensayos son Salmonella typhimurium y Escherichia coli.

Dadas las diferencias existentes entre bacterias y mamiferos, tanto en la
organizacion del genoma como en la complejidad genética, los ensayos

bacterianos se han de complementar con ensayos que utilizan cultivos de
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células eucariotas, principalmente de mamiferos. Mediante el uso de estas
células se pueden estudiar practicamente todos los tipos de dafio (incluyendo
las aberraciones cromosomicas y las alteraciones en la segregacion

cromosomica).

En general, los ensayos de mutagénesis in vivo con mamiferos son
menos sensibles que los realizados in vitro. Sin embargo, se trata de ensayos
gue miden los efectos reales en organismos superiores y, por lo tanto, cumplen
un papel muy importante a la hora de la evaluacion final de un determinado
compuesto. La razon de esta menor sensibilidad se debe, sin duda alguna, a
los diversos mecanismos/barreras involucrados en el metabolismo/excrecion de
dichos compuestos por los organismos complejos, lo que impide que muchos
de ellos puedan llegar a alcanzar el blanco esperado (DNA) y producir efectos

genotoxicos.

Entre las pruebas de mutagénesis que utilizan sistemas in vivo, hay que
destacar aquellas que emplean Drosophila melanogaster como organismo de
ensayo, especialmente si nos referimos a la investigacion basica. La
simplicidad de Drosophila frente a los mamiferos, junto con la elevada
informacion que se posee de esta especie modelo, la hace particularmente (til
en los estudios de genotoxicidad. A pesar de que estan en regresion, los
ensayos con Drosophila todavia ocupan un lugar importante en las baterias

minimas de ensayos de corta duracion para la evaluacion genotoxica.

1.3. Drosophila melanogaster: caracteristicas y ciclo biolégico

D. melanogaster (Meigen, 1830) es un insecto del orden de los dipteros (dos
alas), que se caracteriza por tener 0jos rojos, un cuerpo de color amarillo-
marrén y anillos negros transversales que cruzan su abdomen. Presenta
dimorfismo sexual: las hembras tienen un tamafio aproximado de 2,5 mm, los
machos son un poco mas pequefios y la parte trasera de su cuerpo es mas
oscura. Los machos se distinguen facilmente de las hembras por la diferencia

de color (los machos tienen los segmentos terminales de su abdomen

11
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melanizados); ademas, los machos tienen peines sexuales en las patas

delanteras que les permiten sujetar a la hembra durante el apareamiento.

D. melanogaster es uno de los organismos mas usados en la
investigacion biolégica, particularmente en el area de la genética. Ademas,
cabe sefialar que las primeras evidencias de mutagénesis fisica (rayos-X) y de
mutagénesis quimica (gas mostaza) en eucariotas fueron obtenidas
precisamente por medio del empleo de D. melanogaster (Muller, 1927;
Auerbach y Robson, 1947). A continuacibn se mencionan algunas de las

razones de su amplia utilizacion:

e Es pequefia y de facil mantenimiento y crecimiento en el laboratorio.

e Tiene un periodo de generacion corto y una alta fertilidad (las hembras
pueden llegar a poner 100 huevos en 1 dia).

e Las larvas de tercer estadio presentan cromosomas gigantes en las
glandulas salivales, llamados cromosomas politénicos, que permiten
visualizar regiones de transcripcion y, por lo tanto, de actividad génica.

e Sélo presenta cuatro pares de cromosomas: tres autosomas y uno
sexual.

e Los machos no muestran recombinacion meiética, facilitando los
estudios genéticos.

e Alrededor del 61% de las enfermedades genéticas conocidas en el
hombre corresponden a alteraciones con un parecido reconocible en la
secuencia genética de la mosca de la fruta y un 50% de sus secuencias
proteicas tiene un analogo en mamiferos.

e Su genoma fue secuenciado en 1998, con 132 millones de bases y
13.376 genes, aproximadamente.

Su ciclo de vida comprende un periodo de embriogénesis dentro del huevo y
una sucesion de estadios larvarios que culminan con una metamorfosis
completa (en el interior de la pupa), de la que finalmente emerge un imago o
adulto (Figura 1). La duracion del ciclo de vida completo es de 9 a 10 dias en
condiciones de laboratorio a 25 °C de temperatura y una humedad relativa del
60% (Tabla 1).

12
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Las moscas adultas tienen la capacidad de aparearse pocas horas
después de su salida de la pupa, y la puesta de huevos fecundados comienza
inmediatamente después del apareamiento. Después de un dia de desarrollo
embrionario, eclosiona del huevo una pequefia larva, iniciAndose asi el

desarrollo post-embrionario.

La fase de larva corresponde a un crecimiento muy rapido del
organismo, lo que hace que las larvas sean muy activas y voraces. Pasan por

dos mudas, pudiéndose distinguir, por lo tanto, tres estadios larvarios.

La pupa es una fase estacionaria en la que se produce la metamorfosis
de larva a adulto, un proceso que supone la casi completa degeneracion del
tejido larvario y la posterior formacion de nuevos tejidos y 6rganos adultos
derivados de los discos imaginales.

Los adultos o imagos emergen con las alas plegadas y con el cuerpo
alargado, delgado y poco pigmentado. Las alas se expanden aproximadamente
en el intervalo de una hora y la pigmentacién aparece al cabo de 2 6 3 horas
después de la eclosion. Transcurrido este tiempo los machos ya pueden
aparearse, mientras que el tiempo que requieren las hembras para adquirir la

madurez sexual y poder ser fecundadas es de unas 6 horas.
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Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

S/ \ P 4
- Adulto (Imago)

Huevo / ~ 1 dia
Embrion

o 0
5 dias ‘ ‘ Pupa )

PreTu a Larva
pup estadio I 1 dia

\ :

Larva /

- . Larva
estadio 111 estadio I1
2 dias y 1 dia

Figura 1. Ciclo de vida de D. melanogaster (Modificado de Weigmann et al., 2003).
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Tabla 1. Cronologia del desarrollo de D. melanogaster

Dia | Horas Estadio y/o suceso del desarrollo
0 0 Huevo
1 22 Primer estadio larvario
2 47 Segundo estadio larvario
3 70 Tercer estadio larvario
5 118 Formacion de la pupa: pupa blanca
5 119 Pupa amarilla
5 120 Pupa pigmentada
5 122 Muda prepupal
5,5 130 Pupacion: formacion de la cabeza, alas y patas
7 167 Pigmentacion de los ojos
7,5 187 Pigmentacion de las quetas
9 214 Emergencia del adulto con las alas plegadas
9 215 Adulto con las alas desplegadas

Segun Strickberger, 1962; Bodenstein, 1965.
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1.4. Ensayos de genotoxicidad en Drosophila

El objetivo basico de todo ensayo de genotoxicidad es contribuir a la evaluacién
del riesgo que puede suponer un determinado agente para los seres humanos.
Para tratar de identificar la gran variedad de mutagenos, se han disefiado
distintos ensayos que utilizan diferentes sistemas bioldgicos de complejidad
muy variable, abarcando desde bacterias hasta mamiferos y cultivos de células
humanas. Sin duda alguna, es indiscutible la importancia de los mamiferos en
los estudios de toxicologia genética, sobre todo por su estrecha relacion
filogenética con el hombre, que nos permite extrapolar los resultados con una
buena fiabilidad. Sin embargo, los mamiferos presentan muchos
inconvenientes para ser usados de manera generalizada en dichos estudios
por varias razones: su ciclo reproductor es largo, la descendencia es poco
numerosa, tienen un alto de costo de mantenimiento y ocupan gran espacio.
Por la importancia de los estudios in vivo y por la falta de informacion directa
sobre el ser humano, se han establecido una serie de ensayos con diferentes
organismos vegetales y animales, dentro de los cuales destaca D.

melanogaster, conocida vulgarmente como mosca de la fruta o del vinagre.

Histéricamente, las primeras pruebas para la deteccién de agentes
mutagénicos fueron realizadas utilizando D. melanogaster como organismo
modelo (Mdller, 1927; Auerbach y Robson, 1947). Desde entonces, numerosos
compuestos han sido evaluados con este organismo y, ademas, ha sido
ampliamente utilizado en las baterias de ensayos de mutagenicidad propuestas
por diversas entidades internacionales. La presencia de D. melanogaster
dentro de las baterias minimas de ensayo viene determinada por sus multiples

ventajas en este tipo de estudios.

Las ventajas que posee la mosca de la fruta en los estudios de

toxicologia genética se pueden resumir de la siguiente manera:

e Posee un tiempo de generacién corto y una progenie numerosa.
e Es un organismo muy bien estudiado genéticamente, del cual se
conocen muchas mutaciones con efectos fenotipicos claramente visibles

que son utilizados como marcadores genéticos.
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Se puede detectar un amplio rango de efectos genéticos tales como:
mutaciones letales dominantes, mutaciones letales recesivas ligadas al
sexo, deleciones, translocaciones, recombinacién mitotica y/o meiotica,
no disyuncién, pérdida de cromosomas, etc. (Sobels y Vogel, 1976a).
Tiene la capacidad metabdlica de activar o inactivar promutagenos y sus
metabolitos, siendo comparable a la versatibilidad metabdlica del higado
de los mamiferos, pudiendo transformar muchos compuestos, entre
otros menos toxicos y/o biol6gicamente mas activos (Vogel y Sobels,
1976; Zijlstra et al., 1979).

Es un organismo eucariota con reproduccién sexual que presenta unos
estadios germinales paralelos a los de mamiferos y resulta relativamente
sencillo evaluar la actividad mutagénica de un determinado agente.
Posee cromosomas politénicos en las glandulas salivares de las larvas,
las cuales permiten detectar con mayor facilidad cualquier tipo de

reordenaciéon cromosoémica.

Como se ha indicado anteriormente, D. melanogaster ofrece un conjunto de

ventajas que le hacen un organismo modelo para los estudios de

genotoxicidad, habiendo desempefiado un papel muy importante en el

desarrollo de la Toxicologia Genética. Ademas, la mosca de la fruta ofrece

muchas ventajas a la hora de detectar actividades mutagénicas de agentes

potencialmente carcinogénicos (Sobels y Vogel, 1976b).

Los ensayos mas utilizados en D. melanogaster, si se mide la induccion

de mutaciones en la linea germinal, son los siguientes:

La prueba de letales recesivos ligados al sexo.
La prueba de letales dominantes.
El ensayo de pérdida de los cromosomas sexuales X 0 Y.

La prueba de translocaciones entre los cromosomas 2 y 3.

A pesar de la variedad de ensayos de corta duracién existentes en Drosophila,

el ensayo de deteccién de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo (Sex-

Linked Recessive Lethal Test, SLRLT) en células germinales de D.
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melanogaster ha sido, durante mucho tiempo el ensayo mas utilizado con este
organismo (Sobels y Vogel, 1976a). Se trata de un ensayo muy bien
establecido y estandarizado, que hasta el momento es el mejor validado en
Drosophila. Los tipos de dafio genético que se pueden detectar con este
ensayo son: mutaciones puntuales, deleciones y ciertos tipos de aberraciones
cromosomicas. Asi, una gran parte de los datos disponibles sobre la
genotoxicidad de un total de 750 compuestos quimicos evaluados provienen de
la informacién generada por el SLRLT (Vogel et al., 1999). No obstante, como
ensayo in vivo no esta muy claro su poder predictivo en relacién a la
carcinogenicidad en mamiferos, debido probablemente a que no es adecuado
realizar esta extrapolacion. Por otro lado, es un ensayo que consume bastante
tiempo y también es costoso de realizar en el laboratorio, por la elevada
cantidad de material que se requiere.

Otras desventajas del SLRLT son las siguientes:

e Para mutagenos débiles o no mutdgenos se debe analizar un nimero
elevado de cromosomas antes de poder confirmar un resultado.

e Existe la posibilidad de que las células portadoras de mutaciones sean
eliminadas durante alguna de las fases del proceso de meiosis y, por lo
tanto, pase desapercibida la actividad genotdxica del agente evaluado.

e Tiene una baja sensibilidad cuando se ensayan compuestos que no son

agentes de accion directa o promutagenos de activacion simple.

De esta manera, y por las razones anteriormente mencionadas, durante los
ultimos afios los ensayos de mutagenicidad que utilizan células somaticas (en
lugar de células germinales) han ido adquiriendo mas importancia y un mayor
interés no soélo por el hecho de que representan un complemento, sino porque
también son una atractiva alternativa al SLRLT, dada su rapidez y capacidad
para detectar una gran variedad de alteraciones genéticas, incluyendo la
recombinacién mitética (Graf et al., 1984).
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1.4.1. Ensayos de mutacion y recombinacion somaticas (SMART)

Los ensayos de mutacion y recombinacion somaticas en D. melanogaster son
ensayos in vivo que permiten la deteccibn rapida y barata de agentes
genotoxicos. Se basan en la deteccibn y cuantificacion de eventos
mutacionales y recombinacionales en células somaticas de un organismo

eucariota.

Se han descrito dos sistemas de ensayo diferentes, uno que emplea
marcadores de las alas (Graf et al., 1984) y el otro que emplea marcadores que
afectan la pigmentacién de los ojos (Vogel y Zijlstra, 1987a). Estas pruebas se
basan en la pérdida de heterocigosidad de los genes normales en las células
de los discos imaginales de las larvas, lo que causa la formacién de clones o
sectores de células mutantes, expresandose fenotipicamente en clones

mutantes en las alas o en los ojos de las moscas adultas.
Los principales ensayos SMART descritos son los siguientes:

a) El ensayo UZ (white-zeste inestable)

Este fue desarrollado por Rasmuson et al. (1978) y se basa en la deteccion de
mutaciones somaticas en el locus white inestable, dando lugar a sectores rojos
sobre el fondo amarillo del ojo. La inestabilidad es causada por un elemento
transponible insertado dentro de la region reguladora del locus white, cuya
movilizacion (espontanea o inducida) produce el cambio del fenotipo zeste
(amarillo) al salvaje (rojo) (Xamena et al., 1988). Las alteraciones genéticas
detectadas en este ensayo son mutaciones génicas y pequefias deleciones.

b) El ensayo w/w' (white/white-ivory)

Desarrollado por Green et al. (1986), se basa en la reversion somatica del
fenotipo salvaje (w") del color del ojo w' (blanco-amarillo). Para incrementar el
namero de células diana, se utiliza una cepa portadora de una tetraplicacién en
tandem del alelo w'. Los andlisis moleculares apuntan a que la induccién de
reversiones (espontaneas o inducidas) esta asociada a la pérdida total o parcial
de un fragmento de 2,9 kb originada en la mutacién w' por un mecanismo

todavia no muy bien establecido (Suéarez et al., 1996).
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c) El ensayo w/w" (white/white™)

Descrito por Vogel y Zijlstra (1987b), se basa en la pérdida de heterocigosidad
y la consiguiente expresién del alelo white, dando lugar a clones mutantes que
se cuantifican por la aparicion de sectores blancos en los ojos (rojos) de
individuos adultos. Estas alteraciones son producidas, principalmente, por

recombinacién mitética entre cromosomas homdélogos o mutacion puntual.

d) El ensayo mwh/flr® (multiple wing hairs/flare)

Esta prueba fue desarrollada por Graf et al. (1984) y constituye el Gnico ensayo
descrito que utiliza marcadores de alas para el estudio de mutacién y
recombinaciébn somaticas. El ensayo se lleva a cabo con larvas trans-
heterocigoticas para los marcadores multiple wing hairs y flare y se basa en la
pérdida de heterocigosidad (LOH), dando lugar a la expresion de los genes

recesivos mwh y fIr® sobre el fondo normal del ala.

1.4.2. El ensayo SMART en alas

Las células diana utilizadas en este ensayo son los discos imaginales, los
cuales corresponden a los primordios celulares presentes en las larvas y que
dan lugar a diferentes partes del cuerpo durante el proceso de pupacion, en
particular, las que dan origen al ala en el adulto. Como ya se ha comentado
previamente, este ensayo se basa en el principio de la pérdida de
heterocigosidad de genes marcadores (mwh y fIr’) en las células de los discos
imaginales de las larvas, que pueden dar lugar a la formacién de clones
mutantes que se expresardn como sectores distinguibles por su aspecto

fenotipico en las alas de los individuos adultos.

Lo importante de esta prueba es la capacidad de detectar un amplio
rango de sucesos mutacionales, incluidas la recombinacion mitética y la
conversion génica. La capacidad de detectar la recombinacion somética hace
gue sea de gran interés para la identificacion de agentes potencialmente
carcinogénicos, ya que se ha sefialado que la recombinacion mitética puede
ser un mecanismo importante en la pérdida de heterocigosidad en las células,
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un proceso que puede ser crucial para la carcinogénesis (Stettler y Sengstag,
2001; Wijnhoven et al., 2003; Wang et al., 2006).

Ademas de las caracteristicas previamente sefialadas, el ensayo
SMART en alas presenta las siguientes ventajas:

e En comparacion con los ensayos que utilizan marcadores en los ojos, el
namero de células de los discos imaginales de las alas es mucho mayor
qgue el de los discos oculares. Aunque todos los discos imaginales
comienzan su division al mismo tiempo, los oculares cesan su division a
las 80 horas, mientras que los alares finalizan su divisiéon 120-140 horas
después. Esto implica que, al final del periodo larvario, un mayor nimero
de células diana habran estado potencialmente expuestas a los agentes
genotoxicos evaluados.

e El costo econdmico que supone realizar este ensayo es bajo, debido a
que solo representa un 5-10% de lo que cuesta el ensayo SLRL (Vogel
et al., 1999).

e Las moscas tratadas pueden ser conservadas en etanol al 70% para un
analisis posterior, sin que se pierdan las caracteristicas de los sectores
mutantes y/o recombinantes (Graf et al., 1984).

e Posee una gran sensibilidad para detectar un amplio rango de dafio
genético: mutaciones puntuales, deleciones, algunos tipos de
aberraciones cromosOmicas, recombinacién y conversion génica (Graf et
al., 1984).

e Permite hacer estudios de antigenotoxicidad con agentes especificos o
de mezclas complejas (e.g. Rizki et al., 2001; 2002).

Las ventajas indicadas han hecho que el ensayo SMART en alas se haya
utilizado ampliamente para la evaluacion genotéxica de un amplio nimero de
agentes quimicos y fisicos, con diferentes mecanismos de accion (Graf et al.,
1986; 1989). Ademas, dada su alta versatilidad también se ha aplicado para el
estudio de los efectos antimutagénicos y otros efectos moduladores de
compuestos quimicos y de mezclas complejas (Graf et al., 1998). En general,
estos estudios de modulacién genotoxica han demostrado que el ensayo
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SMART en alas de Drosophila es una excelente herramienta para este tipo de
estudios, debido a su alta sensibilidad, rapidez y bajo costo. Asi, hasta la fecha
con el ensayo SMART en alas se han evaluado los efectos moduladores de
muchos compuestos, entre los cuales se pueden destacar el acido ascorbico
(Kaya et al., 2002), el café (Abraham y Graf, 1996) y el acido tanico (Lehmann
et al., 2000), asi como también los efectos moduladores de algunos metales
pesados, tales como el selenio, el arsénico y el cadmio (Rizki et al., 2001;
2002; 2004).

1.4.3. El ensayo del cometa

El ensayo del cometa, conocido también como electroforesis alcalina en gel de
células individuales (SCG: Single cell gel electrophoresis assay), es una prueba
sensible, rapida y sencilla que permite la cuantificacion y analisis del dafio
genético causado por diferentes agentes quimicos y fisicos (Fairbairn et al.,
1995). Este ensayo tiene la capacidad de detectar el dafio genético causado
por roturas del DNA de doble y simple cadena, sitios &lcali-labiles, dafio
oxidativo, y enlaces DNA-DNA, DNA-proteina, o aductos, asi como el dafio
genético debido a deficiencias en la reparacion del DNA (Singh et al., 1988;
Collins, 2004).

El ensayo del cometa comprende una metodologia basica, la cual se
puede resumir en siete etapas: (1) las células de interés se suspenden en
agarosa y se colocan en portaobjetos previamente cubiertos con agarosa; (2)
se procede a la lisis de las células bajo una alta concentracién de sales para
eliminar las proteinas celulares y liberar el DNA; (3) se lleva a cabo una
exposicion alcalina (usualmente, pH > 13) para el desenrollamiento y relajacion
del DNA, permitiendo la expresion de roturas de cadena simple y de sitios alcali
labiles; (4) se lleva a cabo una electroforesis bajo condiciones alcalinas (pH >
13), la cual permite que las roturas del DNA o los bucles relajados migren bajo
el efecto del campo eléctrico hacia el anodo; (5) a continuacién, se procede a la
neutralizacion de las condiciones alcalinas; (6) se procede a la tincion del DNA
y a la visualizacién microscépica (mediante fluorescencia) de los cometas; y (7)
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finalmente se procede al recuento y analisis de los niveles de dafio genético
observado.

El principio del ensayo se basa en que el DNA no dafiado mantiene una
asociacion altamente organizada con una matriz de proteinas en el ndcleo.
Cuando el DNA es dafiado, esta organizacion es alterada y las cadenas
simples de DNA pierden su estructura compacta y se relajan, expandiéndose
fuera de su cavidad. Cuando el campo eléctrico es aplicado, el DNA, que tiene
una carga negativa, migra hacia el &nodo. Las cadenas de DNA no dafiado son
demasiado grandes, y no migran de la cavidad, mientras que el DNA danado
presenta fragmentos, los cuales se pueden mover facilmente a través de la
agarosa. Asi, la cantidad de DNA que migra es una medida de la cantidad de
DNA dafiado en la célula (Ostling y Johanson, 1984).

Las principales ventajas que presenta este ensayo son las siguientes: a)
se pueden obtener datos a nivel de células individuales, lo cual permite un
analisis estadistico mas potente; b) sélo se necesita un pequefio nimero de
células por muestra (~ 10.000); c) es capaz de detectar niveles bajos de dafio
genético; d) se puede utilizar cualquier célula eucariota; e) el tiempo necesario
para completar un estudio es muy corto; y f) es un ensayo relativamente

economico de realizar (Tice et al., 2000).

La gran sensibilidad del ensayo del cometa y su capacidad para detectar
dafio genético en células individuales lo ha convertido en una herramienta
rapida y en creciente expansion, que puede predecir facilmente la
genotoxicidad de compuestos de interés (Fairbairn et al., 1995).

A pesar de que en los inicios el ensayo del cometa fue desarrollado para
medir la variacion del dafio en el DNA y la capacidad de reparacién dentro de
una poblacion de células de mamifero, en la Ultima década sus aplicaciones
van desde la biomonitorizacion de poblaciones humanas y organismos
centinelas, a procesos de reparacion del DNA y otros estudios de toxicologia
genética (Tice et al., 2000; Olive y Banath, 2006). En este ultimo campo este
ensayo ha tenido una gran importancia y sus aplicaciones incluyen: 1) ensayos
de exploracion; 2) estudios mecanisticos para distinguir el dafio producido en

los cromosomas por genotoxicidad y citotoxicidad; 3) estudios mecanisticos
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para distinguir entre carcin6genos genotdxicos y carcin6genos no genotoxicos;
y 4) puede incluirse en las baterias de ensayos in vitro e in vivo (Tice et al.,
2000; Hartmann et al., 2004).

Por otro lado, la utilizacién del ensayo del cometa en estudios in vivo ha
experimentado un gran aumento en los ultimos afios. Este amplio uso se debe
principalmente a que es un ensayo muy versatil, en donde cualquier tipo de
tejido puede ser empleado, tiene la capacidad de detectar diferentes tipos de
dafio genético y so6lo requiere un bajo numero de células. Dadas estas
ventajas, el ensayo del cometa se ha convertido en un ensayo ideal en

comparacién a otros ensayos in vivo (Hartmann et al., 2003).

1.4.3.1. Ensayo del cometa en Drosophila

Drosophila es uno de los pocos organismos no mamiferos que se emplea
actualmente en los estudios de toxicologia genética, con la ventaja adicional de
gue este organismo puede activar promutdgenos de forma similar a lo que
sucede en humanos. Ademas, D. melanogaster ha sido recomendado como
animal modelo alternativo para estudios que involucren la experimentacion con
animales por el Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos
(ECVAM) (Benford et al., 2000).

El ensayo del cometa es una de las técnicas que méas se ha extendido
en la evaluacion de genotoxicidad, desarrollandose en diferentes organismos,
hasta su aplicacién en humanos (Dhawan et al., 2009). Como era de suponer,
D. melanogaster ha sido uno de los multiples modelos in vivo para los que se
ha adaptado el ensayo del cometa. Los trabajos que utilizan Drosophila y el
ensayo del cometa se han llevado a cabo tanto para evaluar la genotoxicidad
de diversos compuestos quimicos (Mukhopadhyay et al., 2004; Siddique et al.,
2005a b), como también para estudios mecanisticos relacionados con la
reparacion del DNA (Bilbao et al., 2002). En general, los resultados obtenidos
en estos estudios demuestran que: 1) el ensayo del cometa in vivo en
Drosophila es una herramienta sencilla y rapida para evaluar el dafio genético;

2) los estudios de validacion llevados a cabo con el ensayo del cometa en
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Drosophila muestran una buena relacién dosis-respuesta con agentes
genotoxicos de accion conocida (p. ej. EMS y MMS); 3) ha demostrado su
utiidad en la evaluacion genotoxica de algunos compuestos quimicos y
contaminantes ambientales; y 4) tanto los neuroblastos como las células del
intestino de Drosophila son adecuados para su uso en el ensayo del cometa.

Como conclusion, los estudios llevados a cabo hasta ahora en
Drosophila han demostrado que este organismo es un buen modelo alternativo
para la evaluacion genotdxica in vivo de agentes quimicos por medio del
ensayo del cometa (Dhawan et al., 2009) aunque tan solo dos tipos celulares
(neuroblastos y células intestinales) se han utilizado para llevar a cabo el
ensayo. Por lo tanto, parece interesante utilizar otras células blanco que
puedan ser también Utiles en la aplicacibn del ensayo del cometa con
Drosophila.

1.4.3.2. Utilizacion de células de hemolinfa

La hemolinfa es un liquido circulatorio presente en los invertebrados, tales
como insectos, moluscos y anélidos. Es considerado como un fluido analogo a
la sangre en los vertebrados. Por un lado, la hemolinfa estd compuesta de
agua, sales inorganicas (Na', CI' y Ca®) y compuestos organicos
(carbohidratos, proteinas y lipidos). Por otro lado, la hemolinfa contiene células
sanguineas en suspension llamadas hemocitos, los cuales cumplen una

funcién importante en el sistema inmune de los artropodos.
Las principales funciones de la hemolinfa son las siguientes:

e Transporte de nutrientes hacia los tejidos y de materiales de desecho a
los érganos excretores.

e Coagulacion y cicatrizacion de heridas.

e Inmunidad frente a la invasién microbiana.

e Transporte de oxigeno y hormonas.

De esta manera, y debido a que la hemolinfa de los invertebrados puede estar

involucrada en diferentes funciones esenciales para el organismo, tales como
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las inmunitarias, metabdlicas y de transporte de sustancias, este tejido ha
cobrado un gran interés para los investigadores de diferentes areas de la
biologia.

En los ultimos afios, se ha demostrado que la hemolinfa es un excelente
material para los estudios de genotoxicidad in vivo, debido a que sus células
muestran una alta sensibilidad y son faciles de obtener y manipular (Mersch et
al., 1996). Ademas, los hemocitos inmersos en la hemolinfa pueden estar
directamente expuestos a las sustancias toxicas que entran al organismo, lo
cual lo convierte en un tejido de alto interés para llevar a cabo estudios de
genotoxicidad (Villela et al., 2006; 2007). A pesar de que D. melanogaster ha
sido ampliamente utilizada como modelo de estudio en el area de la toxicologia
genética, hasta ahora no se habia puesto atencion sobre los posibles efectos
de diferentes agentes genotoxicos en las células de la hemolinfa.

1.4.3.3. Hemocitos de Drosophila

Al igual que en otros invertebrados, la hemolinfa de Drosophila contiene
hemocitos que pueden circular libremente por las cavidades del cuerpo o estar
sésiles, asociados a diferentes tejidos y 6rganos (Holz et al., 2003). Estos
participan activamente en el sistema inmunitario y se pueden dividir en tres
linajes celulares: plasmocitos, células cristal y lamelocitos (Rizki y Rizki, 1980).
Los plasmocitos cumplen funciones de fagocitosis parecidas a las células del
linaje de monocitos/macréfagos de los mamiferos, mientras que las células
cristales tienen enzimas necesarias para la melanizacion, la cual se cree
conlleva a la produccion de radicales libres citotoxicos que eliminan a los
patégenos; finalmente, los lamelocitos son un tipo de células que participan en
el reconocimiento, encapsulacién y eliminacion de los patégenos (Meister y
Lagueux, 2003; Meister, 2004)

Una de las ventajas de trabajar con hemocitos radica en que son
relativamente faciles de obtener y manipular. Ademas, se pueden obtener
durante todo el ciclo de vida de Drosophila, tanto en la fase de larva como en la
de imago. Sin embargo, en los estadios larvarios, la obtenciéon de hemocitos es

mas sencilla y el nimero de células obtenidas es mayor en comparacion al
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ndmero obtenido en los adultos, especialmente en larvas de tercer estadio (p.
ej. 72 horas de edad) (Meister y Lagueux, 2003). El protocolo para obtener
hemocitos circulantes desde la hemolinfa es sencillo y no necesita una
manipulacion excesiva de las células. Asi, la metodologia usada habitualmente
incluye tres pasos: 1) rotura de la cuticula de la larva para que la hemolinfa
salga de su interior; 2) obtencién y separacion de la hemolinfa en una solucion
salina fria (cominmente una solucion salina de tampon fosfato); y 3)

aislamiento de los hemocitos por medio de centrifugacién (Irving et al., 2005).

Entre los hemocitos circulantes de la hemolinfa, los mas numerosos son
las poblaciones de plasmocitos, los cuales representan alrededor del 95% del
total de hemocitos, mientras las células cristal y los lamelocitos representan tan
solo el 5%. En relacion a la cantidad de hemocitos, los individuos normales
pueden contener 1000-3000 hemocitos por 1 pL de hemolinfa (Brehélin, 1982)
y, a nivel individual, entre 1000-1500 células por larva (Braun et al., 1998). De
esta forma, no se necesita un gran esfuerzo para obtener un nimero suficiente

de células, ya que basta s6lo con un numero reducido de individuos.

En resumen, las células de la hemolinfa de Drosophila ofrecen una serie
de ventajas y facilidades que permiten su aplicacién en distintas areas de la
biologia, especialmente en el campo de la inmunologia, donde han
desarrollado un papel importante en el entendimiento de los procesos
involucrados en la respuesta inmune de los invertebrados (Meister y Lagueux,
2003; Meister, 2004). Sin embargo, dado que los hemocitos forman parte de un
fluido que circula por todo el organismo y pueden estar en contacto con
sustancias téxicas, es interesante analizar los posibles efectos genotdxicos de

agentes fisicos y quimicos sobre este tipo de células en D. melanogaster.
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2. OBJETIVOS

Esta tesis se enmarca dentro de la linea de investigacion desarrollada en el
Grupo de Mutagénesis de la UAB sobre la determinacion de mecanismos de
genotoxicidad de los metales pesados empleando Drosophila como modelo. En
este contexto, el presente trabajo se ha llevado cabo para cubrir los objetivos

gue se especifican a continuacion:

1. Evaluar la genotoxicidad de los metales pesados mercurio, plomo y
niquel utilizando el ensayo de mutacién y recombinacibn somaticas

(SMART) en alas de D. melanogaster.

2. Estudiar la posible interaccion de estos metales con la radiacion gamma
para aportar informacién sobre sus mecanismos de accion genotoxica

en D. melanogaster y sobre su papel modulador de la reparacion.

3. Poner a punto el ensayo del cometa in vivo en hemocitos de D.
melanogaster utilizando tres agentes genotdxicos de accién bien
conocida: metanosulfonato de etilo, dicromato potasico y radiacion

gamma.

4. Finalmente, evaluar la genotoxicidad de los tres metales objeto de
estudio con el ensayo del cometa en hemocitos de D. melanogaster.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ensayo SMART en alas

3.1.1. Compuestos quimicos utilizados

Para este estudio se utilizaron los siguientes compuestos: cloruro de mercurio
(HgCly, =2 99,5% de pureza, N° CAS 7487-94-7), cloruro de metilmercurio
(CH3HgCI, = 98% de pureza, N° CAS 115-09-3), cloruro de plomo (PbCl,, 98%
de pureza, N° CAS 7758-95-4), nitrato de plomo (Pb(NOs3)2, = 99% de pureza,
N° CAS 10099-74-8), cloruro de niquel (NiCl,, 98% de pureza, N° CAS 7718-
54-9), sulfato de niquel (NiSO4-6 H,O, = 99% de pureza, N° CAS 10101-97-0),
y metanosulfonato de etilo (EMS, 100% de pureza, N° CAS 62-50-0). Todos
estos compuestos fueron obtenidos de la casa comercial Sigma-Aldrich S.A.
(Espana). Los compuestos HgCl,, PbCl,, Pb(NOs3),, NiCly, NiSO46 HO vy el
EMS se disolvieron en agua destilada, mientras que el CH3HgCI se disolvio en
un 3% de etanol y 1% de Tween 80 (Panreac Quimica, S.A.). Los controles
negativos utilizados en este estudio fueron agua destilada y 3% de etanol-
Tween 80, mientras que como control positivo se utilizé el EMS.

3.1.2. Cepas utilizadas

Para realizar el ensayo de mutacion y recombinacion somaticas en alas se
utilizaron las cepas multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) y flare (flr®, 3-38), ambas
portadoras de mutaciones que afectan de forma visible el fenotipo de los
tricomas o pelos de las alas de D. melanogaster.

La mutacién mwh se ubica en el cromosoma 3, es recesiva, su origen es
espontaneo y resulta viable en homocigosis. Su manifestacion fenotipica se
caracteriza por la aparicion de tres o mas tricomas en cada célula alar en lugar
de uno por célula, que es el fenotipo normal (Figura 2). Los individuos de esta
cepa presentan la siguiente constituciébn genética y; mwh jv, y. Los dos
marcadores adicionales yellow (y; 1-0,0) y javelin (jv; 3-19,2) se caracterizan
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por otorgar un color amarillo al cuerpo y por la presencia de pelos y quetas

cilindricas, respectivamente.

La mutacién flr® esta situada también en el cromosoma 3, es recesiva y
originalmente se obtuvo por tratamientos con metanosulfonato de etilo; produce
letalidad en homocigosis en la linea germinal, pero no en las células somaticas.
El fenotipo es bastante variable ya que se pueden observar desde pelos cortos,
gruesos y deformes, hasta pelos amorfos con aspecto globular (Figura 2). Los
individuos de esta cepa presentan la constitucién genética flr¥In (3LR) TM3,
Bd®. El marcador Bd® es dominante y de origen espontaneo, afectando el borde
del ala y dandole un fenotipo aserrado. La inversion mdaltiple TM3 incluye
inversiones paracéntricas en ambos brazos del cromosoma 3 y una inversion
pericéntrica que impide la aparicion de fenotipos recombinantes en la zona, lo

gue afecta a los individuos heterocigotos.

La cepa flr¥/In (3LR) TM3, Bd® es transheterocigética, de manera que la
inversion evita la posibilidad de que los marcadores puedan aparecer en
posicién cis. El hecho de que las mutaciones sean letales en homocigosis
posibilita el mantenimiento de la heterocigosidad de la cepa, ya que los

individuos homocigotos para estas mutaciones no son viables.

Ambas cepas fueron proporcionadas inicialmente por el Prof. F. E.
Wirgler (Universidad de Zirich, Suiza) en el afio 1990 y se han mantenido
desde entonces en nuestro laboratorio, bajo las mismas condiciones de
mantenimiento. Es decir, empleando frascos de vidrio de 125 mL de capacidad,
con 25 mL de medio de cultivo convencional compuesto de harina de maiz,
levadura, cloruro sédico y agar. La temperatura de mantenimiento fue de 25 + 1
°C y una humedad relativa de ~ 60%.
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Figura 2. Esquema de los tricomas en la superficie del ala: a) fenotipo normal; b)

diferentes tipos de tricomas no considerados mwh ni fIr*; ¢) diferentes manifestaciones
fenotipicas del genotipo mwh; d) manifestaciones fenotipicas del genotipo fIr® (Tomado
de Graf et al., 1984).

3.1.3. Cruzamientos

En el ensayo SMART en alas se pueden llevar a cabo los siguientes tipos de

cruzamientos:
1° Cruzamiento estandar: ¢ mwh/mwh x & fIr¥/TM3, Bd®

2° Cruzamiento reciproco: @ fItTM3, Bd® x & mwh/mwh

Ambos cruzamientos dan lugar a una descendencia idéntica en relaciéon a su
constitucion genética. Sin embargo, en este trabajo se ha optado por utilizar el
cruzamiento reciproco debido a que, en nuestro laboratorio, las hembras de la
cepa cepa flr* son mas fértiles que las de la cepa mwh. De esta manera, con
este cruce es mas facil obtener un nimero de larvas suficientemente elevado

para poder realizar los distintos tratamientos.

33



Materiales y métodos

3.1.4. Tratamiento de larvas

En el ensayo SMART de alas se pueden realizar diferentes tipos de
tratamientos, segun el tiempo de exposicion y la edad de la larva,
clasificandose en tratamientos agudos (exposicion de corta duracién) y
cronicos (exposicion de larga duracion) (Figura 3).

En el presente estudio se optdé por escoger un tratamiento crénico de
larvas (de tercer estadio), debido a que este tipo de tratamiento es
ampliamente utilizado y recomendado para evaluar compuestos cuya
genotoxicidad es desconocida (Graf et al., 1984). Para esto, se recogieron
huevos durante periodos de 8 horas en botes de cultivo con medio estandar.
Luego, las larvas de 72 + 2 horas de edad fueron extraidas, lavadas y
transferidas a tubos de plastico desechables conteniendo 4,5 g de medio
instantdneo de Drosophila (Carolina Biological Supply Co., Burlington, NC,
EEUU) hidratado con 10 mL de las diferentes concentraciones de los metales a
evaluar. En cada serie se trataron entre 50 y 100 larvas. Paralelamente a la
realizacion de los tratamientos, se llevaron a cabo los respectivos controles

negativos y positivos.
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DESARROLLO:
Huevo Estadios larvarios I-lll Pupa Imago
| | | | ,
| | | |
0 24 48 72 120 horas

EXPOSICION AL MUTAGENO:

*—o *—eo 2 horas
Tratamiento
4 h
e—o oo oras AGUDO

° o o ° 6 horas

° ° 48 horas
Tratamiento

CRONICO P PY 72 horas
P PY 96 horas

Figura 3. Tipos de tratamientos posibles, segun el tiempo de exposicién y la edad de

las larvas tratadas. Adaptado de Graf et al. (1984).

3.1.5. Cotratamientos de larvas

El cotratamiento supone tratar con dos agentes distintos a los mismos
individuos para ver sus posibles interacciones. Para este tipo de tratamiento se
utilizaron larvas de 48 + 2 horas de edad, las cuales fueron expuestas a
diferentes concentraciones de metales. Al cabo de 24 horas, las larvas fueron
extraidas, lavadas y transferidas a tubos de plastico que contenian medio
instantdneo de Drosophila, para ser posteriormente expuestas a radiacion
gamma (radiacion-y). Después de la irradiacion, las larvas fueron extraidas

nuevamente y transferidas a viales con las mismas concentraciones de metales
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usadas antes de la exposicion a la radiacion-y. En cada serie se trataron entre
50 y 100 larvas.

La exposicion de las larvas a la radiacion-y se llevé a cabo con un
irradiador *¥’Cs Modelo IBL 437C (Schering CIS Bio international, Alemania),
proporcionado por la Unitat Técnica de Proteccido Radiologica (UTPR) de la
Universitat Autonoma de Barcelona.

Todos los experimentos fueron realizados a una temperatura de 25 + 1
°C con una humedad relativa de ~ 60%. Finalmente, las moscas adultas
sobrevivientes de cada experimento, se sacrificaron mediante tratamiento

prolongado con éter etilico y se conservaron en tubos con 70% de etanol.

3.1.6. Preparacion de las alas

Las moscas obtenidas del cruce mwh/flr® pertenecen a fenotipos perfectamente
diferenciables: alas con el borde normal (mwh/flr®) y alas con el borde aserrado
(mwh/Bd®). Las moscas analizadas rutinariamente para el ensayo SMART de
alas corresponden a las transheterocigotas mwh/flr’; las moscas mwh/Bd®
Unicamente se analizan cuando se quiere cuantificar la proporcién de actividad
genotdxica debida a eventos de recombinacién mitética (Zordan et al., 1991;
Graf et al., 1992).

Antes de la preparacion de las alas, las moscas conservadas en etanol
se lavan con agua destilada para retirar los restos de etanol. Después, las alas
se embeben en solucion Faure (30 g de goma arabiga, 20 mL de glicerol, 50 g
de hidrato de cloral y 50 mL de agua) y con unas pinzas finas son separadas
del cuerpo para luego ser montadas en forma alineada y extendida sobre un
portaobjetos hasta completar 48 alas, por cada portaobjetos. Las alas
montadas se dejan secar por 48 horas; posteriormente, se ponen unas gotas
de solucibn de Faure sobre las alas y se cubren con un cubreobjetos.
Finalmente, se colocan unas pesas de entre 150 y 250 g sobre los portaobtejos
durante mas de 24 horas, hasta que queden completamente secos. Terminado
este proceso ya se puede proceder a realizar el andlisis microscopico de las
alas.
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3.1.7. Analisis microscopico de las alas

Tanto la parte dorsal como la ventral de las alas de D. melanogaster fueron
analizadas bajo un microscopio a 400 aumentos. El analisis microscopico
consistio en la localizacion de clones o células individuales que manifestaran
algn fenotipo mutante mwh o flr* sobre el fondo de células de fenotipo salvaje.
Para cada clon encontrado se registré el tamafio y el sector del ala en que fue
encontrado. Cabe sefialar que, para considerarse que dos sectores son
independientes, éstos deben estar aislados por tres o mas filas de células de
fenotipo salvaje, segun lo recomendado por Graf et al. (1984).

Se consideraron so6lo los sectores encontrados en las siguientes
regiones distales del ala: A, B, C’, C, D', D, E (Graf et al., 1984) (Figura 4).

Figura 4. Vistal dorsal del ala de D. melanogaster. Regiones A-E analizadas en la
superficie del ala. Modificado de Graf et al. (1984).

3.1.8. Clasificacion de los sectores mutantes

Los tipos de sectores o clones mutantes encontrados se clasificaron de la

siguiente manera (ver Figura 5):

a) Sectores simples mwh. Corresponden a aquellos cuyas células presentan
tres 0 mas pelos, a diferencia de los de fenotipo salvaje, que presentan un solo
pelo o tricoma por célula. Las alteraciones genéticas que pueden originar este
fenotipo son las siguientes: mutacion puntual, delecion, recombinacion mitotica

entre los loci mwh y fIr® y no disyuncién (Figura 6).
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b) Sectores simples flr®. Corresponden a aquellas células que presentan una
expresion fenotipica variable, desde pelos cortos, gruesos y deformes, hasta
pelos amorfos de apariencia globular. Este fenotipo no suele manifestarse
completamente en sectores de menos de cuatro células. Tampoco es frecuente
encontrar clones flr* muy grandes, debido posiblemente a su efecto letal. Este
fenotipo se debe, principalmente, a la mutacion puntual o a la delecion del alelo
salvaje, aunque también se origina por entrecruzamiento doble entre el locus
flr* y el centrémero, o entre los loci mwh y flr® (Figura 6).

c) Sectores dobles. Estan formados por células adyacentes de fenotipo mwh y
flr*, respectivamente. Estos sectores se originan exclusivamente por

recombinacién mitética entre el locus flr®y el centrémero (Figura 6).

Como criterio general, los diversos sectores encontrados en las alas se

agrupan en tres categorias distintas:

e Clones mwh sencillos pequefios, implican la presencia de una o dos
células mutantes mwh.

¢ Clones mwh grandes, corresponden a tres o mas células y, al igual que
los primeros, estan formados por células mwh.

e Clones dobles, formados por sectores mwh y flr*.

Figura 5.Tricomas de la parte dorsal de las alas en Drosophila. A. Sector simple
pequefio mwh; B. Sector simple grande mwh; C. Sector simple fIr®; D. Sector doble.
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Figura 6. Anomalias genéticas detectadas en el ensayo SMART de alas (Graf et al.,

1984).

3.1.9. Andlisis de los datos

3.1.9.1. Evaluacion de la genotoxicidad

Para la evaluacién de los efectos genotdxicos de los compuestos de mercurio,

plomo y niquel ensayados se utilizo la prueba de la doble hipétesis propuesta

por Frei y Wirgler (1988). Esta prueba estadistica determina si la frecuencia de

mutacion que se encuentra en la serie tratada difiere significativamente de la

hallada en el control, que corresponde a la frecuencia espontanea de mutacioén.

La formulacién de dos hipétesis alternativas permite emitir un diagndstico

estadistico, de manera que el resultado puede clasificarse como positivo, débil

positivo, negativo o inconcluyente (Selby y Olson, 1981). Estas hipétesis son:

e Hipdtesis nula (Hp): no hay diferencia en la frecuencia de mutacion entre

el tratamiento y el control.
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e Hipdtesis alternativa (Ha): el tratamiento supone un incremento de m
veces la frecuencia de mutacién comparada con la frecuencia esperada
por mutacion espontanea. El factor de multiplicacion m se fijo de forma
empirica, en funcién de las frecuencias espontaneas observadas y
siguiendo la practica comin en otros ensayos de genotoxicidad. Los
valores de m utilizados fueron: 2 para clones pequefios y totales y 5 para
clones grandes y dobles, ya que ambos tipos aparecen con una tasa de

mutacion espontanea muy baja.

Si se rechaza Hy, implica que el tratamiento origina un incremento significativo
de la frecuencia de mutacién. Si ademas, se rechaza Ha, significa que el
tratamiento no produce el incremento requerido para considerar el compuesto

como un claro mutadgeno. En este caso se clasifica como mutageno débil.

Por otro lado, si no se rechaza ninguna de las dos hipétesis, los
resultados se consideran inconcluyentes, ya que ambas hip6tesis son

mutuamente excluyentes y no pueden ser aceptadas a la vez.

En la Tabla 2 se resumen los cuatro posibles diagndsticos, con sus
respectivas probabilidades de error, siendo a y 3 los niveles de significacion. El

nivel de significacion utilizado en este estudio es de 0,05.

De acuerdo con Frei y Wurgler (1988), para comprobar las dos hipotesis

se pueden utilizar los métodos siguientes:

e La prueba binomial condicional (Kastenbaum y Bowman, 1970; Margolin
et al., 1983);

e La prueba para proporciones.

Los dos métodos son en principio equivalentes y tienen la ventaja de que no se
necesita estimar la frecuencia de mutacién espontanea para comprobar la
hipétesis alternativa. Para analizar los datos, se ha aplicado la prueba binomial

condicional.
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Tabla 2. Alternativas posibles para la aceptacién y rechazo de las hipotesis
nula (Ho) y alternativa (Ha).

Ha

HIPOTESIS

Aceptada (1 — B) Rechazada (B)

Aceptada INCONCLUYENTE NEGATIVO

(1-0) [P=(1-0)(1-B)=1-a-B| P=(1-aB=p-af

+a
Ho B
Rechazada POSITIVO DEBIL POSITIVO
(a) P=a(1-B)=a-ap P=aB

Para cada concentracion y compuesto evaluado, se calcul6 la frecuencia
de induccién de sectores por célula. Esto permite una comparacion de la

actividad genotoxica de diferentes agentes o sustancias.

La frecuencia de induccién de sectores mutantes se calculé aplicando la
siguiente formula:

f=(n+10°)/NC
Donde:

f = frecuencia de induccién de sectores por célula; n = N° de sectores

mutantes totales; N = N° de alas analizadas; C = N° de células por ala.

Para este célculo se consider6 que cada ala analizada tiene
aproximadamente unas 24.400 células (Alonso-Moraga y Graf, 1989).
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3.1.9.2. Evaluacion de la interaccion

Para analizar las posibles interacciones entre los compuestos de mercurio,
plomo y niquel con la radiacion-y, se calculé un factor de interaccion (Fl) de
acuerdo con lo propuesto por Schlesinger et al. (1992) y usando la siguiente
adaptacion de la formula aplicada por Katsifis et al. (1996):

FI = (GM — Control) — [(G — Control) + (M — Control)]
FI =GM -G - M + Control
Donde:

Fl es el factor de interaccion; G es el promedio de sectores mutantes inducidos
por el agente genotoxico (i.e., radiacién-y); M corresponde al promedio de
sectores mutantes inducidos por los metales (Hg, Pb, Ni); GM el promedio de
sectores mutantes inducidos por los cotratamientos; y Control el promedio de

los sectores mutantes inducidos en el control negativo.

De esta manera, un valor de Fl negativo indica una interaccion
antagoénica, un Fl positivo denota una interaccion sinérgica y un Fl igual o
cercano a cero denota una aditividad de efectos.

Para establecer la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los FI de cotratamientos vs. controles, se utilizo la prueba a
posteriori de Fisher de la minima diferencia significativa (LSD). Ademas, se
calcularon los intervalos de confianza del 95% de los FI. El nivel de
significacion utilizado en este estudio fue del 0,05.
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3.2. Ensayo del cometa en D. melanogaster

3.2.1. Puesta a punto del ensayo del cometa en hemocitos de D.

melanogaster

3.2.1.1. Cepa utilizada

Para el ensayo del cometa empleando hemocitos de D. melanogaster se utilizd
la cepa de tipo salvaje Oregon R, eficiente para todos los tipos de reparacion,
la cual fue cultivada a 25 £ 1 °C y a 60% de humedad relativa, en medio de
cultivo convencional que contiene agar, harina de maiz, cloruro sdédico y

levadura.

3.2.1.2. Compuestos utilizados

El metanosulfonato de etilo (EMS, 100% de pureza, N° CAS 62-50-0), el
dicromato potasico (PDC, CAS N° 7689-03-4, 99,9% de pureza) y la feniltiourea
(PTU, = 95% de pureza, N° CAS 103-85-5) fueron obtenidos de la casa
comercial Sigma-Aldrich S.A. (Espafia). La agarosa de bajo punto de fusion
(LMA) y de punto de fusion normal (NMA) fueron suministradas por Gibco BRL,
Life Technologies (Paisley, R.U.); la solucion salina de tampon fosfato (PBS), el
bromuro de etidio (EtBr), el diacetato de fluoresceina (FDA) y el 4',6-diamidino-
2-fenilindol diclorhidrato (DAPI) fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St
Louis, EE.UU.); el lauril sarcosinato de sodio y el Triton X-100 fueron obtenidos
de Fluka Chemical AG (Buchs, Suiza); el hidroxido de sodio fue suministrado
por Carlo Erba Reagenti (Milan, Italia); el cloruro de sodio por Panreac Quimica
SA (Barcelona, Espafa) y el Tris buffer salino fue obtenido de US Biochemical
(Cleveland, EE.UU.).

3.2.1.3. Exposicion a los agentes mutagenicos

Las larvas de 72 = 2 h de edad (tercer estadio) fueron transferidas a tubos de
plastico que contenian 4,5 g de medio instantdneo de Drosophila (Carolina

Biological Supply, Burlington, NC), preparados con diferentes concentraciones
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de EMS (1, 2y 4 mM), y PDC (0,5; 1 y 2,5 mM). Los compuestos fueron
disueltos en agua destilada y las larvas se alimentaron de este medio durante
24 + 2 h.

Las larvas de 96 + 2 h de edad fueron expuestas a radiacion-y en viales
de plastico que contenian medio normal de Drosophila. Las larvas fueron
irradiadas con las siguientes dosis: 2, 4y 8 Gy.

Todos los experimentos fueron realizados a 25 + 1 °C y con una
humedad relativa de ~ 60%.

3.2.1.4. Extraccion y aislamiento de células de la hemolinfa

La extraccion de las células de la hemolinfa o hemocitos se llevo a cabo de
acuerdo con la metodologia propuesta por Irving et al. (2005), con ligeras
modificaciones. Las larvas de tercer estadio fueron extraidas del medio,
lavadas, esterilizadas con 5% de hipoclorito sodico y secadas con papel filtro.
Para extraer la hemolinfa, la cuticula de cada larva fue desprendida utilizando
dos pinzas finas, evitando dafar los érganos internos. El procedimiento se
realizé dentro de una gota de solucion salina fria de PBS y 0,07% de PTU (~ 40
uL) depositada en el pocillo de un portaobjetos de diagndstico. Luego, las gotas
de solucion salina con hemolinfa fueron extraidas utilizando una pipeta y
transferidas a un tubo eppendorf para microcentrifuga (1,5 mL).

Los tubos obtenidos de cada tratamiento fueron centrifugados a 300 g
durante 10 min a 4 °C. Finalmente, se extrajo el sobrenadante y el material

sedimentado fue resuspendido en PBS frio (20 pL).

3.2.1.5. Ensayo del cometa en hemocitos

El ensayo del cometa se llevé a cabo de acuerdo con la metodologia propuesta
por Singh et al. (1988), con minimas modificaciones. Las muestras de células
de cada tratamiento fueron cuidadosamente resuspendidas en 120 pL de
agarosa LMA 0,75% a 37 °C y depositadas en portaobjetos previamente
cubiertos con un 1% de NMA (secadas a temperatura ambiente). Se colocaron
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dos gotas en cada portaobjetos y fueron cubiertas con cubreobjetos de 22 x 22
mm. Tras la solidificacion de la agarosa (durante 10 min a 4 °C) los
cubreobjetos fueron retirados y los portaobjetos se sumergieron en una
solucién de lisis fria y recién preparada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
Tris pH 10y 1% Triton X-100, pH 10) durante 2 horas a 4 °C.

Luego, los portaobjetos fueron transferidos y puestos en una unidad de
electroforesis rellena con tampon de electroforesis fresco y frio (1 mM
Na;EDTA y 300 mM NaOH, pH >13). Los portas fueron mantenidos en esta
unidad de electroforesis durante 25 min a 4 °C. La electroforesis se llevo a
cabo durante 20 min a 0,7 V/icm y a 300 mA en 4 °C. Finalmente, los portas
fueron neutralizados con dos lavados de 5 min (0,4 M Tris, pH 7,5). Los
portaobjetos fueron tefiidos con DAPI (1 pg/mL, 20 uL por gel). Las imagenes
fueron analizadas a 400X aumentos con el sistema de andlisis de imagen
Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, R.U.) acoplado a un microscopio de
fluorescencia Olympus modelo BX50, equipado con un filtro de excitacion de
480-550 nm y con un filtro de barrera de 590 nm. Cada experimento fue
realizado por triplicado. Se analizaron 100 células al azar (50 células por dos
réplicas), por tratamiento. Se utiliz6 el porcentaje de DNA en la cola (% DNA
cola) como medida del dafio genético, debido a que este parametro es
ampliamente usado y recomendado para el andlisis de los resultados del
ensayo del cometa (Kumaravel y Jha, 2006; Lovell y Omori, 2008). El % de

DNA en la cola fue calculado con el software Komet version 5.5.

3.2.1.6. Andlisis de los datos

Para determinar diferencias significativas en los resultados obtenidos con el
ensayo del cometa, se utiliz6 un modelo lineal generalizado (GLM). La prueba a
posteriori de Fisher (LSD) fue utilizada para comparar y establecer diferencias
significativas de los tratamientos vs. controles, en cada experimento. Los
resultados obtenidos fueron considerados estadisticamente significativos
utilizando un nivel de significacién del 0,05.

Se procedio al célculo de la media aritmética + error estandar, con un

intervalo de confianza del 95%.
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Todos los analisis de los datos fueron llevados a cabo empleando el
paquete estadistico Statgraphics plus 5.1. (Statistical Graphics Corporation,
2001, Rockville, EE.UU.)

3.2.2. Genotoxicidad de metales pesados con el ensayo del cometa

en hemocitos de D. melanogaster

3.2.2.1. Compuestos quimicos utilizados

Para este estudio se utilizaron los siguientes compuestos: cloruro de mercurio
(HgCly, =2 99,5% de pureza, N° CAS 7487-94-7), cloruro de metilmercurio
(CHsCIHg, = 98% de pureza, N° CAS 115-09-3), cloruro de plomo (PbCl,, 98%
de pureza, N° CAS 7758-95-4), nitrato- de plomo (Pb(NOs3)2, = 99% de pureza,
N° CAS 10099-74-8), cloruro de niquel (NiCl,, 98% de pureza, N° CAS 7718-54-
9), sulfato de niquel (NiSO4 - 6 H,0O, = 99% de pureza, N° CAS 10101-97-0),
feniltiourea (PTU, = 95% de pureza, N° CAS 103-85-5) y metanosulfonato de
etilo (EMS, 100% de pureza, N° CAS 62-50-0). Todos estos compuestos fueron
obtenidos de la casa comercial Sigma-Aldrich S.A. (Espaiia).

3.2.2.2. Tratamiento de larvas

En el ensayo del cometa se realizaron tratamientos a larvas de tercer estadio
de la cepa salvaje Oregon R*. Para ello, larvas de 72 + 2 horas de edad fueron
extraidas, lavadas y transferidas a tubos de plastico desechables con 4.5 g de
medio instantdneo de Drosophila hidratado con 10 mL de las diferentes
concentraciones de los compuestos a evaluar. El tratamiento se realizé durante

24 * 2 horas. Se trataron entre 50 y 100 larvas en cada serie.

Todos los experimentos fueron realizados a una temperatura de 25 + 1
°C y con una humedad relativa de ~ 60%.
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3.2.2.3. Andlisis de los datos

Para establecer diferencias significativas entre los distintos resultados
obtenidos con el ensayo del cometa para cada uno de los compuestos
evaluados, se utiliz6 un modelo lineal generalizado (GLM). La prueba a
posteriori de Fisher (LSD) fue utilizada para comparar y establecer diferencias
significativas entre tratamientos y controles en cada experimento. Los
resultados obtenidos fueron considerados estadisticamente significativos a un
nivel de significacion menor o igual a 0,05.

Todos los datos fueron presentados en funcion de la media aritmética +
error estandar, y con intervalos de confianza del 95%.

Finalmente, todos los andlisis fueron llevados a cabo con el paquete
estadistico Statgraphics plus 5.1. (Statistical Graphics Corporation, 2001,
Rockville, EE.UU.).
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4. RESULTADOS

4.1 Toxicidad de los metales pesados

El paso inicial de todo estudio de evaluacion de la actividad genotoxica es la
seleccion de las concentraciones adecuadas del compuesto a evaluar. Para
ello, se ha realizado un analisis de la toxicidad, utilizando una serie creciente
de concentraciones, para determinar la viabilidad de los individuos de las cepas
mwh/fir® y Oregon R* frente a los compuestos utilizados. Esto nos permite
seleccionar las dosis adecuadas para realizar las pruebas de genotoxicidad,
teniendo en cuenta que es necesario obtener un nimero minimo de individuos
en cada concentracion para que la muestra sea suficientemente grande y los
resultados puedan tener validez estadistica. De esta manera, el criterio
utilizado para seleccionar las dosis adecuadas est4 basado en dos razones:
primera, la reduccién en el porcentaje de larvas tratadas supervivientes es un
claro indicio de que los compuestos afectan a las larvas y, segunda, el nimero
de adultos que emergen debe ser lo suficientemente grande como para poder
llevar a cabo satisfactoriamente los experimentos de genotoxicidad.

Debido a que en este estudio no pretendemos establecer curvas de
mortalidad en funcién de la dosis, sino sé6lo determinar un rango de dosis que
permita obtener un numero suficiente de individuos para los ensayos de
genotoxicidad, no se ha procedido a obtener datos exhaustivos sobre la
toxicidad de los metales pesados utilizados.

4.1.1 Toxicidad de los compuestos de mercurio

Dada la elevada toxicidad de los compuestos de mercurio, fueron necesarios
varios experimentos para obtener rangos de dosis efectivas para el HgCl, y
para el CHsHgCI (Tabla 3). Las dosis aplicadas de los compuestos oscilaron
entre 0,5 y 2000 uM. En general, dentro de este rango de concentraciones se
pudo observar una elevada toxicidad, reflejada en una alta mortalidad en las
fases de larva y de pupa y también en el retraso del desarrollo larvario. Cabe
sefialar que el CH3zHgCI presenté mayor toxicidad que el HgCly; asi, mientras
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gue con el HgCl, se obtuvo una viabilidad suficiente a la concentracion de 50
MM, el CH3HgCI ya no pudo ser evaluado a 5 uM. Por tanto, el rango de dosis
finalmente escogido para llevar a cabo los estudios de genotoxicidad en
Drosophila fue de 1, 5 y 50 yM para el HgCIl, y de 0,5, 1 y 5 yM para el
CHsHgCl.

Tabla 3. Experimentos de viabilidad realizados con Drosophila para

cada compuesto de mercurio.

Compuesto Experimento Dosis seleccionadas (UM)
(disolvente)
HgCl, | (H20) 0,5; 50, 100, 500, 1000, 2000
Il (H.0) 1, 5, 50, 100
CH3HgCI | (2% DMSO) 0,5; 50, 100, 500, 1000, 2000

Il (2% DMSO)

Il (3% etanol)

0,5; 1, 5, 50, 100

0,5; 1, 5, 50, 100

4.1.2. Toxicidad de los compuestos de plomo

En comparacion y a diferencia de los compuestos de mercurio, los compuestos
de plomo no presentaron una elevada toxicidad en Drosophila. De esta
manera, so6lo fueron necesarios dos experimentos de viabilidad para obtener
los valores de dosis efectivas para el PbCl, y Pb(NO3), (Tabla 4). Al inicio, las
dosis aplicadas de los compuestos oscilaron entre 2 y 10 mM. En general,
dentro de este rango de concentraciones se pudo observar una elevada
toxicidad en las dosis mas altas (i.e. 8 y 10 mM), reflejada en una alta
mortalidad en las fases de larva y de pupa y en el retraso del desarrollo
larvario. Cabe sefialar que ni el PbCl, ni el Pb(NO3), mostraron diferencias de

toxicidad, asi que en ambos compuestos se obtuvo una viabilidad suficiente a
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partir de 8 mM (> 50%), y ya no pudieron ser evaluados a una concentracion de
10 mM. Por lo tanto, el rango de dosis finalmente escogido para llevar a cabo
los estudios de genotoxicidad en Drosophila fue de 2, 4 y 8 mM, tanto para el
PbCl, como para el Pb(NO3)a.

Tabla 4. Experimentos de viabilidad realizados con Drosophila
para cada compuesto de plomo.

Compuesto Experimento Dosis (mM)
(disolvente)

PbCl, | (H20) 2,4, 6,8, 10
Il (H,0) 2,4,8

Pb(NO3)2 | (H,0) 2,4, 6,8, 10
Il (H,0) 2,4,8

4.1.3. Toxicidad de los compuestos de niquel

Los rangos de dosis seleccionados fueron obtenidos en base a los ensayos de
toxicidad y viabilidad previamente obtenidos para Drosophila por Ogawa et al.
(1994). Asi, y de acuerdo a lo recomendado en este trabajo, se establecié un
rango de dosis que oscil6 desde 5 a 20 mM, tanto para el NiCl, como para el
NiSO4 (Tabla 5). Al aplicar este rango de concentraciones se pudo observar
una alta viabilidad (> 70%) en las concentraciones de 5y 10 mM para ambos
compuestos de niquel, mientras que a 20 mM la viabilidad fue menor (> 50%),
pero suficiente para llevar a cabo los experimentos de genotoxicidad. Cabe
sefialar que los dos compuestos de niquel seleccionados no mostraron
diferencias en toxicidad entre si. Ademas, los compuestos de niquel mostraron
un nivel menor de toxicidad, en comparacion a los compuestos de mercurio y

de plomo. Por tanto, el rango de dosis finalmente escogido para llevar a cabo
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los estudios de genotoxicidad fue de 5, 10 y 20 mM, para ambos compuestos
de niquel.

Tabla 5. Experimentos de viabilidad realizados en Drosophila para cada
compuesto de niquel.

Compuesto Experimento Dosis (mM)
(disolvente)

NiCl, | (H,0) 5, 10, 20

NiSO, | (H,0) 5, 10, 20
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4.2. Resultados de los ensayos SMART en alas

El ensayo SMART en alas permite conocer tanto la frecuencia de mutacién y/o
recombinacibn somatica espontanea, como la inducida por diferentes
tratamientos de un determinado agente genotdéxico mediante el analisis
microscoépico de las alas de D. melanogaster. Los resultados de genotoxicidad
obtenidos con cada agente estudiado, y medidos como la frecuencia de clones
mutantes, se presentan resumidos en tablas que contienen la siguiente

informacion:

e Concentraciones o dosis aplicadas del agente estudiado, con su
respectivo control negativo y positivo.

e Numero de alas analizadas.

e Clasificacion y namero de los diferentes tipos de sectores mutantes, es
decir: sectores mwh pequefios (1-2 células), sectores mwh grandes (> 2
células), sectores dobles y sectores totales mwh. Los sectores flr* no
fueron incluidos en las tablas debido a que no fueron observados en los
recuentos realizados en este estudio.

e Frecuencia de sectores obtenidos en cada concentracion.

e Diagnostico estadistico.

e Frecuencia de induccién de mutacién por célula.

Ademas de las tablas, los resultados también se presentan de forma grafica

para facilitar la visualizacién e interpretacion de los mismos.

4.2.1 Genotoxicidad de los compuestos de mercurio

En la Tablas 6 y 7 se presentan los resultados obtenidos en el recuento de
clones mutantes inducidos por el HgCl, y el CH3HgCI en las células de las alas
de moscas transheterocigotas para los marcadores mwh y fIr®. Tanto el HgCl,
como el CHzHgCI fueron administrados a larvas de 72 horas de vida (tercer

estadio) en concentraciones comprendidas entre 1 y 50 uM, y entre 0,5y 5 uM,
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respectivamente. En ambos casos los tratamientos fueron administrados a las

larvas hasta que completaron su desarrollo.

Los resultados obtenidos indican que tanto el mercurio inorganico
(HgCly), como el mercurio organico (CHsHgCI), independientemente de las
concentraciones aplicadas, no indujeron un incremento significativo en la
frecuencia de ninguna de las tres categorias de clones mutantes (i. e. sectores
simples, grandes y dobles), con respecto a sus controles negativos. En este
estudio, los valores promedio de la frecuencia de mutaciones de los controles
negativos (0,50 y 0,55, respectivamente) fueron concordantes con el promedio
histérico correspondiente a nuestro laboratorio, y no difieren significativamente
de los resultados obtenidos por otros autores (Frei y Wurgler, 1995). Por otro
lado, el control positivo realizado con una concentracion de 500 uM de EMS
ofrecié una clara respuesta positiva, lo que avala la buena realizacién de los

experimentos y refuerza la validez de los valores negativos observados.

Estos mismos resultados se presentan de manera gréfica en las Figuras
7 y 8. En estas figuras se representan las frecuencias de sectores mutantes
totales y de las tres categorias de sectores mutantes, por separado (i.e.
sectores pequeiios, grandes y dobles) inducidos por los tratamientos con el
HgCl, y CH3HgCI, ademas de sus respectivos controles negativos y positivos.
Por un lado, al analizar las graficas se puede observar claramente que ninguna
de las frecuencias de los tres tipos de sectores mutantes inducidos por los
tratamientos con los compuestos de mercurio supera la de los controles
negativos, indicando que no existen diferencias significativas entre las series
tratadas vs. los controles negativos. Por otro lado, el control positivo con 500
MM de EMS mostré una clara respuesta positiva, aumentando la frecuencia de

todas las categorias de sectores mutantes.
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4.2.2. Genotoxicidad de los compuestos de plomo

En la Tabla 8 se resumen los resultados obtenidos en el recuento de los
sectores mutantes inducidos por el PbCl,. El compuesto fue administrado a
larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en concentraciones comprendidas
entre 2y 8 mM.

Los resultados indican que el PbCl,, independientemente de las
concentraciones aplicadas, no fue capaz de inducir un incremento significativo
en la frecuencia de ninguna de las tres categorias de clones mutantes (i. e.
sectores simples, grandes y dobles), con respecto a su control negativo. En
este estudio, el promedio de la frecuencia de mutaciones del control negativo
(0,58) fue concordante con el promedio histérico de nuestro laboratorio, y no
difieren de los resultados obtenidos por otros autores (Frei y Wiurgler, 1995).
Por otro lado, el control positivo llevado a cabo con una concentracién de 1 mM
de EMS ofrecid una clara respuesta positiva, lo que avala la buena realizacion
del estudio y refuerza la validez de los valores negativos encontrados.

Estos mismos resultados se presentan de manera gréfica en la Figura 9,
donde no se observa un incremento significativo en ninguna de las tres
categorias de clones mutantes analizados, indicando que no existen diferencias

significativas entre los valores de los tratamientos y controles.

En la Tabla 9 se muestran los datos obtenidos en el recuento de clones
mutantes inducidos por el Pb(NOs),; como en el caso anterior, el compuesto
fue administrado a larvas de 72 horas de edad (tercer estadio) en
concentraciones comprendidas entre 2 y 8 mM.

Al igual que lo obtenido con el PbCl,, los resultados indican que el
Pb(NO3), no indujo un incremento significativo en ninguno de los tres tipos de
sectores mutantes, en comparacion a su control negativo. Asi pues, como se
puede observar claramente en la Figura 10, el Pb(NO3), no demuestra una
actividad genotodxica detectable con el ensayo SMART en alas.

A pesar de que el promedio de la frecuencia de mutaciones obtenido en
el control negativo fue algo elevado (0,70), una comparacion entre los controles
negativos de este estudio, mostr6 que las diferencias no llegan a ser
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estadisticamente significativas (prueba binomial condicional, P > 0,05). Al igual
gue en el caso anterior, la induccion de clones mutantes por el agente utilizado
como control positivo (EMS, 1 mM) confirma la bondad del estudio y la validez
de los resultados negativos obtenidos.
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Figura 9. Frecuencia de sectoresinducidos por los tratamientos con PbCl, .
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Figura 10. Frecuencia de sectoresinducidos por los tratamientos con Pb(NO,).
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4.2.3. Genotoxicidad de los compuestos de niquel

En las Tablas 10 y 11 se muestran los resultados obtenidos en el recuento de
sectores mutantes inducidos por el NiCl, y el NiSO, Los compuestos fueron
administrados por ingestion a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en
concentraciones comprendidas entre 5 y 20 mM, para ambos compuestos.

Los resultados indican que tanto el NiCl, como el NiSOy,
independientemente de las concentraciones aplicadas, no indujeron un
incremento significativo en la frecuencia de ninguna de las tres categorias de
clones mutantes (i. e. sectores simples, grandes y dobles). En este estudio, los
promedios de la frecuencia de mutaciones de los controles negativos (0,60 y
0,43) son concordantes con el promedio histoérico observado en nuestro
laboratorio, y no difieren de los resultados obtenidos por otros autores (Frei y
Wiirgler, 1995). El control positivo llevado a cabo con una concentracion de 1
mM de EMS ofrecié una clara respuesta positiva, lo que avala la buena
realizacion del estudio y refuerza la validez de los valores negativos

observados.

Las Figuras 11 y 12 muestran estos mismos resultados, pero de manera
gréfica, donde se observa que las frecuencias de sectores mutantes totales y
de las tres categorias de sectores mutantes (i.e. sectores pequefos, grandes y
dobles) inducidos por los tratamientos con el NiCl, y NiSO4 no superan a las de
los controles negativos, indicando que no existen diferencias significativas entre

las series tratadas vs. los correspondientes controles negativos.
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Figura 11. Frecuencia de sectoresinducidos por los tratamientos con NiCl..
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4.2.4. Resultados de interaccion en el ensayo SMART en alas

Con el objetivo de estudiar las posibles interacciones de los metales pesados
frente a un agente genotéxico de accion conocida, se han realizado
tratamientos combinados de los metales pesados seleccionados con la
radiacién-y. Para ello, se han seleccionado tres concentraciones de cada metal
y una dosis fija de radiacion-y (6 Gy), la cual fue establecida previamente y
produce un efecto genotoxico claramente detectable en el ensayo SMART en
alas (Kossatz, 2003). Cabe sefalar que la viabilidad de las larvas de Drosophila
obtenida después de cada tratamiento combinado fue suficiente para poder
llevar a cabo los experimentos de genotoxicidad (> 50%).

Los resultados de genotoxicidad obtenidos de los tratamientos
combinados con cada agente estudiado, y medidos como la frecuencia de

clones mutantes, se presentan resumidos en las correspondientes tablas.

Ademas, se ha realizado el calculo de los factores de interaccion (FI) de cada
tratamiento combinado, que nos permite clasificar el tipo de interaccion entre la
radiacién-y y los compuestos de mercurio, plomo y niquel. Estos resultados se

presentan en tablas que contienen la siguiente informacion:

e Concentraciones y/o dosis aplicadas de los tratamientos combinados,
con sus respectivos controles negativo y positivo.

e Frecuencia de sectores totales obtenidos en el tratamiento combinado

e Caélculo del factor de interaccion (Fl).

¢ Intervalos de confianza del 95% de los FI.

e Diagndéstico estadistico.

4.2.4.1. Interaccion de los compuestos de mercurio con radiacion-y

En las Tablas 12 y 13 se muestran los resultados obtenidos en el recuento de
sectores mutantes inducidos por los tratamientos realizados con el HgCl, y
CHsHgCl en combinacion con la radiacién-y.

Los resultados obtenidos indican que la dosis de 6 Gy de radiacion-y fue

claramente genotoéxica, incrementando la frecuencia de las tres categorias de
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clones mutantes analizados. En este estudio, el promedio de la frecuencia de
sectores mutantes totales obtenidos con 6 Gy de radiacion-y (2,15) fue
concordante con el promedio observado previamente en nuestro laboratorio
(Kossatz, 2003). Al combinar esta dosis de radiaciobn-y con tres
concentraciones diferentes de HgCl, (1, 5, 50 uM), y CH3HgCI (0,5; 1, 5 pyM),
los resultados indicaron que los tratamientos combinados no alteraron los
efectos genotdxicos causados por la radiacién-y por si sola (Tabla 14). De esta
manera, tanto el mercurio inorganico como el organico, muestran un

comportamiento aditivo frente al efecto genotoxico de la radiacion-y.
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4.2.4.2. Interaccion de los compuestos de plomo con la radiacion-y

En las Tablas 15 y 16 se resumen los resultados obtenidos en el recuento de
sectores mutantes inducidos por tratamientos combinados con los compuestos

de plomo (PbCl, y Pb(NOs3),) y radiacion-y.

Los resultados obtenidos indican que una dosis de 6 Gy de radiacion-y
muestra una clara respuesta positiva, incrementando la frecuencia de todas las
categorias de clones mutantes analizados. En este estudio, el promedio de la
frecuencia de sectores mutantes totales obtenidos con 6 Gy de radiacion-y
(2,13) fue concordante con el promedio observado en el estudio anterior con
mercurio. Al realizar los tratamientos combinados de radiacion-y con tres
concentraciones diferentes de PbCl, y Pb(NOs),, se puede observar que no
existe una variacion significativa en la frecuencia de las tres categorias de
sectores mutantes, en comparaciéon a la producida por la radiacion-y por si sola
(Tabla 17). Asi, tanto el PbCl, como Pb(NOs),, parecen tener un

comportamiento aditivo frente a la radiacion-y.
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4.2.4.3. Interaccion de los compuestos de niquel con la radiacion-y

En las Tablas 18 y 19 se muestran los resultados obtenidos en el recuento de
sectores mutantes inducidos por tratamientos combinados con los compuestos

de niquel (NIiCl, y NiSO,) y la radiacién-y.

Los resultados obtenidos indican que la radiacion-y muestra una clara
respuesta positiva a una dosis de 6 Gy, al incrementar la frecuencia de las tres
categorias de clones mutantes analizados. Sin embargo, el promedio de la
frecuencia de sectores mutantes totales obtenidos (1,75), fue menor que el
obtenido en los dos experimentos previos (2,15 y 2,13, respectivamente). Con
el proposito de corregir las diferencias entre experimentos y su posible efecto
en los calculos de los Fl, se opt6 por utilizar un promedio de la frecuencia de
sectores mutantes producidos por la radiacién-y de todos los experimentos
realizados. Asi, al analizar los tratamientos combinados llevados a cabo con
tres diferentes concentraciones de NiCl, y NiSOs (5, 10 y 20 mM,
respectivamente), los resultados indicaron que los compuestos de niquel
modifican significativamente los efectos genotéxicos producidos por la
radiacion-y (Tabla 20). Por un lado, el NiCl, muestra un claro incremento dosis-
respuesta de la frecuencia de todas las categorias de sectores mutantes. Sin
embargo, este incremento no fue significativo a la minima concentraciéon de
NiCl, aplicada (5 mM). Por otro lado, el NiSO, también muestra un incremento
significativo de la frecuencia de los tres tipos de clones mutantes en las tres
concentraciones aplicadas en este estudio. Sin embargo, y a diferencia del
NiCl,, el NiSO; no muestra una diferencia significativa a la maxima

concentracion aplicada.

Asi, los resultados obtenidos muestran que el NiCl, y NiSO, presentan
un comportamiento de tipo sinérgico en tratamientos combinados con

radiacion-y.
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4.3. Resultados del ensayo del cometa en D. melanogaster

El ensayo del cometa permite conocer el dafio genético primario a nivel de
células individuales causado por un determinado agente genotdxico. Esta
técnica esta basada en el analisis de la migracion de los fragmentos rotos de
DNA, resultado de la desestructuracién de los bucles de DNA debidos a roturas
de simple cadena durante la electroforesis. Los resultados de genotoxicidad
obtenidos con cada agente estudiado, y medidos como el porcentaje de DNA
en la cola (% DNA cola), se presentan resumidos en tablas que contienen la

siguiente informacion:

e Concentraciones y/o dosis aplicadas de los tratamientos, con sus
respectivos controles negativo y positivo.

e Porcentaje de DNA en la cola obtenido de cada tratamiento.

e Intervalos de confianza del 95% para el % de DNA en la cola.

e Diagnostico estadistico.

Ademas de las tablas, los resultados también se presentan de forma grafica

para facilitar la visualizacion e interpretacion de los mismos.

4.3.1. Puesta a punto del ensayo del cometa en hemocitos de D.

melanogaster

Con el objetivo de desarrollar y validar el ensayo del cometa in vivo en células
de la hemolinfa de D. melanogaster, se han realizado estudios de
genotoxicidad previos con tres mutagenos estandar de accion bien conocida:
EMS, PDC y radiacion-y. Para ello, se han seleccionado tres concentraciones
de cada agente genotoxico, las cuales no resultaron toxicas y nos permitieron
obtener una viabilidad suficiente de larvas (> 50%) para llevar a cabo los
experimentos de genotoxicidad. Estas concentraciones fueron seleccionadas
de acuerdo a estudios genotéxicos previos realizados en nuestro laboratorio.

En la Tabla 21 se resumen los resultados obtenidos en el ensayo del

cometa in vivo en hemocitos de D. melanogaster por tratamientos con tres
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genotoxicos de accion conocida: EMS, PDC y radiacion-y. Por un lado, tanto el
EMS como el PDC fueron administrados a larvas de 72 horas de vida (tercer
estadio), durante 24 horas con concentraciones comprendidas entre 1 y 4 mM
para el EMS, y entre 0,5y 2,5 mM para el PDC. Por otro lado, larvas de 96
horas de vida (tercer estadio) fueron expuestas de manera aguda a la
radiacién-y a dosis que oscilaron entre 2 y 8 Gy. Inmediatamente después de
los tratamientos, las larvas fueron extraidas del medio de cultivo, para luego
obtener y aislar los hemocitos de la hemolinfa de las larvas, para su posterior

analisis en el ensayo del cometa.

Los resultados indicaron que las larvas de D. melanogaster expuestas a
los tres genotoxicos, muestran una claro incremento dosis-respuesta en el
dafio del DNA como lo demuestran los valores obtenidos del % de DNA en la
cola. Los tres agentes genotéxicos analizados, a las concentraciones y dosis
evaluadas mas bajas, no mostraron un dafio genético significativo en las

células de los individuos expuestos (Tabla 21).

Estos mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 13 A-C,
donde se puede observar que el promedio del parametro % DNA cola en
hemocitos causado por los diferentes tratamientos con EMS, PDC vy radiacion-
Y, aumenta en funcién a la concentracion o dosis aplicada, indicando que a una
mayor concentracién o dosis, mayor es el dafio genético causado por los
agentes genotoxicos. Asi, en el presente estudio, los tres agentes genotéxicos
evaluados inducen un dafio genético detectable con el ensayo del cometa en
hemocitos de Drosophila, lo que demuestra la bondad del ensayo desarrollado.
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4.3.2. Resultados de la genotoxicidad de metales pesados con el

ensayo del cometa en hemocitos de D. melanogaster

4.3.2.1. Genotoxicidad de los compuestos de mercurio

En la Tabla 22, se resumen los resultados obtenidos con el ensayo del cometa
en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas a HgCl,. El compuesto
fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en
concentraciones que fluctuaron entre 1 y 50 uM. Los tratamientos fueron
administrados por ingestion durante un periodo de 24 horas. Después de los
tratamientos, se extrajo la hemolinfa de las larvas y se procedié a la obtencion
y aislamiento de los hemocitos, para su posterior analisis en el ensayo del

cometa.

Los resultados obtenidos indican que de los tratamientos realizados con
tres diferentes concentraciones de HgCl, (1, 5 y 50 yM) no indujeron un
incremento significativo en el dafio genético expresado como el % de DNA en
la cola en hemocitos de larvas de D. melanogaster, con respecto al control
negativo. Por otro lado, el control positivo realizado en paralelo con 4 mM de
EMS mostré una clara respuesta positiva, lo que avala la bondad de los
resultados negativos observados.

Estos mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 14, donde se
observa que el promedio del % de DNA en la cola inducido por diferentes
tratamientos con HgCl,, no supera al del control negativo, indicando que no
existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs. el

control negativo.

En la Tabla 23, se resumen los resultados obtenidos con el ensayo del
cometa en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas al CH3HgCI. El
compuesto fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en
concentraciones que fluctuaron entre 0,5 y 5 pM. Después de 24 horas de
exposicion, la hemolinfa de las larvas tratadas fue extraida y procesada para
obtener hemocitos aislados, para asi llevar a cabo el ensayo del cometa.

A diferencia de los resultados obtenidos con el mercurio inorgénico, los
tratamientos realizados con tres concentraciones de CHsHgCI (0,5, 1 y 5 uM)
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indujeron un incremento significativo en el dafio genético expresado como el %
de DNA en la cola en hemocitos, a la maxima concentracion ensayada (5 M)

con respecto a lo observado en el control negativo.

Por otro lado, el control positivo realizado en paralelo con 4 mM de EMS
mostré una clara respuesta positiva, lo que avala los resultados positivos
observados y la bondad del protocolo seguido.

Los mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 15, donde se
observa que el promedio del % de DNA en la cola inducido por diferentes
tratamientos con CH3HgCIl, supera al del control negativo, indicando que
existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs.

control negativo.
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88

22 ns ns
20 ns < -

% DNA cola

Control 1 5 50 EMS 4 mM
HgCl; (uM)

Figura 14. Dafio genético producido por el HgCl, en hemocitos de D.
melanogaster, medidos como el % DNA cola (promedio £ error estandar). ns,
no significativo; ™ P < 0,01 en comparacion con el control negativo.

30 >
28
26
S 24
8 22 s -
< 20 ns
2 18
x 16
14
12
10
Control 0,5 1 5 EMS 4 mM

CH3HgClI (pM)
Figura 15. Dafio genético producido por el CHsHgCl en hemocitos de D.

melanogaster, medidos como el % DNA cola (promedio % error estandar). ns,
no significativo; ™ P < 0,01 en comparacion con el control negativo.
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4.3.2.2. Genotoxicidad de los compuestos de plomo

En la Tabla 24 se resumen los resultados obtenidos con el ensayo del cometa
en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas a PbCl,. EI compuesto
fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) a
concentraciones comprendidas entre 2 y 8 mM. Los tratamientos fueron
administrados por ingestion durante un periodo de 24 horas. Después de los
tratamientos, se extrajo la hemolinfa de las larvas y se procedié a la obtencion
y aislamiento de los hemocitos, para su posterior analisis en el ensayo del

cometa.

Los resultados obtenidos indican que los tratamientos realizados con
tres concentraciones de PCl; (2, 4 y 8 mM) no indujeron un incremento
significativo en el dafio genético expresado como el % de DNA en la cola en
hemocitos de larvas de D. melanogaster, en comparacion con el control
negativo. Por otro lado, el control positivo realizado en paralelo con 4 mM de
EMS mostré una clara respuesta positiva, al incrementar notablemente el dafio

genético en hemocitos, lo que avala los resultados negativos observados.

Estos mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 16, donde se
observa que el promedio del % de DNA en la cola inducido por diferentes
tratamientos con PbCl,, no supera al del control negativo, indicando que no
existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs. el

control negativo.

En la Tabla 25 se presenta el dafio genético producido por el Pb(NO3),
medido como % de DNA en la cola en hemocitos de larvas de D. melanogaster.
El compuesto fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en
concentraciones comprendidas entre 2 y 8 mM. Después de 24 horas de
exposicion, se llevé a cabo el ensayo del cometa en hemocitos previamente

aislados de la hemolinfa de las larvas tratadas.

Los tratamientos realizados con tres diferentes concentraciones
Pb(NO3), (2, 4 y 8 mM) indujeron un incremento significativo en el dafio
genético expresado como % de DNA en la cola en hemocitos de Drosophila,

con respecto al control negativo. Este incremento en el dafio genético fue
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significativo para las tres concentraciones evaluadas. Por otro lado, el control
positivo realizado en paralelo con 4 mM de EMS mostré una clara respuesta
positiva, o que avala los resultados positivos observados y la bondad del
protocolo seguido.

Los mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 17, donde se
observa que el promedio del % DNA en la cola inducido por diferentes
tratamientos con Pb(NOs;),, supera al del control negativo, indicando que
existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs. el

control negativo.
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% DNA cola
=

Eﬁﬁﬁﬁ

Control EMS 4 mM
PbCIQ(mM)

Figura 16. Dafio genético producido por el PbCl, en hemocitos de D.
melanogaster, medidos como el % DNA cola (promedio £ error estandar). ns,

no significativo; ™ P < 0,01 en comparacion con el control negativo.

% DNA cola

22
20
18
16
14
12

Control EMS 4 mM
Pb(NOS)Q(mM)

Figura 17. Dafio genético producido por el Ph(NO3); en hemocitos de D.
melanogaster, medidos como el % DNA cola (promedio £ error estandar). * P
<0,05;* P < 0,01 en comparacion con el control negativo.
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4.3.2.3. Genotoxicidad de los compuestos de niquel

En la Tabla 26 se resumen los resultados obtenidos en el ensayo del cometa
en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas a NiCl,. El compuesto
fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en
concentraciones que fluctuaron entre 5 y 20 mM. El ensayo del cometa fue
aplicado a hemocitos aislados de la hemolinfa de las larvas tratadas en cada

experimento.

Los resultados obtenidos indican que los tratamientos realizados con
tres diferentes concentraciones de NiCl; (5, 10 y 20 mM) no indujeron un
incremento significativo en el dafio genético expresado como el % de DNA en
la cola en hemocitos de D. melanogaster, en comparacion al control negativo.
Por otro lado, el control positivo realizado en paralelo con 4 mM de EMS mostré
una clara respuesta positiva, lo que avala los resultados negativos observados.

Estos mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 18, donde se
observa que el promedio del % de DNA en la cola inducido por diferentes
tratamientos con NiCl,, no supera al del control negativo, indicando que no
existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs. el

control negativo.

En la Tabla 27 se resumen los resultados obtenidos con el ensayo del
cometa en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas al NiSO,. El
compuesto fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en
concentraciones que fluctuaron entre los 0,5y los 5 yM. Después de 24 horas
de exposicién, se realiz6 el ensayo del cometa en hemocitos de larvas de
Drosophila.

A diferencia de los resultados hallados con el NiCl;, los tratamientos con
NiSO, indujeron un incremento significativo en el dafio genético expresado en
el % de DNA en la cola en hemocitos, con respecto al control negativo. El
NiSO, mostré un incremento significativo del dafio genético en todas las
concentraciones evaluadas. Ademas, este incremento mostr6 una clara

relacion dosis-respuesta. Cabe sefialar que, a la maxima concentracion
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evaluada (20 mM de NiSQ,), se obtuvo un nivel de dafio genético similar al

hallado con el control positivo llevado a cabo con 4 mM de EMS.

Los mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 19, donde se
puede observar claramente que, a medida que aumenta la dosis de NiSOy, el
dafio genético expresado como % DNA en la cola también aumenta,

alcanzando un valor maximo a la concentracion de 20 mM.
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Figura 18. Dafio genético producido por el NiCl, en hemocitos de D.
melanogaster, medidos como el % DNA cola (promedio £ error estandar).
ns, no significativo; ™ P < 0,01 en comparacion con el control negativo.
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Figura 19. Dafio genético producido por el NiSO, en hemocitos de D.
melanogaster, medidos como el % DNA cola (promedio  error estandar). ns,
no significativo;* P < 0,05; ™ P < 0,01 en comparacion con el control negativo.
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5. DISCUSION

Ante todo, conviene sefalar que el presente trabajo de tesis doctoral se
enmarca dentro de la linea de investigacién implementada desde hace mas de
10 afios por el Grupo de Mutagénesis de la Universitat Autonoma de
Barcelona, y que tiene como objetivo principal el estudio de los mecanismos de
accion genotoxica de los metales pesados mediante ensayos in vivo, utilizando

D. melanogaster como organismo de estudio.

Diversas actividades humanas tales como la metalurgia y la quema de
combustibles fésiles constituyen las principales fuentes de emision de metales
pesados al medio, por lo que han incrementado de forma notable las
concentraciones de los metales pesados en los diferentes compartimentos
medioambientales. Esta contaminacion ha traido como consecuencia efectos
nocivos tanto para el medioambiente como para los organismos vivos que en el
se desarrollan, debido a sus altos niveles de bioacumulacion y toxicidad. Dada
esta doble problematica de creciente contaminacion y elevada toxicidad, los
metales pesados han sido objeto de estudio durante afios, especialmente
desde el punto de vista toxicologico, genotdxico y carcinogénico.

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado
qgue Drosophila es un buen modelo de trabajo para el estudio de los
mecanismos de accion genotoxica de algunos metales, tales como el cromo,
selenio, cadmio y arsénico (Amrani et al., 1999; Rizki et al., 2001; 2004; 2006).
Sin embargo, los mecanismos de accién genotoxica de muchos metales
pesados siguen aun sin ser conocidos. De esta manera, en el presente trabajo
nos planteamos contribuir a llenar este vacio, centrando nuestros esfuerzos en
estudiar los efectos genotéxicos de tres metales pesados considerados

actualmente como contaminantes importantes: el mercurio, el plomo y el niquel.
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5.1. Genotoxicidad de los metales pesados con el ensayo
SMART de alas en Drosophila

Cabe sefnalar que el ensayo SMART utilizado en este estudio presenta una
serie de ventajas a la hora de evaluar la actividad genotdxica de diferentes
tipos de agentes, tantos fisicos como quimicos. Una de las principales ventajas
radica en que es una prueba de corta duracién, lo cual implica una evaluacién
rapida, sencilla y econémica de cualquier agente. Ademas, se trata de un
ensayo in vivo que utiliza un organismo eucariota no mamifero, evitando asi los
problemas de limitacion en el nimero de individuos utilizados que l6gicamente
conllevan los ensayos con mamiferos. Y, por dltimo, se trata de un ensayo que
puede detectar un amplio rango de dafio genético, entre ellos la recombinacién
mitética, la cual es de mucho interés para la deteccibn de compuestos
potencialmente carcinogénicos, ya que se ha sefialado que este proceso puede
estar relacionado con el desarrollo de canceres en humanos (Stettler y
Sengstag, 2001; Wijnhoven et al., 2003; Wang et al., 2006).

Como ya se ha mencionado anteriormente, este ensayo presenta una
gran versatilidad, lo cual permite que su uso y aplicacion sean muy variados.
Asi, los trabajos realizados hasta ahora involucran diversas areas como, por
ejemplo, el estudio sobre la relacién estructura-actividad de distintos grupos de
compuestos quimicos, la evaluacién genotdxica de compuestos simples y
mezclas complejas, estudios sobre antimutagénesis, tanto de compuestos
especificos como de mezclas y la evaluaciébn genotoxica de contaminantes

ambientales, entre otros.
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5.1.1. Compuestos de mercurio

Actualmente, se considera que el mercurio es uno de los contaminantes
medioambientales mas importantes, hallandose en aguas superficiales, y
subterrdneas, asi como en suelos y aire (Nriagu y Pacyma, 1988; Slemr y
Langer, 1992). La contaminacion por este metal se produce principalmente por
la quema de combustibles fosiles y vertidos industriales.

En los sedimentos, el mercurio inorganico puede ser convertido en
formas de metilmercurio por bacterias metanorganicas. Esta biotransformacion
constituye un serio riesgo ambiental, ya que el metilmercurio es el compuesto
de mercurio mas toxico y puede acumularse en la cadena tréfica acuatica,
eventualmente alcanzando la dieta de los humanos (Tchounwou et al., 2003).

En el presente trabajo, los tratamientos realizados con diferentes
concentraciones de mercurio, tanto inorganico como organico, no fueron
capaces de inducir incrementos significativos en la frecuencia de ninguna de
las tres categorias de clones mutantes analizados. Por un lado, estos
resultados podrian ser explicados por las bajas dosis aplicadas en este estudio,
dado que los individuos de la cepa mwh/flr® presentaron una alta sensibilidad a
bajas dosis de mercurio. Por otro lado, deficiencias en procesos metabdlicos y
de bioacumulacion del mercurio también podrian contribuir a explicar los
resultados negativos encontrados en este estudio. Aunque, obviamente,
también puede ocurrir que ninguno de los dos compuestos de mercurio

empleados sea genotdxico en este ensayo.

De acuerdo con la IARC, los compuestos organicos de mercurio estan
clasificados en el grupo 2B, es decir, como posibles carcinégenos en humanos.
En cambio, los compuestos inorganicos de mercurio estan clasificados en el
grupo 3 como agentes no carcindégenos en humanos (Boffeta, 1993).

Segun diferentes estudios realizados sobre la genotoxicidad del
mercurio, ésta es altamente dependiente del tipo de ensayo usado y los
resultados obtenidos son muy variados. En ensayos con bacterias, los
compuestos de mercurio no inducen mutaciones puntuales o génicas (Shirasu
et al., 1976; Brown et al., 1978; Bruce y Heddle, 1979; Kanematsu et al., 1980;
Brandi et al., 1990); sin embargo, pueden ejercer efectos genotdxicos sobre los

cromosomas de las células eucariotas, provocando clastogenicidad y
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aneuploidia (Migliore et al., 1999; Thier et al., 2003; Bonacker et al., 2004). En
humanos, los estudios de biomonitorizacibn de colectivos expuestos al
mercurio muestran tanto resultados negativos como positivos e inconcluyentes,
por lo que no permiten establecer un comportamiento bien definido de la
genotoxicidad de este metal en exposicion in vivo (De Flora et al.,, 1994;
Franchi et al., 1994; Amorim et al., 2000; Cebulska-Wasilewska et al., 2005).

De acuerdo con numerosas investigaciones realizadas sobre la
genotoxicidad del mercurio, especialmente en estudios con cultivos celulares,
se ha reconocido que el dafio tipico que produce este metal a nivel
cromosomico corresponde a alteraciones en la segregacion de los cromosomas
(Betti et al., 1992; Migliore et al., 1999; Akiyama et al., 2001). Este tipo de dafio
se debe a que el mercurio es capaz de alterar la formacion del huso mitético
durante la division celular, ya que tiene una alta afinidad por los grupos
sulfhidrilo presentes en las proteinas de las fibras del huso mitético (De Flora et
al., 1994). En investigaciones recientes se ha detectado que el mercurio actia
especificamente sobre las proteinas del citoesqueleto, tales como la quinesina
y la tubulina, las cuales estan relacionadas con la segregacién de los
cromosomas, entre otras funciones celulares (Thier et al., 2003; Bonacker et
al., 2004; Stoiber et al., 2004). Otro tipo de dafio genético producido por este
metal es el causado por la acumulacién de especies reactivas de oxigeno en
las células, acompafiado por una reduccion del glutation, uno de los principales
antioxidantes celulares (De Flora et al.,, 1994). Por lo tanto, todos estos
estudios parecieran indicar que el mercurio no interacciona directamente sobre
el DNA y que los efectos observados serian el resultado de acciones indirectas.
Este comportamiento explicaria la complejidad de los resultados observados en
los estudios realizados para detectar la posible genotoxicidad de los
compuestos de mercurio.

A pesar de que existe informacién previa sobre los efectos genotdxicos
del mercurio en ensayos somaticos en D. melanogaster, ésta es escasa y no
permite una conclusién clara sobre la actividad genotdxica del mercurio en
Drosophila, debido a que sélo se han evaluado pocos compuestos y los efectos
genotoxicos obtenidos han sido negativos y/o débilmente positivos (Rasmuson,
1985; Yesilada, 2001). Sin embargo, una contribucion relevante al estudio de

los efectos genotdxicos de los compuestos organicos e inorganicos de mercurio
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ha sido proporcionada por sistemas de ensayo in vivo con células germinales
de Drosophila, evaluando diferentes efectos genéticos. En general, los
resultados obtenidos por diferentes investigadores no han sido concordantes vy,
por lo tanto, resultan dificiles de interpretar.

Asi, los compuestos organicos de mercurio han demostrado ser capaces
de inducir mutaciones letales recesivas ligadas al cromosoma X en D.
melanogaster (Mathew y Al-Doori, 1976; Gayathri y Krishnamurthy, 1985;
Magnusson y Ramel, 1986); en cambio, el mercurio inorganico no ha mostrado
una actividad genotdxica en el mismo ensayo (National Toxicology Program,
1993). Los ensayos realizados para la deteccién de induccion de letales
dominantes en Drosophila también dieron resultados negativos para
compuestos organicos (Gayathri y Krishnamurthy, 1985); sin embargo,
tratamientos realizados con larvas y adultos con mercurio inorganico aportaron
resultados positivos en ensayos de aneuploidia (Magnusson y Ramel, 1986;
Osgood et al., 1991).

De acuerdo con lo anteriormente mencionado, en D. melanogaster la
genotoxicidad del mercurio podria depender altamente del compuesto, del
blanco genético y del tipo celular utilizado; no obstante, hay que sefialar que los
resultados positivos obtenidos nunca han sido muy relevantes en cuanto su
magnitud. A pesar de que se han evidenciado procesos de metabolizacion y de
bioacumulacién de compuestos de mercurio en Drosophila (Ramel y
Magnusson, 1969), la diferente actividad de estas funciones entre distintas
cepas podria influir también sobre los resultados discordantes encontrados en
la literatura respecto de la actividad genotéxica (Osgood et al., 1991). En
relacion a lo mencionado, estudios recientes llevados a cabo en nuestro
laboratorio han demostrado que Drosophila es incapaz de metabolizar el
arsénico, es decir, que no puede transformar el arsénico en sus formas
metiladas. Esto determinaria notablemente la falta de actividad genotéxica de
los compuestos inorganicos de este metal pesado en el ensayo SMART en alas
de D. melanogaster (Rizki et al.,, 2006). Esto sugiere que los resultados
negativos obtenidos en el presente trabajo podrian estar determinados también
por una falta de biometilacion de los compuestos de mercurio, lo que explicaria
en buena parte la respuesta negativa hallada con el mercurio inorganico, asi

como su menor toxicidad. Los andlisis de toxicidad de los compuestos de
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mercurio realizados en este estudio mostraron una baja resistencia de los
individuos de la cepa mwh/fir® a dosis bajas de este metal, permitiendo sélo
una evaluacion genotdxica a dosis bajas y, presuntamente, con un menor
potencial genotéxico. Por tanto, podria ser que la elevada toxicidad del
mercurio en Drosophila encubriese su potencial genotdxico, y éste no se

pudiera manifestar, dado que las células con dafio en el DNA no serian viables.

5.1.2. Compuestos de plomo

El plomo es un contaminante ambiental importante, el cual puede inducir
efectos toxicos en los sistemas biolégicos. Se sabe que puede ocasionar
efectos deletéreos en muchos tejidos y érganos, entre los cuales los mas
afectados son el sistema nervioso, el renal y el reproductivo. Las principales
fuentes de exposicion en humanos son por inhalacion y por ingestion.
(Skerfving y Bergdahl, 2007).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sobre evaluacion de los
compuestos de plomo con el ensayo SMART en alas, muestran una clara
respuesta negativa. Cabe sefialar que los resultados aqui obtenidos no difieren
mucho de los hallados por otros investigadores, ya que los compuestos de
plomo son considerados mutadgenos débiles y sus propiedades genotoxicas
dependen altamente de las caracteristicas quimicas del compuesto de plomo
analizado y del sistema de ensayo utilizado para medir su potencial
mutagénico. Sin embargo, dada la baja toxicidad general observada, puede ser
gue los compuestos de plomo evaluados en el presente trabajo no posean
genotoxicidad demostrable con el ensayo SMART en alas.

Los efectos genotdxicos de los compuestos de plomo han sido bien
documentados en sistemas de ensayo in vitro, asi como en experimentos con
animales y humanos expuestos al plomo (Beyersmann y Hartwing, 2008). En
general, los compuestos de plomo han mostrado ser mutagenos débiles en
ensayos realizados con bacterias. A pesar de que en estudios recientes se han
documentado efectos significativos del plomo en células humanas, como por
ejemplo, la induccion de clastogénesis, aneuploidia y roturas de simple y doble
cadena en el DNA de células humanas (Thier et al., 2003; Wozniak y Blasiak,
2003; Bonacker et al., 2004; Holmes et al., 2006; Pasha Shaik et al., 2006),
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estos efectos genotdxicos parecen estar restringidos sélo a algunos
compuestos de plomo que presentan poca solubilidad tales como el acetato de
plomo y el cromato de plomo, mientras que los compuestos solubles (p. ej.
nitrato y cloruro de plomo) muestran efectos negativos o débilmente positivos
en algunos casos, sugiriendo que la solubilidad de los diferentes compuestos
de plomo es un factor importante y que podria determinar su genotoxicidad, o
gue ésta podria ser un resultado de su insolubilidad (Winder y Bonin, 1993;
Hartwig, 1998).

Existe un numero importante de estudios llevados a cabo en relacion a
los efectos genotdxicos en humanos expuestos al plomo y la mayoria de ellos
corresponden a exposiciones medioambientales u ocupacionales. Los
resultados obtenidos son bastantes consistentes, indicando que una exposicion
laboral al plomo puede suponer un riesgo genético (Duydu et al.,, 2001;
Vaglenov et al.,, 2001; Palus et al., 2003). Esto confirmaria los resultados
obtenidos in vitro con compuestos inorganicos, que muestran efectos
genotoxicos basados principalmente en el dafio a los cromosomas, por
ejemplo, clastogénesis y aneuploidia (Hartwing, 1994; Johnson, 1998). A pesar
de que los mecanismos de estos efectos genotéxicos aln no estan del todo
claros, algunos investigadores han sugerido que los posibles mecanismos de
accion mas relevantes serian la produccion de EROs y/o la inhibicion de los
mecanismos de reparacion del DNA (Beyermann y Hartwing, 2008).

Estas variaciones de los efectos genotdxicos, en funcién del tipo de
compuesto estarian de acuerdo con lo descrito por la IARC, que clasifica los
compuestos inorganicos de plomo como posibles carcinbgenos en humanos
(grupo 2B), mientras que los compuestos organicos de plomo los clasifica en el
grupo 3, como agentes no carcind6genos en humanos (Boffeta, 1993). Estudios
recientes demuestran que los compuestos inorganicos de plomo presentan una
débil asociacién con la formacion de algunos tipos de canceres, como de
pulmén y de estobmago, pero esta evidencia epidemiologica es aun limitada
(Steenland y Boffeta, 2000).

La informacién disponible actualmente sobre la genotoxicidad del plomo
en sistemas de ensayo que utilizan Drosophila como organismo modelo es

escasa y solo incluye el analisis de algunos compuestos. En resumen, estos
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estudios han analizado los efectos genotoxicos del plomo en células
germinales y somaticas, pero los resultados obtenidos son poco concluyentes y
no muestran una tendencia clara. Por un lado, un estudio llevado a cabo en
células germinales demostré que los compuestos organicos e inorganicos de
plomo no inducen aneuploidia en Drosophila (Ramel y Magnusson, 1979). Por
otro lado, en pruebas realizadas con el ensayo SMART en ojos de Drosophila
los resultados obtenidos fueron negativos para el cloruro de plomo y el nitrato
de plomo (Rasmuson, 1985), mientras que en estudios llevados a cabo con el
ensayo SMART en alas, el nitrato de plomo indujo efectos débilmente positivos
(Yesilada, 2001).

De acuerdo con lo anterior, parece ser que la genotoxicidad del plomo
en Drosophila depende altamente de los compuestos evaluados y del ensayo
utilizado para medir el dafio genético. Sin embargo, es importante mencionar
que la informacion existente es limitada y no permite una valoracion general
apropiada; por lo tanto, es dificil extraer conclusiones definitivas sobre los
efectos genotdxicos de este metal en Drosophila, aunque en caso de
producirse, han de ser muy débiles.

5.1.3. Compuestos de niquel

El niquel es un metal toxico que puede producir efectos adversos en el sistema
inmunitario, neurolégico, reproductivo, ademas de generar cancer en personas
expuestas a dicho agente (Das et al., 2008). Las principales fuentes de emision
de niquel provienen mayoritariamente de las actividades antropogénicas
relacionadas con la metalurgia, la mineria y la quema de combustibles fésiles y
desechos industriales. Actualmente, el niquel es considerado un metal
contaminante importante, por lo cual ha sido muy estudiado desde el punto de
vista toxicologico y carcinogénico (Klein y Costa, 2007).

Por lo que respecta a la genotoxicidad del niquel, ésta ha sido objeto de
una reciente revision (Beyersmann y Hartwig, 2008). En humanos expuestos a
compuestos solubles o pocos solubles de niquel, se han observado ligeros

incrementos (no significativos) en la frecuencia de intercambios entre
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cromatidas hermanas en linfocitos de sangre periférica (Waksvik et al., 1984;
Deng et al., 1988) y resultados negativos en la induccion de micronucleos en
células de la mucosa bucal (Kiilunen et al., 1997). En experimentos con
animales, los tratamientos con sales solubles de niquel han causado
aberraciones cromosdmicas y micronucleos (Sunderman et al., 1990; Dhir et
al., 1991). En cultivos de células de mamifero, los iones de niquel (Il
provocaron aberraciones cromosomicas, intercambios entre cromatidas
hermanas, roturas del DNA, enlaces DNA-proteina, pero tan sélo a
concentraciones bajas y no citotéxicas. Ademas, las sales solubles de niquel
mostraron ser débilmente mutagénicas en células de mamiferos, pero inactivas
en la mayoria de las pruebas mutagénicas con bacterias. Al menos, se han
propuesto tres mecanismos principales de accion genotéxica para explicar los
efectos del niquel: la generacién de EROs, la interferencia con los procesos de
reparacion del DNA y los mecanismos epigenéticos que inducen un aumento

en la proliferacion celular.

Por lo que respecta al posible riesgo carcinogénico de niquel, la IARC ha
considerado que los compuestos de niquel presentan evidencias suficientes de
carcinogenicidad, tanto en humanos como en animales de experimentacion,
(grupo 1A). Sin embargo, los compuestos metalicos de niquel no han mostrado
evidencias suficientes de cancer en humanos, por lo cual han sido clasificados

en el grupo 2B como posibles carcindgenos (Boffeta, 1993).

En el presente estudio hemos observado que el niquel no ha mostrado
tener una actividad mutagénica y recombinogénica detectable en el ensayo
SMART en alas. Posibles explicaciones a los resultados negativos hallados
podrian estar relacionadas con el tipo de compuesto evaluado o con el blanco
genético utilizado.

El niquel es un metal pesado que, aunque presenta actividad
carcinogénica en humanos y en experimentos con animales, su potencial
mutagénico es deébil (Kasprzak et al., 2003). El hecho de que los compuestos
de niquel pueden aumentar la genotoxicidad en combinacion con otros agentes
gue dafian el DNA hace suponer una accién indirecta de los compuestos de

niquel en los procesos genotéxicos y/o cancerigenos. De esta manera, y
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aunque los mecanismos de accién genotéxica del niquel no estan
completamente aclarados, los datos existentes parecen indicar que la inhibicion
de diferentes procesos de reparacion del DNA podrian ser un mecanismo
importante a la hora de explicar la genotoxicidad y carcinogenicidad del niquel
(Hartwig y Schwerdtle, 2002).

En general, la informacién disponible sobre los efectos mutagénicos del
niquel en Drosophila es escasa y se limita a datos basados mayoritariamente
en estudios realizados a nivel somatico. Por un lado, en el ensayo SMART en
ojos de Drosophila (sistema UZ), los compuestos solubles de niquel no
mostraron una actividad mutagénica (Rasmuson, 1985). Sin embargo, el niquel
presentd una actividad genotdxica débil en el ensayo SMART en alas, aunque
tan sélo a concentraciones altas y con compuestos de niquel que son poco
solubles en agua (Ogawa et al., 1994; Yesilada, 2001; Chiu et al., 2004). Por
otro lado, las escasas aproximaciones utilizando ensayos con células
germinales indican que el sulfato de niquel, un compuesto poco soluble, puede
ser un genotoxico débil en los ensayos SLRLT y de aneuploidia (Rodriguez-
Arnaiz y Ramos, 1986). No existe informacién previa sobre la interacciéon del
niquel con otros agentes mutagénicos en D. melanogaster, lo cual impide saber
si el niquel puede ser comutageno, o producir otros efectos en el DNA; por lo
tanto, son necesarios nuevos estudios que involucren tratamientos combinados
del niquel en un mismo disefio experimental a la hora de establecer efectos

moduladores de la genotoxicidad del niquel en Drosophila.

Los resultados débiles e inconcluyentes obtenidos en la determinacion
de la genotoxicidad del niquel en D. melanogaster podrian estar relacionados
con el tipo de compuesto, el sistema de ensayo y el tipo celular utilizado; sin
embargo, hay que sefialar que los resultados obtenidos por diferentes autores
muestran que el niquel presenta una actividad genotoxica débil o una falta de
genotoxicidad. Por lo tanto, con genotéxicos muy débiles es normal encontrar
ya sea resultados ligeramente positivos como negativos, independientemente

del ensayo utilizado y/o del blanco genético seleccionado.
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5.2. Interaccion de los metales pesados con la radiacion-y

El desarrollo de los ensayos SMART ha proporcionado técnicas sensibles,
econdémicas y rapidas para la investigacion de las propiedades mutagénicas y
recombinogénicas de una gran variedad de compuestos quimicos. En este
sentido, cabe destacar la eficacia de los tratamientos combinados con agentes
quimicos y fisicos a fin de estudiar propiedades antimutagénicas y otros efectos
moduladores. Este tipo de estudios son muy importantes en la evaluacién de
las propiedades genotédxicas de los metales, ya que se estima que muchos de
ellos pueden interferir con los mecanismos de reparacion, modulando los

efectos de otros agentes de probada actividad genotoxica.

Asi, los estudios de interaccién tienen como objetivo conocer si un
determinado compuesto muestra algun tipo de interaccién en tratamientos
combinados con un mutageno conocido (p. ej. EMS o radiacién-y). Por tanto, si
un compuesto tiene la capacidad de aumentar significativamente los efectos
mutagénicos del mutdgeno estandar, se le puede clasificar como comutagénico
o con efecto sinérgico; en cambio, si este compuesto muestra una reduccion de
los efectos mutagénicos, quiere decir que es un compuesto antimutagénico o
de comportamiento antagénico. Finalmente, si un agente no es capaz de alterar
estos efectos, tiene un comportamiento aditivo; es decir, no interfiere con
ninguno de los mecanismos por los cuales el genotdxico estandar utilizado

ejerce su accién genotoxica.

En general, los estudios de interaccion llevados a cabo son escasos,
debido quizas a la dificultad que conlleva realizarlos y/o a la falta de ensayos
adecuados que permitan este tipo de evaluaciones. Sin embargo, en los
ultimos afios ha habido un creciente interés por estos estudios, sobre todo por
el hecho de que se pueden conocer posibles alteraciones en los mecanismos
de reparacion y/o determinar el efecto protector de algunos compuestos
qguimicos sobre el DNA.

Como ya se ha mencionado anteriormente, los metales pesados pueden
inducir dafio en el DNA por diferentes mecanismos indirectos. Entre ellos, los
gue han tomado mas fuerza a la hora de explicar la genotoxicidad de los
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metales son los que conducen a la generacién de EROs, que pueden producir
dafio oxidativo en el DNA vy la inhibicién de la mayoria de los sistemas de
reparacion como resultado de la inestabilidad gendmica y la acumulacion de
mutaciones criticas. Este Gltimo mecanismo de accidon puede ser una via
exclusiva por la cual algunos metales con efecto mutagénico débil (p. ej. Pby

Ni) puedan causar efectos nocivos en el material genético.

Es por estas razones que en el presente estudio nos hemos centrado en
conocer las posibles interacciones de los metales Hg, Pb y Ni con la radiacion-y
para obtener informacién sobre posibles efectos moduladores de estos metales
en la reparacién del DNA en Drosophila. Se ha escogido la radiacion-y en lugar
de compuestos quimicos para evitar interferencias desconocidas entre estos, lo
gue podria dificultar la interpretacién de los resultados. Asi, la radiacion seria
un agente genotéxico “limpio” en el sentido de que el agente como tal
desapareceria tras la irradiacion, permaneciendo sélo sus efectos genotéxicos.
De esta manera, cualquier alteracion en los efectos causados por el
cotratamiento, indicaria que éste afecta directamente sobre el dafio inducido o

los mecanismos celulares necesarios para procesar dicho dafo.

5.2.1. Mercurio vs radiacion-y

En primer lugar hay que destacar que los compuestos de mercurio ensayados
han resultado ser negativos en cuanto a su actividad genotoxica en el ensayo
SMART en alas de D. melanogaster. La informacion sobre los efectos
genotdéxicos a nivel somatico y germinal del mercurio en Drosophila muestra
resultados diversos y dificiles de interpretar, lo cual sugiere que la
genotoxicidad del mercurio depende del tipo de compuesto utilizado, del tipo
celular y del ensayo empleado. Ademas, los resultados obtenidos previamente
por Rasmuson (1985) en el ensayo SMART en ojos y Yesilada (2001) en el
ensayo SMART en alas, estan de acuerdo con los resultados obtenidos en el
presente estudio.

Los efectos moduladores del mercurio se han estudiado en diferentes

organismos y empleando diversos sistemas de ensayo, tanto in vitro como in
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vivo. Estos estudios han puesto de manifiesto diferentes efectos; sin embargo,
una evaluacion general de los resultados obtenidos indica que los compuestos
de mercurio presentan una actividad comutagénica débil en comparacion con
otros metales pesados (Hartwig, 1994). Asi, en sistemas de ensayos que
utilizan bacterias, el mercurio inorganico no mostré efectos comutagénicos en
tratamientos combinados con la radiaciéon UV (Rossman y Molina, 1986). En
estudios realizados con células de mamiferos en cultivo se han encontrado
resultados ambiguos. Asi, por un lado, el mercurio organico puede aumentar la
frecuencia de aberraciones cromosdmicas inducidas por la 4-NQO y el MMS,
mientras que el mercurio inorganico no mostré una interaccion significativa con
estos compuestos (Yamada et al., 1993). Por otro lado, el mercurio inorganico
no indujo un aumento de roturas en el DNA en tratamientos combinados con
radiaciéon ionizante (rayos X) en cultivos de células de mamifero (Burkart y
Ogorek, 1986). Ademas, estudios in vivo realizados en roedores no mostraron
efectos sinérgicos entre la combinacion del mercurio inorganico y el EMS, ni en
células somaticas ni en germinales (Poma et al.,, 1984). Asi pues, los
resultados existentes en la literatura sobre el papel comutagénico del mercurio
son variables, en funcidon del tipo del compuesto y del agente genotdxico
analizado en los cotratamientos, asi como en funcion del sistema de ensayo y

del organismo utilizado.

En el presente trabajo, los resultados obtenidos sobre la interaccion del
mercurio con la radiacion-y indican que, dentro del total de concentraciones
aplicadas, ninguno de los compuestos de mercurio aumento la genotoxicidad
inducida por la radiacion-y. Resultados similares se han encontrado en el
ensayo SMART en ojos de Drosophila (Rasmuson, 1985), donde el mercurio
organico no mostré efectos comutagénicos en tratamientos combinados con
radiacién ionizante (rayos X). Sin embargo, cuando este mismo compuesto se
combin6 con el MMS, el mercurio incrementd la formacion de clones mutantes
en ojos de Drosophila, sugiriendo que la interaccion del mercurio podria
depender del agente mutagénico utilizado en los estudios de interaccion.

De todos los datos obtenidos se desprende que los mecanismos de
genotoxicidad del mercurio son complejos y la informacién disponible dificulta el
poder llegar a conclusiones definitivas, por lo que se necesitan estudios mas
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profundos para entender el papel que tiene el mercurio en los procesos
genotoxicos. Sin embargo, hay que enfatizar la elevada toxicidad mostrada por
el mercurio en Drosophila, lo que dificulta detectar, si los hubiera, posibles

efectos mutagénicos o comutagénicos.

5.2.2. Plomo vs radiacion-y

La genotoxicidad del plomo, como sucede con otros metales, se ha asociado
principalmente a mecanismos indirectos, como son la induccién de dafio
oxidativo a través de la generacién de EROs y la interaccién con procesos de
reparacion del DNA (Hartwig, 1995). La posible interferencia con los
mecanismos de reparacion es una propuesta que estd ganando adeptos,
debido a que el plomo es un mutageno débil, pero en estudios in vitro ha
demostrado que puede interferir en los procesos de reparacién del DNA y
puede actuar sinérgicamente con otros mutagenos (Steenland y Boffeta, 2000).
Sin embargo, la inducciéon de dafio oxidativo en el DNA por el plomo es un
tema discutido, debido a que tiene lugar con compuestos de plomo mas
insolubles y con exposiciones que incluyen concentraciones mas elevadas y

citotéxicas.

En general, existen pocos datos disponibles acerca de los efectos del
plomo sobre la inhibicién de la reparacién del DNA, y la mayoria de ellos se
centran en resultados obtenidos en estudios in vitro con células de mamifero.
Aunque no existe informacion previa sobre los posibles efectos moduladores
del plomo en sistemas de ensayos en bacterias, los compuestos de plomo
muestran un incremento de los efectos genotdxicos de la radiacién UV y de los
agentes alquilantes en células de mamifero, sugiriendo que la interferencia con
los sistemas de reparacién parece ser la causa mas probable (Hartwig et al.,
1990; Roy y Rossman, 1992). Sin embargo, algunos estudios realizados in vivo
muestran que pueden haber efectos aditivos cuando existe una coexposicion
del plomo con el humo de tabaco (Rajah y Ahuja, 1995) y con la radiacion
ionizante (Restrepo et al., 2000). No obstante, hay que recordar que existen
distintos mecanismos involucrados en la reparacién del DNA y que estos se

pueden activar en funcién del dafio producido. Asi, no deberia resultar extrafio
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encontrar efectos sinérgicos frente a la accién de determinadas genotoxinas y
aditivos. Esto podria aportar informacion acerca de la ruta de reparacién sobre
la que actua el compuesto seleccionado, en este caso el plomo.

Se debe sefalar que los compuestos de plomo evaluados en este
estudio no han presentado una actividad genotdxica detectable en el ensayo in
vivo SMART en alas de D. melanogaster, lo cual va de acuerdo con los
resultados observados previamente por diferentes autores en D. melanogaster
tanto a nivel germinal (Ramel y Magnusson, 1979) como a nivel somético
(Rasmuson, 1985; Yesilada, 2001).

En nuestro estudio de interaccion entre el plomo y la radiacion-y,
observamos que ninguno de los dos compuestos de plomo analizados
incrementa los efectos genotdxicos de la radiacion-y, indicando que el plomo
tiene un claro efecto aditivo. A pesar de que no existen aproximaciones sobre
la interaccién del plomo con agentes mutagénicos en Drosophila, lo cual nos
impide hacer posibles comparaciones, estudios in vivo previos realizados con
linfocitos humanos expuestos simultdneamente al plomo y al humo de tabaco
muestran que este metal no incrementa la frecuencia de intercambios entre
cromatidas hermanas (Rajah y Ahuja, 1995). Ademas, Restrepo et al. (2000)
también obtuvieron resultados similares cuando observaron que no habia
diferencias significativas entre las roturas de cadena simple causadas por una
exposicion al plomo y las roturas generadas después de una irradiacion de las
mismas células con radiacion ionizante (rayos X). Esto sugiere que, en estudios
in vivo, el plomo no muestra un comportamiento sinérgico con otros agentes
mutagénicos, en comparacion a los estudios in vitro, lo cual pareceria indicar
que el plomo no interfiere en la reparacion del DNA. Posibles explicaciones a
estas diferencias son dificiles de establecer dada la poca informacién existente
sobre los efectos moduladores del plomo en sistemas de ensayos in vivo. Sin
embargo, estos resultados abren la posibilidad de que otros mecanismos, fuera
de la interferencia con los mecanismos de reparacién, puedan estar
involucrados en la genotoxicidad del plomo. Se necesita llevar a cabo nuevos
estudios que involucren otros ensayos in vivo para dilucidar el papel que juega
el plomo en la reparacion del DNA.
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5.2.3. Niquel vs radiacion-y

A diferencia de lo que sucede con los otros dos metales evaluados, la actividad
comutagénica del niquel ha sido ampliamente estudiada en diferentes sistemas
de ensayo in vivo e in vitro; sin embargo, de los resultados se desprende la
existencia de claros efectos comutagénicos del niquel en sistemas in vivo. Es
en este contexto que el presente estudio se disefié para poder clasificar los
efectos del niquel sobre la genotoxicidad de la radiacion-y, y en nuestro caso
utilizamos el ensayo in vivo SMART de alas de Drosophila.

En estudios in vitro, el niquel ha mostrado poseer un claro efecto
comutagenico, interfiriendo con varias vias de reparacion del DNA. Asi, los
iones de niquel pueden aumentar la genotoxicidad producida por el MMS, la
radiacibn UV y otros agentes genotoxicos (Hartwig, 1995), como se ha
demostrado en bacterias donde los compuestos de niquel pueden aumentar la
frecuencia de mutaciones puntuales en combinacion con la radiacién UV
(Rossman, 1981). Efectos similares se han encontrado en células de mamifero
donde el niquel puede provocar el aumento de mutaciones y de intercambios
entre cromatidas hermanas, cuando se combina con el benzo[a]pireno, la
radiaciéon UV vy la radiacion-y (Rivedal y Sanner, 1980; Lee-Chen et al., 1993;
Takahashi et al., 2000). Por otro lado, también se han documentado efectos
comutagénicos del niquel, a concentraciones no citotoxicas, en linfocitos
humanos coexpuestos in vitro a la radiacion UV y al compuesto alquilante
MNNG (Wozniak y Blasiak, 2004).

En resumen, la interferencia de los mecanismos de reparacién del DNA
por el niquel parece estar bien documentada y puede ser un buen argumento
para explicar el aumento de los efectos mutagénicos observados en
combinacién con otros agentes que dafian el DNA (Hartwig et al., 1994a;
Hartmann y Hartwig, 1998; Iwitzki et al., 1998).

A pesar de que los mecanismos precisos por los cuales el niquel puede
inhibir la reparacién del DNA no estan claros, algunos datos sugieren que, en
general, los procesos de reparacion por escision se ven afectados (Hartwig,
1994). El hecho de que tanto el aumento del dafio genético como la inhibicién
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de la reparacién ocurra a concentraciones no citotoxicas indica su posible

relevancia en la genotoxicidad de los compuestos de niquel (Hartwig, 1995).

En nuestro estudio, los resultados obtenidos indican que los compuestos
de niquel modifican significativamente los efectos genotdxicos producidos por
la radiacion-y, lo que avalaria lo antes indicado. Por un lado, el cotratamiento
con NiCl, muestra un claro incremento dosis-respuesta de la frecuencia de
todas las categorias de sectores mutantes. Por otro lado, el NiSO, también
induce un incremento significativo de la frecuencia de los tres tipos de clones
mutantes bajo las tres concentraciones aplicadas. Asi, los resultados obtenidos
muestran que tanto el NiCl, como el NiSO4 presentan un comportamiento de

tipo sinérgico en tratamientos combinados con la radiacion-y.

A pesar de que no existe informacion sobre la interaccion del niquel con
agentes mutagénicos en Drosophila, lo que nos impide hacer posibles
comparaciones, estudios realizados con células de hamster chino muestran
qgue el niquel inhibe la reparacion de las roturas de doble cadena de DNA
causadas por la radiacién-y (Takahashi et al., 2000). Por lo tanto, la acciéon
sinérgica de los compuestos de niquel observada en nuestro estudio puede
estar relacionada con la capacidad de este metal de inhibir los procesos de
reparacion de las dobles roturas del DNA causadas por la radiacion-y en
Drosophila.
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5.3. Ensayo del cometa en hemocitos de Drosophila

Uno de los aspectos mas relevantes de nuestro trabajo ha sido el disefar y
poner a punto el ensayo del cometa en Drosophila con un tipo celular no
utilizado hasta ahora, como lo son los hemocitos.

Como ya se ha comentado, el ensayo del cometa es una de las técnicas
mas sensibles, rapidas y econdmicas para la evaluacién genotoxica, que
permite la evaluacién tanto cuantitativa como cualitativa del dafio en el DNA, en
cualquier tipo de célula eucariota. Estas caracteristicas han conducido a que
esta técnica sea una de las mas populares para la evaluacién genotdxica,
aplicandose en diferentes areas como, por ejemplo, toxicologia genética,
monitorizacion ambiental y biomonitorizacion de poblaciones humanas
expuestas accidental, laboral o clinicamente. A pesar de esta creciente
expansion del ensayo del cometa, su aplicacion en Drosophila ha sido més
bien modesta, lo que plantea el reto de su optimizacion con un protocolo facil

gue permita extender su uso.

Una de las ventajas del ensayo del cometa para los estudios de
genotoxicidad in vivo es la posibilidad de emplear cualquier tipo de tejido como
material de analisis, lo que ha hecho que este ensayo sea versatil y pueda ser
adaptado y aplicado a diferentes organismos modelo, incluyendo levaduras,
moluscos y anélidos, entre otros. Aunque teéricamente cualquier tipo de célula
puede ser utilizado, parece obvio que aquellas que supongan un protocolo mas
simple constituyan la primera opcién a la hora de realizar este ensayo. Sin
embargo, la sencillez no debiera ser Unico requisito, ya que su relevancia en
toxicologia genética, deberia ser el factor selectivo al escoger uno u otro tipo
celular. Asi, aquellas células/tejidos que supongan una mayor exposicion
deberian ser las utilizadas en estudios de genotoxicidad.

Recientemente, el ensayo de cometa ha sido adaptado y aplicado en D.
melanogaster para la evaluacion de diferentes compuestos quimicos y
contaminantes ambientales (Mukhopadhyay et al., 2004; Siddique et al., 2005a;
b; 2008). Estos estudios, que utilizan como blanco células de ganglios

cerebrales e intestinales, han demostrado que Drosophila es un modelo
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adecuado para la evaluacién genotoxica in vivo utilizando esta técnica.
Ademas, este ensayo ofrece la posibilidad de detectar mecanismos de
mutagénesis, relacionados con efectos en la reparacion del DNA en D.
melanogaster como se ha observado frente a la exposiciéon con MMS, EMS y
ENU utilizando neuroblastos (Bilbao et al., 2002).

Dado que en los estudios in vivo que utilizan mamiferos o humanos los
linfocitos de sangre periférica constituyen el material generalmente utilizado,
parece logico plantearse utilizar un sistema equivalente en Drosophila. Aunque
en invertebrados no existe un sistema circulatorio similar al de los mamiferos, y
la circulacion es abierta, si que existe un sistema celular equivalente al de los

linfocitos en mamiferos: los hemocitos presentes en la hemolinfa.

5.3.1. Puesta a punto del ensayo del cometa en hemocitos de
Drosophila

La hemolinfa de los invertebrados ha sido considerada como uno de los tejidos
mas apropiados para la evaluacion de genotoxicidad de diferentes compuestos
guimicos y contaminantes ambientales, debido a su papel fisiolégico en el
transporte de sustancias toxicas y en los mecanismos de defensa, estando
expuesta directamente a los distintos agentes quimicos (Mersch et al., 1996;
Rigonato et al., 2005; Villela et al., 2006, 2007). Ademas, ha demostrado ser un
tejido muy sensible al dafio producido por diferentes agentes, tales como el
MMS y el H,O; (Rigonato et al., 2005; Cheung et al., 2006) y a contaminantes
ambientales como el sulfato de cobre y el pentaclorofenol (Villela et al., 2006).
En comparacién a otros tejidos de invertebrados (e.g. branquias) la hemolinfa
es mejor a la hora de realizar estudios in vivo con el ensayo del cometa, ya que
es mucho mas facil de extraer, manipular y obtener células aisladas (Rank y
Jensen, 2003).

Recientemente, el ensayo del cometa in vivo se ha desarrollado y
aplicado en diversas células somaticas de Drosophila. Sin embargo, en estos
estudios el ensayo del cometa se ha aplicado sélo a algunos tejidos del sistema

nervioso y del intestino, mientras que las células sanguineas o hemocitos de
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Drosophila no han sido objeto de estudio con este sistema de ensayo, lo que
da una especial relevancia a nuestro estudio.

El desarrollo del ensayo del cometa utilizando un nuevo sistema celular
requiere: a) una facil obtencién y en cantidades suficientes de las células
deseadas, b) unos valores basales de dafio genético similares a los
observados en otros sistemas celulares, y ¢) una demostracién de que estas
células son sensibles a la accion genotdxica de mutagenos estandar. Estos tres
aspectos los cumple satisfactoriamente el protocolo desarrollado con
hemocitos.

Respecto al primer punto, tanto el nimero de células obtenido como su
calidad son méas que suficientes para llevar a cabo los estudios con el ensayo
del cometa. En este punto, hay que resaltar que al estar los hemocitos en
suspensién, no requieren ninguna manipulacién agresiva para su obtencién. El
procedimiento para disgregar un tejido puede dafiar el DNA, lo que se
manifestaria en unos niveles basales de dafio elevados, resultado de la
manipulacion. Esto no sucede con nuestra propuesta de protocolo, por lo que
los niveles observados de dafio son bastante bajos. Por lo que respecta al
tercer aspecto, a continuacion se discuten los resultados obtenidos en el
estudio piloto.

El estudio piloto para conocer la sensibilidad de los hemocitos consistio
en la primera evaluacién de los efectos genotoxicos del EMS, PDC vy la
radiacién-y. Los tratamientos realizados por 24 + 2 horas a las larvas de tercer
estadio, con dosis mutagénicas de EMS, PDC vy radiacion-y, claramente
indujeron dafio en el DNA de los hemocitos; ademas, los analisis sugieren que
los hemocitos muestran un evidente efecto dosis-respuesta entre el incremento
de las dosis de los tres agentes mutagénicos aplicados y el incremento de
lesiones en el DNA medidos con el % de DNA en la cola, demostrando que D.
melanogaster es un buen bioindicador de exposicion a agentes genotdxicos por
medio de este tipo de células y ensayo.

A pesar de que las células del intestino (otro tipo de células propuesto)
son el objetivo primario de los genotdxicos cuando son administrados a los
organismos a través de la comida por via oral, los hemocitos que circulan por la
hemolinfa también pueden ser afectados, debido a que estas sustancias
toxicas ingresan y son transportadas a través de este liquido circulatorio en el

118



Discusion

organismo (Mersch et al., 1996). Asi, y junto a las facilidades que ofrece
trabajar con este tipo de tejido, consideramos que los hemocitos constituyen
una buena alternativa para la evaluacién del potencial genotéxico de los
agentes seleccionados en el presente estudio.

Las razones por las cuales fueron seleccionados el EMS, el PDC vy la
radiacién-y radican en que son agentes con efectos mutagénicos bien
demostrados, los cuales pueden causar diferentes tipos de dafio en el DNA y
sus mecanismos de accion estan bien establecidos. Ademas, estos agentes
pueden causar efectos genotédxicos en diferentes tejidos de Drosophila. EIl EMS
es un agente alquilante que puede causar diferentes tipos de lesiones en el
DNA, provocando distintos tipos de dafios a nivel cromosémico, tales como
aberraciones cromosomicas, clastogénesis y aneuploidia. El PDC es un metal
gue ha mostrado efectos genotédxicos a través de la produccién de EROs y la
inhibicion de mecanismos de reparacion; y, finalmente, la radiacion-y es un
agente fisico que puede producir roturas de simple y doble cadena, los que
pueden conducir a aberraciones cromosémicas. Por lo tanto, al seleccionar tres
agentes con modos de accion bien diferenciados, nos aseguramos de que el
ensayo propuesto no es especifico de un Unico tipo de lesion genotodxica, sino
gue sea capaz de detectar un amplio abanico de dafios en el DNA.

En el presente estudio, las dosis de los tres agentes mutagénicos fueron
seleccionadas debido a que mostraron efectos genotdxicos claros bajo
condiciones de reparacion normales (cepa Oregon R) y sin mostrar efectos
toxicos importantes. Como se ha indicado, los mutagenos evaluados son
diferentes desde el punto de vista de su naturaleza (fisica y quimica) y
propiedades genotdxicas; no obstante, los resultados indican que el EMS vy la
radiacién-y presentan una buena correlacién entre las dosis aplicadas y el dafio
genético producido, sugiriendo que estos agentes podrian ser mutagenos mas
efectivos para ser considerados como controles positivos cuando se lleva a
cabo el ensayo del cometa en hemocitos de Drosophila.

En general, los resultados obtenidos con el ensayo del cometa estan de
acuerdo con lo encontrado por otros autores en Drosophila, en donde
diferentes sistemas de ensayos y tejidos muestran un dafio genético claro con
estos tres tipos de agentes (de la Rosa et al., 1994; Bilbao et al., 2002;
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Siddique et al., 2005a), lo que demuestra la amplia sensibilidad del ensayo
propuesto.

Finalmente, y como conclusion general, podemos decir que los
resultados del estudio piloto claramente demuestran que el ensayo del cometa
in vivo en hemocitos de D. melanogaster es adecuado para detectar efectos
mutagénicos de agentes quimicos y fisicos, sugiriendo al mismo tiempo que
esta técnica puede ser utilizada para evaluar otros tipos de agentes

genotoxicos.

5.3.2. Genotoxicidad de los metales pesados con el ensayo del

cometa en hemocitos de Drosophila

Como ya se ha comentado varias veces, los metales pesados han mostrado
diversos efectos y los resultados obtenidos en la mayoria de los ensayos de
genotoxicidad son ambiguos. Estas razones podrian estar relacionadas con
problemas de solubilidad, toxicidad e interferencias quimicas de los metales
evaluados, pero también podrian estar asociadas con que muchas veces no se
utilizan los ensayos mutagénicos adecuados. De esta manera, a la hora de
establecer y conocer los efectos de los metales o metaloides sobre el material
genético se deberian utilizar ensayos sensibles, especificos y capaces de

detectar un amplio rango de mutaciones.

Como se ha mencionado anteriormente, el ensayo del cometa es una
técnica muy versatil y muy sensible, ya que permite evaluar el dafio genético
primario de forma rapida, sencilla y en cualquier tipo de célula eucariota con un
namero reducido de células. Estas caracteristicas, ademas de su alta
sensibilidad han llevado a que este ensayo sea ampliamente utlizado en
estudios in vivo e in vitro, con diferentes tipos de organismos y tejidos (Tice et
al., 2000).

Por lo que respecta a la evaluacion genotéxica in vivo de muchos
metales pesados, el ensayo del cometa ha sido muy utilizado, demostrando ser
un método sensible y rapido para detectar el dafio genético en diferentes

120



Discusion

organismos modelo (Devi et al., 2001, 2003, 2004; Guecheva et al., 2001;
Gichner et al., 2006; Reinecke y Reinecke, 2004).

Los protocolos hasta ahora descritos sobre el uso del ensayo del cometa
en Drosophila, con neuroblastos o células del tubo digestivo, se han aplicado
con pocos compuestos, no estando los metales representados en estos
estudios hasta ahora.

Asi, y vista la eficacia del ensayo del cometa con hemocitos de
Drosophila para detectar genotdxicos, tanto quimicos como fisicos, en el
presente apartado queremos establecer si este ensayo presenta una mayor
sensibilidad en comparacién a la mostrada por el ensayo SMART de alas,
evaluando los diferentes metales pesados seleccionados.

5.3.2.1. Compuestos de mercurio

En el presente trabajo, los tratamientos realizados con diferentes
concentraciones de mercurio inorganico no indujeron efectos genotdxicos in
vivo en hemocitos de las larvas de Drosophila evaluados con el ensayo del
cometa. Sin embargo, los resultados obtenidos con el mercurio organico
indican que este compuesto induce efectos genotoxicos en hemocitos de
Drosophila bajo la mayor concentracion evaluada.

Cabe sefialar que a pesar de que existe abundante informacion sobre la
genotoxicidad de los compuestos de mercurio en diferentes sistemas de
ensayos Yy en diferentes organismos modelo la informacién disponible en la

literatura es poca, compleja y por lo tanto dificil de interpretar.

Los compuestos de mercurio por lo general no producen mutaciones
puntuales en bacterias, pero pueden producir efectos clastogénicos en ciertos
sistemas eucariotas. Los estudios citogenéticos llevados a cabo con personas
expuestas al mercurio muestran resultados ambiguos y dificiles de interpretar.
El dafio mas tipico causado por el mercurio es la alteracion de los mecanismos
del huso mitético, debido a su alta afinidad por lo grupos sulfhidrilo presentes
en las proteinas del huso mitético. No obstante, la genotoxicidad de los
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compuestos inorganicos podria estar relacionada mas bien con la generacion

de EROs y la reduccién de glutation en las células de los mamiferos.

El ensayo del cometa ha sido poco aplicado en el estudio de la actividad
genotoxica del mercurio. Sin embargo, la informacion disponible pone de
manifiesto que esta técnica es adecuada a la hora de detectar el dafio genético
producido por este tipo de metal. Asi, el ensayo del cometa parece tener una
alta sensibilidad al detectar dafio genético producido por el cloruro de mercurio
y del metilmercurio en linfocitos humanos in vitro a bajas concentraciones
(Silva-Pereira et al., 2005). Ademas, este ensayo es capaz de detectar las
deficiencias en la reparacion del DNA en células sanguineas de trabajadores
expuestos a vapores de mercurio (Cebulska-Wasilewska et al., 2005). Asi,
parece ser que este ensayo muestra una amplia sensibilidad y es capaz de
detectar un amplio rango de dafios en el DNA causados por el mercurio, tanto

en estudios in vitro como in Vvivo.

En nuestro estudio, nos hemos visto en la obligacién de utilizar
concentraciones muy bajas de ambos compuestos de mercurio (uM), debido a
gue estos compuestos fueron altamente téxicos para las larvas de Drosophila.
Sin embargo, esta cuestién no fue impedimento para detectar el dafio genético
inducido por concentraciones bajas de metilmercurio en hemocitos de la mosca
de la fruta, lo cual confirma la sensibilidad del ensayo del cometa para detectar
dafio primario. Hay que destacar que de los distintos compuestos de mercurio,
es el metilmercurio el mas peligroso desde el punto de vista toxico y
genotdxico, lo que da una especial relevancia a los resultados encontrados

mediante la utilizacién del ensayo del cometa.

Por lo tanto, podemos concluir que el ensayo propuesto es mucho mas
sensible que el ensayo SMART de alas y, gracias a esta mayor sensibilidad,
hemos podido identificar la existencia de efectos genotéxicos tras la exposicion

in vivo al metilmercurio.
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5.3.2.2. Compuestos de plomo

Los compuestos de plomo evaluados en este trabajo mostraron respuestas
genotdxicas diferentes con el ensayo del cometa en hemocitos de D.
melanogaster. Asi, mientras el cloruro de plomo muestra resultados negativos
para todas las concentraciones ensayadas, el nitrato de plomo muestra
resultados positivos para todas las concentraciones utilizadas. Esto nos indica
un riesgo genotoxico diferencial, en funcion de la formulacion quimica

evaluada.

La genotoxicidad del plomo es motivo de abierta discusion, ya que los
resultados obtenidos hasta ahora son muy variables y no permiten llegar a una
conclusion definitiva. Asi, aunque en la mayoria de los ensayos de
genotoxicidad el plomo muestra una respuesta negativa (Winder y Bonin, 1993,
Hartwig, 1994), el acetato de plomo puede inducir efectos mutagénicos en
células en cultivo, pero soélo a altas concentraciones, consideradas citotoxicas
(Roy y Rossman, 1992). Por otro lado el plomo, al igual que otros metales
pesados, puede ser clastogénico en estudios in vivo e in vitro, ya que en
células expuestas en cultivo puede inducir aberraciones cromosémicas,
micronucleos e intercambios entre croméatidas hermanas. Ademds, estas
evidencias de alteraciones cromosOmicas también se han detectado en
personas expuestas laboralmente al plomo (Rajah y Ahuja, 1995; Duydu et al.,
2001; Vaglenov et al., 2001; Wu et al., 2002; Palus et al., 2003).

Los resultados obtenidos con el ensayo de cometa en hemocitos, donde
el cloruro de plomo resulté negativo y el nitrato de plomo mostré una clara
respuesta genotdxica, confirmarian que la genotoxicidad del plomo en
Drosophila depende del compuesto seleccionado, indicando que es en la forma

de nitrato de plomo cuando se presenta como un claro agente genotéxico.

De acuerdo con la revisién de la literatura disponible, se puede observar
gue la genotoxicidad del plomo al menos parece ser clara en ensayos in vitro
en células mamiferos, pero en estudios in vivo los resultados son variables y no
han permitido obtener conclusiones finales sobre su potencialidad genotéxica.
En este contexto, nuestros resultados vendrian a confirmar el riesgo genotoxico

gue puede suponer la exposicion in vivo a algunas formas quimicas de este
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metal, lo que confirmaria los resultados positivos observados en los estudios de

biomonitorizacién de poblaciones humanas expuestas laboralmente al plomo.

5.3.2.3. Compuestos de niquel

El niquel es un reconocido carcinbgeno en humanos y en animales de
experimentacion; sin embargo, su potencial mutagénico en células y tejidos es
considerado bajo y restringido a compuestos de niquel que son insolubles en
agua (Hartwig, 1995; Kasprzak et al., 2003). No obstante, numerosos estudios
muestran que el niquel puede actuar como un potente comutdgeno en
combinacién con otros agentes que dafian el DNA, incluyendo la radiacién UV,
la radiacion ionizante, agentes alquilantes y benzo[a]pireno (Hartwig, 1995). Lo
anterior sugiere que el niquel puede tener un papel importante en la alteracion
de la reparacion del DNA, lo que se ha demostrado en los trabajos previos de
interaccion con el ensayo SMART de alas, donde el niquel muestra una accion

sinérgica en combinacion con la radiacion-y.

Existen diferentes trabajos que han evaluado los compuestos de niquel
empleando el ensayo del cometa, y estos han sido llevados a cabo en
diferentes tipos de células humanas, tanto in vitro (Pool-Zobel et al., 1994;
Zhuang et al., 1996) como in vivo (Faccioni et al., 2003; Danadevi et al., 2004).
Ademas, el ensayo del cometa también se ha aplicado para evaluar los efectos
genotdxicos in vivo de la exposicion al niquel en celomocitos de lombrices de
tierra (Reinecke y Reinecke, 2004) y en leucocitos de ratones (Devi et al.,
2004). En general, estos estudios indican que el ensayo del cometa es una
herramienta adecuada, sensible y rapida para detectar los efectos genotoxicos
de diferentes compuestos niquel.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que, aunque los
tratamientos realizados con NiCl; no indujeron incrementos significativos en el
dafio genético en hemocitos, los resultados encontrados con el NiCl,
claramente mostraron que este compuesto de niquel es capaz de inducir
incrementos significativos del dafio genético en todas las concentraciones

evaluadas, con una clara relacion dosis-respuesta.
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Estos resultados mejoran a los observados en el ensayo SMART de
alas, donde no fue posible encontrar ninguna respuesta positiva y avala la
bondad del ensayo propuesto como una herramienta eficaz en la deteccion de
potenciales genotoxicos.

Este estudio de evaluacién genotdxica del niquel confirma lo expuesto
en el apartado anterior de que el ensayo del cometa es mas sensible que el
ensayo SMART de alas, o que nos ha permitido observar la genotoxicidad
asociada al sulfato de niquel. A parte de la mayor sensibilidad del ensayo del
cometa, este estudio nos demuestra una vez mas que la genotoxicidad de los
metales no depende de éstos, sino de la formula quimica en que se presentan,
poniendo de manifiesto que, aunque el cloruro de niquel no es genotoxico, si

que lo es el sulfato de niquel.
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6. CONCLUSIONES

Del andlisis y discusion de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis

doctoral, y en respuesta a los objetivos planteados, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1.

Los compuestos de mercurio, plomo y niquel evaluados no han
mostrado una actividad mutagénica y recombinogénica detectable con el
ensayo SMART en alas de D. melanogaster.

Los estudios de interaccion de los compuestos metalicos seleccionados
frente al dafio genotdxico inducido por la radiacién-y, indican que,
aunque los compuestos de mercurio y de plomo no presentan efectos
sinérgicos, los compuestos de niquel si que los presentan, actuando
como comutadgenos. Esto apoyaria la propuesta de que el niquel
interfiere con los mecanismos involucrados en la reparacion del dafio

inducido por la radiacion-y.

Los resultados obtenidos de la puesta a punto del ensayo del cometa in
vivo en hemocitos de D. melanogaster con tres agentes mutagénicos de
accion conocida (EMS, PDC vy radiacién-y) han demostrado que este
ensayo es adecuado para la evaluacién genotoxica de agentes quimicos

y fisicos.

De la evaluacion de los compuestos de mercurio, plomo y niquel
estudiados, se desprende que tanto el metilmercurio, como el nitrato de
plomo y el sulfato de niquel mostraron una actividad genotdxica en el
ensayo cometa in vivo en hemocitos de D. melanogaster, indicando una
mayor sensibilidad de este ensayo en comparaciéon con el ensayo
SMART de alas.

Como conclusion final de este trabajo de tesis doctoral, se desprende
gue la genotoxicidad de los metales pesados evaluados en D.
melanogaster podria se considerada débil y dependiente de su

formulacion quimica.
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1. Introduction known, given their advemse eflects, are the mercuric

Mercury & 2 foxic heavy metal with deleterious effects
on the environment and on live orgamisms (Clarkson,
1993; Wolke etal, 1998; Boening, 2000). It & a well docu~
mented neurotoxin that can cause permanent damage to
the braim and central navouws system (Crespo-Lipez
et al, 2005). In the environment mercury can be fund in
difierent chamical forms, but the mast frequent and well

(Hg™') and the methyl mercury (CH;Hg') cations (Doad-
o, 2004). The anthropogenic activities, such as the com-
bustion of fossil fud, mcmeration of wastess, mining,
mdustrial and pestidde uses are the main sources of mer-
cury emission into fhe envirorement (Nriagu and Pacyna,
1988; Slemr and Langer, 1992; Porcella et al 1997; nym
and Pacyna, 2002). Aty ered a5
one of the most un'patmt and hmdmn contaminant
metals i m ﬂleemmmml (Patrck, 2002).
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—_— » L methyl ¥ fonns by meth b This
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pound and accumulstes in the aquatic food cham, eventu-
ally reaching human diet (Tchowmwou et al., 2003),
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Genotoxicity of mercury has been mainly attributed to
its capacity for interaction with sulfhydryl groups of cyto-
skeleton proteins, affecting the function of mitotic spindle
and causing the loss of chromosomes during cellular divi-
sion (Thier et al, 2003; Stoiber et al., 2004; Bonacker
et al., 2005).

There are only few studies on the genetic toxicity of mer-
cury compounds, and the overall evaluation of results is
quite complex and difficult to interpret (De Flora et al.,
1994). From the available data it seems that generally mer-
cury compounds do not induce mutagenic effects on bacte-
rial assays (Kanematsu et al, 1980; National Toxicology
Program Study Report, 1993), although a mutagenic effect
of mercury to Salmonella rtyphimurium TA 1537 was
reported by Wong (1988). However, mercury compounds
can lead to breaks, chromosome aberrations, and aneugen-
ic effects on eukaryotic cells (Akiyama et al., 2001; Thier
et al., 2003; Silva-Pereira et al., 2005). However, at least
in microbial assays, detection of mutagenic effects of heavy
metals depends on the type of genotoxicity test used. Fur-
thermore, the lack of test sensitivity may be due to a pos-
sible quelation of metallic ions by ingredients of the
culture medium (Codina et al., 1995).

Even though there are several data on mercury carcino-
genetic activity in rodents (Boffetta et al., 1993; National
Toxicology Program Study Report, 1993) and in humans
(Ahlbom et al., 1986; Boffetta et al., 1998), evidences are
not strong enough to conclude that mercury compounds
are carcinogens (Boffetta et al., 1993).

Genotoxic studies on mercury genotoxicity in Drosoph-
ila melanogaster at somatic level are scarce (Rasmuson,
1985). However, a relevant contribution has been provided
by in vive assays with germinal cells, evaluating different
genetic endpoints. Nevertheless, a general evaluation on
the genotoxic effects of mercury in Drosophila is difficult
to establish, given the controversial results reported by dif-
ferent authors (see the review of De Floraetal., 1994). The
overall data suggest that the genotoxicity of mercury in
Drosophila could depend mainly on the compound tested,
the cell type used, and on the assay system employed.

In order to increase our knowledge on the genotoxic
effects of mercury in Drosophila, in the present study we
have used the wing spot test to evaluate for the first time
the genotoxicity of two mercury compounds: mercury (I1)
chloride (MC) and methyl mercury (IT) chloride (MMC).
This short in vito test system is based on the loss of heter-
ozygosity in normal genes and the comresponding expres-
sion of recessive markers, namely multiple wing hairs and
flare-3, in the wing blade of adult flies. This assay can
detect mitotic recombination and a diverse set of muta-
tional events such as point mutations, deletions, and cer-
tain types of chromosome aberrations (Graf et al., 1984).
Moreover, previous studies from our laboratory indicate
that the wing spot test of Drosophila is an excellent and
powerful tool to evaluate both the genotoxicity and anti-
genotoxicity properties of different heavy metals (Amrani
et al., 1999; Rizki et al., 2001, 2002, 2004, 2006).
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2. Materials and methods
2.1. Strains

Two D. melanogaster strains were used: the multiple
wing hairs strain having the genetic constitution y; mwh j;
and the flare-3 strain with the genetic constitution fir/in
(3LR) TM3, Bd. The marker multiple wing hairs (mwh,
3-0.3) is a completely recessive homozygous viable muta-
tion, which is kept in homozygous condition. It produces
multiple trichomes per cell instead of the normally unique
trichome. The marker flare-3 (i, 3-38.8) is a recessive
mutation that affects the shape of wing hairs, producing
malformed wing hairs that have the shape of a flare. Given
their zygotic lethality, flare alleles have to be kept in stocks
over balancer chromosomes carrying multiple inversions
and a dominant marker that is homozygous lethal (7M3,
Bd"). More detailed information on the other genetic mark-
ers and descriptions of the phenotypes of the strains used in
this work are extensively given by Lindsley and Zimm
(1992). Both strains were initially provided by Prof. F.E.
Wirgler (Institute for Toxicology, University of Zirich,
Switzerland).

2.2. Chemicals

Mercury (I1) chloride (MC, >99.5% purity; CAS No.
7487-94.7), methyl mercury (II) chloride (MMC, 98% pur-
ity; CAS No. 115-09-3) and ethyl methanesulfonate (EMS,
100% purity; CAS No. 62-50-0) were obtained from Sigma-
Aldrich (Spain). MC and EMS compounds were dissolved
in distilled water, while MMC was dissolved in 3% ethanol
and 1% Tween-80 (Panreac SA, Spain). Distilled water and
ethanol/Tween-80 were used as negative controls. EMS
was used as positive control.

2.3. Treatments

Virgin females of the ﬁr’/ln (3LR) TM3, Bd strain were
mated to mwh males, as previously described (Rizki et al.,
2006). Eggs from this cross were collected during 8-h peri-
ods in culture bottles containing the standard medium. The
resulting 3-day-old larvae were then placed in plastic vials
containing 4.5 g of Drosophila instant medium (Carolina
Biological Supply, Burlington, NC) prepared with the dif-
ferent concentrations of MC (1, 5 and 50 pM), and
MMC (0.5, 1 and 5 pM), which were non-toxic. The larvae
were fed on this medium until pupation. Taking into
account that the Drosophila medium used is not very rich
in salts, a possible quelation of metallicions by ingredients
of the medium could be neglected. The surviving adults
were collected from the treatment vials and were stored
in 70% ethanol. Afterwards, their wings were removed
and mounted in Faure’s solution on slides. The wings were
scored at 400 times magnification for the presence of spots.
In each series we scored 40 wings (20 individuals). Scoring
of flies and data evaluation were conducted following the
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standard procedures for the wing spot assay, as used in
recent investigations (Dihl et al., 2007).

2.4. Sratistical analysis

The conditional binomial test of Kastenbaun and Bow-
man (1970) was used to assess differences between the fre-
quencies of each type of spot in treated and concurrent
negative control flies. The multiple decision procedure
described by Frei and Wiirgler (1988) was used to judge
the overall response of an agent as positive, weakly posi-
tive, negative, or inconclusive. As recommended, we con-
sider the treatment as positive if the frequency of mutant
clones in the treated series is at least m (multiplication fac-
tor) times greater than in the control series. Since small sin-
gle spots and total spots have a comparatively high
spontaneous frequency, m is fixed at a value of 2 (testing
for a doubling of the spontaneous frequency). For the large
single spots and the twin spots, which have a low spontane-
ous frequency, m = 5 is used. The frequency of clone for-
mation was calculated, without size correction, by
dividing the number of mwh clones per wing by 24400,
which is the approximate number of cells examined per
wing (Alonso-Moraga and Graf, 1989).

3. Results and discussion

Besides measuring mutational events (point and chro-
mosome mutations), the wing spot assay also distinguishes
mitotic recombination in proliferative somatic cells, being
the quantitation of the recombinagenic activity of a com-
pound of primary importance for genotoxicity screening
(Graf and Wiirgler, 1996). On the other hand, this in vivo
short-term test using a eukaryotic organism has proved
to be an excellent candidate to be used as biological mon-
itor for genotoxic environmental contaminants (Guzmdn-
Rincdn and Graf, 1995).

Previous viability experiments conducted in our labora-
tory revealed that mercury compounds are extremely toxic

Table 1
Wing spot test data obtained after treatment with mercury chloride (MC)

E.R Carmona et al | Chemosphere 70 (2008) 1910-1914

to Drosophila (Carmona, 2006). Thus, before genotoxicity
experiments it was necessary to carry out several toxicity
tests to select the efective doses for MC and MMC. Ini-
tially, the doses administered ranged from 05 to
2000 pM and, within this concentration range, an elevated
toxicity was observed, reflected in a reduced percentage of
larvae developing into adults and a significant delay in the
time required for the larvae to develop into the adult stage
(data not shown). This suggested that both mercury com-
pounds could disturb cell division mechanisms or other cel-
lular functions, as we previously found with cadmium
(Rizki et al., 2004). Overall, in all the preliminary toxicity
experiments, MMC was more toxic than MC. Hence, while
for MC a suitable larval viability (>50%) was reached at
50 pM, MMC could not be evaluated at concentrations
higher than 5 pM. The criterion to choose that viability is
based on two reasons: first, the reduction in the percentage
of developing treated larvae is a clear indication that the
compounds afiected the larvae and, in addition, the num-
ber of emerging adults is high enough to perform the geno-
toxicity experiments.

The results obtained from the two experiments testing
the genotoxicity of MC and MMC in the wing spot assay
are summarized in Tables 1 and 2, respectively. These com-
pounds were supplied to 72-h-old larvae (third instar) at
concentrations ranging from 1 to 50 pM for MC, and from
0.5 to 5pM for MMC. In both cases the treatment was
given to the larvae until they completed development.
The results obtained indicate that neither MC nor MCC,
independently of the concentrations applied, induced sig-
nificant increases in the frequency of any of the three cate-
gories of mutant spots recorded (i.e. small single, large
single and twin spots), in relation to the negative control.
In this study, the pooled negative control frequencies found
(0.50 and 0.55) were in agreement with the normal back-
ground range observed in our laboratory, and are not sig-
nificantly different from previous results reported by other
authors (Frei and Wiirgler, 1995; Torres et al., 1998; Rizki
et al., 2006). On the other hand, the positive control carried

Frequency of clone
formation per 10° cells

Twins spots Total spots
(m=35) (m=2)

D N Fr D N Fr D

Compound, concentration { uM) Small single spots Large single
(1-2 cells) spots (=2 cells)
(m=2) m=35)
N* Fr D N® Fr
MC
0 17 0.43 2 0.05
1 23 0.58 i 3 0.08
5 23 0.58 i 1 0.03
50 15 0.38 - 2 0.05
EMS
500 117 292 + 43 1.07

1 0.03 20 050 205
i 0 0.00 i 26 065 i 266
i 2 005 i 26 065 i 266
i 1 003 i 18 045 - 1.84
+ 9 0.2 + 169 422 + 17.31

Results from mwhy/fir’ wings®, Ethyl methanesulfonate (EMS) was used as positive control.
N°, number of spots; Fr, frequency; D, statistical diagnosis according to Frei and Worgler (1988): +, positive; —, negative; i, inconclusive; m, multi-

plication factor; probability levek, « = § = 0.05.
* Forty wings were lyzed for each

ation (20 individuals).
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Wing spot test data obtained after treatment with methyl mercury chloride (MMC)

Compound, Small single spots Large single Twins spots Total spots Frequency of clone
concentration (uM) (1-2 cells) spots (=2 celk) (m=235) m=2) formation per 10° cells
(m=2) (m=35)
N Fr D N*® Fr D N Fr D N® Fr D
MMC
0 20 0.50 1 0.03 1 003 2 0.55 225
0.5 17 043 - 2 0.05 i 0 000 - 19 048 - 195
1 12 030 - 1 003 i 4 0.10 i 17 043 - 1.74
5 15 038 - 5 013 i 0 0.00 - 20 0.50 - 205
EMS
500 17 292 + 43 .07 + 9 022 + 169 422 + 1731

Results from mwhy/fir' wings*. Ethyl methanesulfonate (EMS) was used as positive control.
o .

N, number of spots; Fr, fie ; D, statisti iag
plication factor; probability levek, « = § = 0.05.
* Forty wings were analyzed for each ion (20 individuals)

out with EMS showed a clear positive response: this fact
supports the validity of the negative results observed for
the mercury compounds tested in this study.

Our results report for the first time data on the evalua-
tion of mercury genotoxicity with the in vivo wing spot test
of Drosophila. Treatments with different concentrations of
organic and inorganic mercury did not induce a significant
increase on the frequency of any of the three categories of
spots analyzed. These negative results could be explained in
part by the low doses applied, since the Drosophila strains
used were highly sensitive to mercury.

An overall revision of the available literature on the
genotoxicity of mercury in Drosophila shows that our
results are not so different from those previously found
by other authors. For instance, in the UZ somatic assay,
methyl mercury was non-genotoxic by itself. However,
the somatic mutation frequency increased with methyl
methanesulfonate (MMS) co-treatments, suggesting that
mercury can interfere with the repair mechanisms (Rasmu-
son, 1985). In germinal cells, organic mercury compounds
induced X-linked lethal recessive mutations in Drosophila
(Gayathri and Krishnamurthy, 1985; Magnusson and
Ramel, 1986) whereas, in the same assay, inorganic mer-
cury was non-genotoxic (National Toxicology Program
Study Report, 1993). Assays detecting dominant lethals
induction in Drosophila have also shown negative results
with organic compounds (Gayathri and Krishnamurthy,
1985). Nevertheless, treatments with inorganic mercury in
larvae and adult flies show positive results in aneuploidy
assays (Magnusson and Ramel, 1986; Osgood et al,
1991). Hence, it seems that mercury genotoxicity in Dro-
sophila could highly depend on the compound, cell type
and test system employed.

Even though mercury metabolization and bioaccumula-
tion processes in Drosophila have been reported (Ramel
and Magnusson, 1969), the distinctive activity of these
functions among different strains may also influence the
controversial results found in the literature, regarding its
genotoxic activity (Osgood et al., 1991).
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ding to Frei and Wiligler (1988): +, positive; —, negative; i, inconclusive; m, multi-

There are several agreements about the main mechanism
of mercury genotoxicity involving aneuploidy mechanisms.
The strong affinity of mercury for sulfhydryl groups avail-
able in the spindle impairs its function, leading to mistakes
in chromosome segregation and subsequently to aneu-
ploidy (De Flora et al., 1994; Stoiber et al., 2004). Yet, it
must be pointed out that the wing spot assay detects a wide
range of genotoxic effects, including aneuploidy (Graf
et al., 1984). Therefore, the negative results reported here
are difficult to explain if we assume an important role of
mercury on chromosome segregation because, if this
occurred, we would expect an induction of single spots
caused by non-disjunction.

Toxicity analyses of the mercury compounds carried out
in this study showed a high sensitivity of the mhw/ﬁ" strain
to moderate doses of this metal, allowing only a genotoxic
evaluation at low doses (maximum of 50 pM for MC and
5pM for MC. Thus, it is possible that the high toxicity
of mercury hides its true genotoxic potential.

Acknowled gements

Erico R. Carmona thanks the valuable support from M.
Rivadeneira, E.E. Carmona, V. Ortiz, F. Carmona, L. Ala-
rcon and J. Prieto. The authors also thank the helpful sug-
gestions provided by M. Rizki and Mark N. Duk. This
research was supported in part by the Generalitat de
Catalunya (2005SGR-00136).

References

Ahlbom, A, Norell, S, Rodvall, Y., Nylander, M., 1986. Dentists, dental
nurses, and brain tumours. Br. Med. J. (Clin. Res. Ed.) 292, 662.
Akiyama, M., Oshima, H., Nakamura, M., 2001. Genotoxicity of mercury

used in chromosome abemration tests. Toxicol. In Vitro 15, 463-467.
Alonso-Momaga, A, Gmaf, U, 1989, Genotoxicity testing of antipamsitic
nitrofurans in the Drosophila wing somatic mutation and recombina-
tion test. Mutagenesis 4, 105-110.
Ammni, 8., Rizki, M., Creus, A, Marcos, R., 1999. Genotoxic activity of
difierent chromium compounds in larval cells of Drasophila melano-



Anexos

1914 ER C

et al | Ch

gaster, as measured in the wing spot test. Environ. Mol. Mutagen. 34,
47-51.
Boening, DW 2000. Ecological efiects, transy
1 review. Chy it 40, 1335-1351.

Boﬂetu,P Merler, E., Vainio, H., 1993, Carcinogenicity of mercury and
mercury compounds. Scand. J. Work. Environ. Health 19, 1-7.

Boffetta, P., Garefa-Gémez, M., Pompe-Kim, V,, Zaridze, D., Bellander,
T., Bulbulyan, M., Cahalkro, 1.D., Ceccarelli, F., Colin, D., Dizdar-
evie, T, Espanol, S, Kohal, A., Petrova, N., Sillsten, G., Merler, E.,
1998, Cancer oocurrence among European mercury miners. Cancer
Causes Control 9, 591-599.

Bonacker, D., Stoiber, T., Bohm, K J,, Prots, L, Wang, M., Unger, E,,
Thier, R, Bolt, HM., Degen, G H., 2005. Genotoxicity of inorganic
lead salts and disturbance of microtubule function. Environ. Mol.
Mutagen. 45, 346-353.

Carmona, ER., 2006. Evaluacién genotéxica de dos compuestos de
mercurio con el ensayo de hinacién y tacién sométicas
(SMART) en alas de Drasophils melanogaster MSe Thesis, Universitat
Autdnoma de Bawcelona.

Clarkson, TW., 1993, Mercury: Major issues in environmental health.
Environ. Health Perspect. 100, 31-38.

Codina, J.C., Pérez-Torrente, C., Pérez-Garefa, A., Cazorla, F. M., de
Vicente, A., 1995, Com parison of microbial tests for the detection of
heavy metal genotoxicity. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 29, 260-
265.

Crespo-Lépez, M.E., Herculano, A .M., Carvelo, T.C., Do Nascimento,
J.L., 2005. Mercurio y neurotoxicidad. Rev. Neurol. 40, 441-447.

De Flora, S., Bennicelli, C., Bagnasco, M., 1994, Genotoxicity of mercury
compounds. A review. Mutat. Res. 317, 57-79.

Dill, R R., da Silva, C.G.A, do Amaral, V.S, Reguly, M L, de Andrade,
H.HR. 2007. Mutagenic and recombinagenic activity of airborne
particulates, PM 10 and TSP, organic extracts in the Drosophia wing-
spot test. Environ. Pollut. May | [Epub ahead of print]

Doadrio, A.L., 2004, Ecotoxicologia y accién toxicolégica del mercurio.
Anal. Real Acad. Nac. Farm. 70, 933-959.

,and fate of mercury: a

W

here 70 (2008) 1910-1914

Nanonal Toxicology Program Study Report, 1993. Toxicology and

is studies of ic chloride (CAS No. 7487-94-7) in

Fia4 mts and B6C3F1 mice (Gavage studies). Natl. Toxicol. Program
Tech. Rep. Ser. 408, 1-260.

Nriagu, 1.0, Pacyna, J.M., 1988, Quantitative assessment of worldwide
contamination of air, water and soils by trace metals. Nature 333, 134-
139.

Osgood, C., Zimmering, S., Mason, J. M., 1991. Aneuploidy in Drasophila,
I Fun.het validation of the FIX and ZESTE genetic test systems

g female Drosophil i . Mutat. Res. 259, 147-163.

Puym. EG Pacyna, J.M., 2002. Global emision of mercury from
anthropogenic sources in 1995, Water Air Soil Pollut. 137, 149-165.

Patrick, L., 2002. Mercury toxicity and antioxidants: Part I Role of
glutathione and alpha-lipoic acid in the treatment of mecury toxicity.
Altern. Med. Rev. 7, 456-471.

Porcella, D.B., Ramel, C,, Jernelov, A., 1997. Global mercury pollution
and the rok of gold mining: An overview. Water Air Soil Pollut. 97,
205-207.

Ramel, C., Magnusson, J.,

1969. Genetic effects of org;m: mecury

ds 1. Ch gregation in D\ " 2
Hemdms 61, 231-254.
Rasmuson, A., 1985, Mutagenic effects of some water-solublke metal

compounds in a somatic eye-color test system in Drosophila melano-
gaster. Mutat. Res. 157, 157-162.

Rizki, M., Amrani, S, Creus, A, Xamena, N, Marcos, R, 201.
Antigenotoxic properties of selenium: studies in the wing spot test in
Drosoghila. Environ. Mol. Mutagen. 37, 0-75.

Rizki, M., Kossatz, E,, Xamena, N, Creus, A, Marcos, R, 2'002
lnﬂuence of sodium arsenite on the ity of
dichromate and ethyl methanesulfonate: studies with the wing spot
test in Drosophia. Environ. Mol. Mutagen. 39, 49-54,

Rizki, M., Kossatz, E, Creus, A., Macos, R, 2004. Genotoxicity
modulation by cadmium treatment: studies inthe Drosophila wing spot
test. Environ. Mol. Mutagen. 43, 196-203.

Rizki, M., Kossatz, E., Velisquez, A., Creus, A, Farina, M., Fortaner, S.,

Frei, H., Wilrgler, FE, 1988 Statistical methods to decide wheth
mutagenicity test data from Drsophils assays indicate a positive,

Sabbioni, E.,, M. . R, 2006. Metabolism of ic in Dn Rl

negative, or inconclusive result. Mutat. Res. 203, 297-308.

Frei, H,, Wikrgler, F E., 1995, Optimal experimental design and sample size
for the statistical evaluation of data from somatic mutation and
recombination tests(SMART) in Drosophda. Mutat. Res. 334, 247-258.

Gayathn, M V Krishnamurthy, N.B, 1985, Investigations on the

of two orga ial pesticides, Ceresan and Agallol
3, in Drosophila melmogaster. Environ. Res. 36, 218-229,

Graf, U, Wiirgler, F.E., 1996. The somatic white-ivory eye spot test does

not detect the same spactrum of genotoxic events as the wing somatic
tion and hination test in Drosophila melk . Environ.

Mol. Mutagen. 27, 219-226.
Graf, U, Wargler, F.E.,, Katz, AJ, Frei, HJ,, Juon, H,, Hall, CB,, Kak,

1 andthe,,. icity of dimethyl acid in the
Drosophiia wing spot test. Environ. Mol. Mutagen. 47, 162-168.
Silva-Pereira, L.C., Cardoso, P.C.,, Leite, DS, Bahia, M.0O., Bastos,
W.R., Smith, M.A,, Burbano, R.R., 2005. Cytotoxicity and genotox-
icity of low doses of mercury chloride and methyl mercury chloride on
human lymphocytes in vitro. Braz. J. Med. Biol. Res. 38, 901-907.
Slemr, F,, Langer, E., 1992, 1 in global pheric
of mercury inferred from measurements over the Atlantic Ocean.
Nature 355, 434-437.
Stoiber, T., Bonacker, D, Bohm, KJ,, Bolt, HM,, Thier, R, Degen.
GH, Unger, E., 2004. Disturbed and i
of i by chelate pl of mercury (IT). Mutat. Res. 563,
97-106.

mtions

Tmle fiuneti

PG 1984, Somatic mutation and bi test in D, hik Teb
. Environ. Mutagen. 6, 153-188,
Gumn-Rmom, 1., Graf, U.,, 1995, Drosophi lanogy
and bination test as a b . In: Butterworth,

FM. et al. (Eds.), Biomonitors and Biomarkers as Indicators of
Environmental Change. Plenum Press, New York, pp. 169-181.

Kanematsu, N., Hara, M., Kada, T., 1980. Rec assay and mutagenicity
studies on metal compounds. Mutat. Res. 77, 109-116.

Kastenbaun, M.A., Bowman, K.O,, 1970. Tables for determining the
statistical significance of mutation frequencies. Mutat. Res. 9, 527-549.

Lindsley, DL., Zimm, G.G. (Eds.), 1992. The Genome of Drosphilz
melarnogaster. Academic Press, San Diego, CA.

Magnusson, J., Ramel, C,, 1986. Genetic variation mthcsmccptlbﬂntyto
mercury and other metal pounds in Drosophil .
Teratog. Carcinog. Mutagen. 6, 289305,

u, P.B, Ayensu, WK., Ninashvili N, Sutton, D, 203.
Environmental exposure to mercury and its toxicopathologic im plica-
tions for public health. Environ. Toxicol. 18, 149-175.

Thier, R., Bonacker, D, Stoiber, T., Bohm, K.J.,, Wang, M., Unger, E.,
Bolt, H M., Degen, G., 2003. Interaction of metal salts with cytoskel-
etal motor protein systems. Toxicol. Lett., 75-81.

Torwes, C., Creus, A., Marcos, R., 1998. Genotoxic activity of four
inhibitors of DNA topoisomerases in larval celk of Drosophia
melanogaster as measured in the wing spot assay. Mutat. Res. 413,
191-203.

Wolfe, M.F., Schwarzbach, S., Sulaiman, R.A., 1998, Effiects of mecury
on wildlife: Acomprehensive review. Environ. Toxicol. Chem. 17, 146-
160.

Wong, PK., 1988, Mutagenicity of heavy metals. Bull. Environ. Contam.
Toxicol. 140, 597-603.

153



Anexos

Title: In vivo Comet assay in haemocytes of Drosophila melanogaster

Running title: Comet assay in Drosophila haemocytes

Authors: Erico R. Carmona  Temenuga Guecheva °, Amadeu Creus ?, Ricard

Marcos & @ *

& Grup de Mutagenesi, Departament de Geneética i de Microbiologia, Facultat de
Biociéencies, Universitat Autonoma de Barcelona, Campus Bellaterra 08193

Cerdanyola del Valles, Barcelona, Spain

P Departamento de Biofisica, Centro de Biotecnologia, Instituto de Biociéncias,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Prédio 43422, Caixa
Postal 15093, CEP 91501-970, RS, Porto Alegre, Brazil.

¢ CIBER Epidemiologia y Salud Publica, ISCIII, Spain

* Correspondence to: Dr. Ricard Marcos, Departament de Genetica i de
Microbiologia, Facultat de Biociencies, Universitat Autonoma de Barcelona,
Campus Bellaterra 08193 Cerdanyola del Valles, Barcelona, Spain. E-mail
address: Ricard.Marcos@uab.es

154



Anexos

Abstract

The aim of the present study was to develop for the first time the in vivo alkaline
Comet assay on haemocytes of Drosophila melanogaster for genotoxicity
testing. For this purpose, we analyzed the DNA damage induced by three well-
known mutagen agents: Ethyl methanesulfonate (EMS), Potassium dichromate
chloride (PDC) and Gamma radiation (y-irradiation). Drosophila larvae of third
instar were exposed to different concentrations and doses of EMS (1, 2 and 4
mM), PDC (0.5, 1 and 2.5 mM) and y-irradiation (2, 4 and 8 Gy). Afterwards, the
haemolymph were extracted from the larvae and haemocytes were isolated for
conducting the Comet assay. The results showed a significant dose-related
increase in DNA damage in haemocytes of D. melanogaster with the three
mutagens agents tested, indicating that EMS, PDC and y-irradiation exhibit
genotoxic activity in haemocytes of D. melanogaster. These results
demonstrate that the in vivo Comet assay on haemocytes of D. melanogaster
may be a useful assay for genotoxicity assessment.

Keywords: Comet assay; Drosophila melanogaster; Genotoxicity; Haemocytes
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1. Introduction

The Comet assay, also known as Single cell gel electrophoresis assay (SCG),
is a method that allows to measure both qualitative and quantitative DNA
damage in individual eukaryotic cells (Tice et al., 2000). During the last decade
the Comet assay has been one of the most popular and extensively employed
techniques for genotoxicity studies in vivo, because this assay is a simple and
versatile test system where eventually any kind of tissue/cells can be used and
only a reduced number of cells is needed per sample in order to conduct one
experiment (Brendler-Schwaab et al., 2005). In addition, this assay is highly
sensitive, allowing the detection of low levels of DNA damage and several kinds
of DNA damage, such as double- and single-strand DNA breaks, DNA cross-
links, alkali labile sites and delayed repair sites (Speit and Hartmann, 2005,
2006). Thus, and given the previous advantages, this test system assay has
been developed and performed in diverse organism models from bacteria to
humans for assessing genotoxic potential of chemical compounds and physical
agents, both in vitro and in vivo studies (Dhawan et al., 2009).

Recently, the alkaline version of Comet assay has been adapted, validated and
applied in the fruit fly Drosophila melanogaster for in vivo genotoxic testing of
some chemical compounds and environmental pollutants (Mukhopadhyay et al.,
2004; Siddique et al., 2005a,b). These studies, which have employed mainly
brain ganglia and mid gut cells as target tissue from third instar larvae, have
demonstrated that Drosophila is a suitable model for in vivo genotoxicity
evaluation with the Comet assay. Moreover, this assay offers the possibility to
detect mutagenesis mechanisms related with the repair effects of DNA in
Drosophila, as it has been observed after exposure with methyl
methanesulphonate (MMS), ethyl methanesulphonate (EMS) and N-ethyl-N-
nitrosourea (ENU) compounds (Bilbao et al., 2002).

Though in mammals and humans the in vivo studies commonly employ
lymphocytes from peripheral blood as the main target cells for measuring DNA
damage with the Comet assay, other analogous kinds of cells could be also
used in invertebrates. As opposed to mammals, the circulatory system in

invertebrates such as D. melanogaster is open; however, its cellular system is
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similar to the lymphocytes of mammals in the haemocytes of the haemolymph
(Meister, 2004).

The haemocytes offer several advantages as target tissue for in vivo genotoxic
testing, since this type of cells show high sensitivity, it requires a simple and no
aggressive methodology to collect and obtain single cells suspension (Rank and
Jensen, 2003; Rigonato et al., 2005), assuming reduced levels of basal DNA
damage in cells (Hartmann et al. 2003). In addition, the haemocytes may be
directly exposed with toxic substances from the haemolymph, thus, becoming a
highly interesting target tissue to perform genotoxicity assessment (Mersch et
al., 1996; Villela et al.,, 2006). Consequently, during the last years the
haemocytes have been one of the most extensively employed cells for
measuring DNA damage in studies related to genotoxic assessment and
environmental monitoring using invertebrates (Bolognesi et al., 1999; Grazeffe
et al., 2008; Pavlica et al., 2000; Rigonato et al., 2005; Villela et al., 2006).
Though the DNA damage induced in blood cells from the haemolymph has
been analyzed in different marine and terrestrial invertebrates, such as clams,
mussels, oysters, sea urchins and earthworms (Dhawan et al., 2009), so far
these tissues/cells in D. melanogaster have not received any attention.
Therefore, in the present study, we developed for the first time the alkaline in
vivo Comet test in haemocytes of D. melanogaster. For this purpose, we
analyzed and evaluated the results obtained from DNA damage induced in
haemocytes by treatments with three well-known mutagen agents: Ethyl
methanesulfonate (EMS), Potassium dichromate (PDC), and gamma irradiation
(y-irradiation).

2. Materials and methods

2.1. Fly strain

The wild-type strain of D. melanogaster (Oregon R"), efficient for all types of
reparing was used. This strain was cultured in bottles with standard medium of
Drosophila at a temperature of 25 + 1°C and at a relative humidity of ~ 60%.
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2.2. Chemicals

Ethyl methanesulfonate (EMS, CAS N° 62-50-0, 100% purity), potassium
dichromate (PDC, CAS N° 7689-03-4, 99.9% purity) and phenylthiourea (PTU,
N° CAS 103-85-5, 295% purity) were obtained from Sigma-Aldrich (Spain); low
melting point agarose (LMA) and normal melting point agarose (NMA) were
from Gibco BRL, Life Technologies (Paisley, UK); phosphate-buffered saline
(PBS) and 4',6-diamidine-2-phenylindole (DAPI) were from Sigma Chemical Co.
(St Louis, MO); N-laurosylsarcosine sodium hydroxide and Triton X-100 were
from Fluka Chemical AG (Buchs, Switzerland); sodium hydroxide was from
Carlo Erba Reagenti (Milano, Italy); sodium chloride was from Panreac Quimica
SA (Barcelona, Spain) and Tris buffer was from US Biochemical (Cleveland,
OH).

2.3. Exposure to mutagenic agents

On the one hand, larvae 72 + 2 h old (third instar) were placed in plastic vials
containing 4.5 g of Drosophila instant medium (Carolina Biological Supply,
Burlington, NC) prepared with different concentrations of EMS (1, 2 and 4 mM),
and PDC (0.5, 1 and 2.5 mM). Immediately before use, the compounds were
dissolved in distilled water. The larvae were fed on this medium during 24 + 2 h.
The control larvae received Drosophila instant medium hydrated with distilled
water. On the other hand, larvae 96 £ 2 h old were irradiated in plastics vials
containing normal Drosophila food, with single doses of 2, 4, and 8 Gy. The y-
irradiation was performed in a **'Cs irradiator Model IBL 437C (Schering Bio
International, Germany), from Unitat Tecnica de Proteccio Radiologica (UTPR)
of Universitat Autonoma de Barcelona. All the experiments were carried out at
25 £ 1°C and ~ 60% of relative humidity.

2.4. Haemocytes collection

D. melanogaster haemocytes were collected according to Irving et al., (2005)
with minor modifications. Chilled larvae 96 + 2 h old were removed from food
media, washed in water, sterilized in 5% bleach and dried. The cuticle from 40-
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60 larvae was then disrupted with two fine forceps. The haemolymph and
circulating haemocytes were directly collected in cold PBS solution containing
0.07% PTU, and separated in 1.5 mL microcentrifuge tube. Pooled
haemolymph was centrifuged at 300 g for 10 min at 4° C, the supernatant was
discarded and the pellet was resuspended in 20 pL of cold PBS.

2.5. Comet assay

The Comet assay was performed as previously described by Singh et al. (1988)
with minor modifications. The cell samples (~ 40 000 cells in 20 pyL) were
carefully resuspended in 140 uL of 0.75% LMA, layered onto microscope slides
precoated with 150 uL of 1% NMA (dried at room temperature). Two gels were
mounted in each slide and covered with a coverslip. Immediately after agarose
solidification (for 10 min at 4°C), the coverlips were removed and the slides
were immersed in a cold fresh lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM Na;EDTA, 10
mM Tris, 1% Triton X-100 and 1% N-laurosylsarcosinate, pH 10) for 2 h at 4°C
in a dark chamber. Dimethyl sulfoxide (DMSQO) was excluded from lysis solution
preparation, because it has been considered unnecessary for Drosophila
tissues, and DMSO at low concentrations is cytotoxic in Drosophila
(Mukhopadhyay et al., 2004; Siddique et al., 2005a). To prevent additional DNA
damage, the following steps were performed under dim light. Afterwards, the
slides were placed for 25 min in a horizontal gel electrophoresis tank filled with
cold electrophoretic buffer (ImM NaEDTA and 300 mM NaOH, pH 13) to allow
DNA unwinding. The electrophoresis was carried out in the same buffer for 20
min at 25 V and 300 mA. Unwinding and electrophoresis processes were done
at 4°C. After electrophoresis, slides were neutralized with two washes of 5 min
with 0.4 mM Tris (pH 7.5). The slides were stained with 20 pL of DAPI (1
Mg/mL), per gel. The images were examined at 400X magnification with a
Komet 5.5 Image Analysis System (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, UK) fitted
with an Olympus BX50 fluorescence microscope equipped with a 480-550 nm
wide band excitation filter and a 590 nm barrier filter. One hundred randomly
selected cells (50 cells per two replicates slides) were analyzed per treatment.

The percentage of DNA in the tail (% DNA tail) was used to measure DNA
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damage, since this is the most widely used and recommended parameter for
Comet data analysis (Kumaravel and Jha, 2006; Lovell and Omori, 2008). The

% DNA tail was computed using the Komet software version 5.5.

2.6. Statistical analyses

The general linear model (GLM) was used to analyse significant differences of
data results. The Fisher (LSD) post hoc test was performed in order to compare
control versus treatment groups in each experiment. The results obtained were

considered statistically significant at P < 0.05.

All data were presented in arithmetic mean * standard error, and 95%

confidence intervals.

Finally, data analyses were performed using Statgraphics plus version 5.1.
(Statistical Graphics Corporation, 2001, Rockville, USA software package).

3. Results

Before carrying out genotoxicity experiments previous viability tests were
needed in order to select effective doses for EMS, PDC and y-irradiation. Thus,
the criterion for doses levels was based in two assumptions: first, the decrease
in the percentage of developing treated larvae was a clear indicator that the
larvae were affected by the agents, and second, the number of third instar
larvae was high enough to perform genotoxicity experiments. In all toxicity
experiments conducted in our laboratory, the larvae viability was always >50%
at higher doses supplied from each mutagen agent.

The results obtained from Comet assay experiments testing the genotoxic
effects of EMS, PDC and y-irradiation on haemocytes of D. melanogaster are
summarized in Table 1. On the one hand, the EMS and PDC were supplied to
72 £ 2 h old larvae (third instar), during 24 + 2 h with concentrations ranging
from 1 to 4 mM for EMS, and from 0.5 to 2.5 mM for PDC. On the other hand,
96 * 2 h larvae were exposed acutely to y-irradiation with doses ranging from 2

to 8 Gy. Immediately after the treatments, the larvae were collected from culture
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media and the haemocytes were obtained and isolated from haemolymph
larvae for conducting the Comet assay.

The results obtained indicate that EMS, PDC and y-irradiation induced
significant dose-dependent increase of DNA damage on haemocytes of
Drosophila larvae measured through percentage of DNA tail (Fig. 1). The DNA
damage did not show significant differences at low doses supplied to larvae with
EMS, PDC and y-irradiation (Table 1).

4. Discussion

The haemolymph has demonstrated to be a good tissue for genotoxicity
assessment of different chemical compounds and pollutants, given its
physiological role in the transport of toxic substances and immunity function,
being directly exposed to mutagenic agents (Mersch et al., 1996; Rigonato et
al., 2005; Villela et al., 2006; Villela et al., 2007). Moreover, this tissue is
sensitive to DNA damage induced by MMS and hydrogen peroxide (Cheung et
al., 2006; Rigonato et al., 2005) and environmental pollutants, such as copper
sulfate and pentachlorophenol (Villela et al., 2006). On the other hand, the
haemolymph is better than other invertebrate tissues (e.g. gills) for conducting
the in vivo Comet assay, considering easy collection, handling, and cell isolation
(Rank and Jensen, 2003).

Recently, the in vivo Comet assay has been developed and applied in different
somatic cells in Drosophila. However, in these studies the assay has been only
applied to cells from nervous and digestive system, while blood cells of
Drosophila have not been analyzed with this test. Thus, in the present study we
report for the first time the results obtained about DNA damage on haemocytes
of D. melanogaster using the in vivo Comet assay.

To carry out the Comet assay with a new cellular system some steps are
needed: 1) easy collection and minimal quantities of cells for conducting the
assay, 2) basal levels of DNA damage similar to those observed in other cellular
systems, and 3) sensitivity testing of the cells to the genotoxic effect of standard
mutagens.

Regarding the first step, both the number and quality of the cells were sufficient

to carry out the studies with the Comet assay. In this point, it is important to
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notice that the haemocytes, in suspension into the haemolymph, do not require
any aggressive handling for their isolation. The protocol for the mechanic
disgregation of a tissue can induce additional damage in the DNA, producing
high basal levels of damage. This does not occur in our proposed protocol,
since the observed levels of DNA damage were significantly low. Finally, the
treatments carried out by 24 = 2 hours in third instar larvae with different
mutagenic doses of EMS, PDC, and y-irradiation, clearly induced DNA damage
in haemocytes; in addition, the analyses suggest that the haemocytes show a
dose-response tendency between the increase of doses of each mutagenic
agent versus the increase of DNA damage measured with the percentage of
DNA in the tail, demonstrating that D. melanogaster is a good bioindicator of
exposure to genotoxic agents using this kind of cells and test system.

Though gut cells (other kind of cells proposed) are the main targets of genotoxic
agents when administrated to the organism via feeding, the circulating
haemocytes of haemolymph can also be exposed, since toxic substances are
transported through this circulatory fluid (Mersch et al., 1996). Thus, and given
the advantages of working with this kind of tissue, haemocytes have been
considered as a good alternative for potential genotoxic assessment of
mutagens selected in the present study.

EMS, PDC and y-irradiation are well-known mutagens with well-established
genotoxic mechanisms which can induce different kinds of DNA damage. EMS
is an alkylant agent that can induce different chromosome damage in the cells,
such as chromosome aberrations, clastogenesis and aneuploidy (Sega, 1984).
PDC is a genotoxic heavy metal which can induce DNA oxidative damage and
delayed DNA repair (Wise et al., 2008). Finally, y-irradiation is a physical agent
that can produce single and double DNA strand breaks (Ward, 1988, 1990).
Hence, both the assay protocol proposed here and the selection of the three
agents with distinct mechanisms have allowed us to detect not only a specific
genotoxic effect, but a wide range of DNA damage.

In the present study, the doses of EMS, PDC and y-irradiation were selected
given their clear genotoxic effects under normal DNA repair conditions and low
toxic effects on Drosophila larvae. As it has been previously indicated, the
mutagens evaluated are chemically, physically and genotoxically different.

However, the results show that EMS and vy-irradiation are significantly
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correlated between the doses applied and DNA damage, suggesting that these
agents could possibly be more effective mutagens.

In conclusion, the results obtained with the alkaline in vivo Comet assay on
Drosophila haemocytes indicate clearly that this is a suitable assay for the
detection of DNA damage induced by chemical and physical mutagens,
suggesting that this technique could also be used to assess other potential
genotoxic agents.
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Tables.

Table 1. Comet assay data obtained after exposure to EMS, PDC

and y-irradiation on the haemocytes of D. melanogaster.

Groups % DNA tail 2 95% CI of % DNA tail °
Pooled control  15.40 £ 0.48 14.50 16.35
1 mM EMS 18.87 £ 0.87 17.09 20.65
2 mM EMS 21.34+£0.86 * 19.56 23.12
4 mM EMS 29.08 £0.88 * 27.30 30.86
0.5 mM PDC 17.96 £ 0.81 16.43 19.50
1 mM PDC 19.22 + 0.66 * 17.68 20.76
2.5mM PDC 19.55+0.80 * 18.02 21.09
2 Gy 15.43 +£0.70 13.92 16.94
4 Gy 16.94+0.85* 15.43 18.45
8 Gy 22.64 £0.79* 21.13 24.15

2 Mean + standard error from three experiments (300 cells). ® %
DNA tail 95% confidence intervals.

* P < 0.01 versus control.
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Fig. 1
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Figure legends

Fig. 1. DNA damage of EMS (A), PDC (B) and y-irradiation (C) in haemocytes
of D. melanogaster measured with percentage of DNA in the tail (% DNA tail).

ns, not significant; *, P < 0.01 compared with control group.
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